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1. Einleitung

1.1  Mensch und Umwelt
Das Bestreben nach einer Begrenzung der Belastung der Umwelt mit Schadstoffen ist

zum Teil seit Jahrzehnten in der nationalen Gesetzgebung verankert (z.B. BImSchG, WHG,
KrW-/AbfG, BBodSchG). Eine der maßgeblichen Zielsetzungen des Umweltschutzes durch
den Gesetzgeber war und ist dabei der Schutz der menschlichen Gesundheit vor Schaden
(z.B. „Zweck dieses Gesetzes ist, Menschen,... vor schädlichen Umwelteinwirkungen,...,
Gefahren, erheblichen Nachteilen und erheblichen Belästigungen,..., zu schützen...“
§1BImSchG (Der Bundesminister für Umwelt Naturschutz und Reaktorsicherheit 2005)).

Bei der Identifikation der Schadstoffe, denen der Mensch ausgesetzt ist, finden immer
sensitivere Messverfahren Verwendung, um selbst versteckte Gefahren (z.B. in Möbeln, Le-
bens- und Genussmitteln) für die menschliche Gesundheit zu lokalisieren und zu eliminieren.
Diesem intensiven Bemühen um Schadensminimierung steht die weitgehende Duldung einer
offensichtlichen Schadstoffquelle mit großer Verbreitung - dem Rauch von Zigaretten und
anderen Tabakprodukten – gegenüber. Besonders problematisch wird die Sachlage da-
durch, dass sowohl einer passiven Zigarettenrauchexposition als auch dem aktiven Rauchen
ein erhebliches Schadpotential für die Gesundheit des Menschen innewohnt. Viele Men-
schen setzen sich bewusst und wiederholt dieser gesundheitsschädigenden Noxe aus und in
der Tat muss das Passivrauchen inzwischen als hauptsächliche Quelle der (partikulären)
Luftverschmutzung gelten, der der Mensch zumindest im Innenraum ausgesetzt ist. Aus die-
sem Grunde ist es gerechtfertigt, Zigarettenrauch als Umweltproblem zu behandeln. Dies gilt
auch insofern, als das durch Zigarettenrauchen hervorgerufene Krankheitsbild der chronisch-
obstruktiven Lungenerkrankung, welches Gegenstand dieser Arbeit ist, in anderen Ländern
häufig durch eine starke Belastung der Umwelt bzw. des Innenraums mit Schadstoffen her-
vorgerufen wird. Beispielsweise führt die Verwendung offener Feuer im Innenraum, die in
Ländern wie Indien oder China nicht selten zum Kochen verwendet werden, zu teils extrem
hohen Schadstoffbelastungen, deren Folgen denen des Zigarettenrauchens vergleichbar
sind.

Zigarettenrauch ist ein komplexes Schadstoffgemisch. Man geht von über 4800 Kom-
ponenten aus, die während der unvollständigen Verbrennung des Tabaks beim Rauchen
entstehen; 70 von ihnen sind krebserregend oder stehen im Verdacht, krebserregend zu sein
(z.B. Benzol, Benz[a]pyren, Formaldehyd, Dioxin) (Deutsches Krebsforschungszentrum
(Hrsg.) 2005; Huber et al. 1991; U.S. Environmental Protection Agency 1992). In Innenräu-
men stellen die Bestandteile des Tabakrauches eine kontinuierliche Exposition gegenüber
Schadstoffen dar, da sie aufgrund der geringen Partikelgröße eine hinreichende Verweildau-
er besitzen. Ferner lagern sich beispielsweise Tabakfeinstaubpartikel an Wänden, Decken,
Böden und Gegenständen ab und können u.U. von dort wieder freigesetzt werden
(Deutsches Krebsforschungszentrum (Hrsg.) 2005).

Die Lunge des Menschen ist eines der Organe, das notwendigerweise auf den Aus-
tausch mit der Umwelt angelegt ist. Aufgrund ihrer physiologischen Funktion, die in dem
Austausch der Atemgase Sauerstoff und Kohlendioxid besteht, ist sie der Umwelt direkt ex-



2

poniert, so dass eine Zigarettenrauchexposition insbesondere dieses Organ betrifft. Die Lun-
ge weist eine alveoläre Oberfläche von 70-80 m² auf (Tammeling und Quanjer 1980), eine
Fläche, die durch den Bedarf nach Gasaustausch erfordert wird. Der Aufbau der Lunge ist
dadurch gekennzeichnet, dass sich die Gewebestärke am Ende eines komplex verästelten
Bronchialbaumes bis auf eine sehr dünne Schicht reduziert, die als Grenze zwischen den
Kompartimenten Luft und Blut fungiert, zugleich jedoch dem Gasaustausch so wenig Wider-
stand wie möglich entgegensetzt und ein umfängliches, filigranes Netzwerk aus Blutgefäßen
und Lufträumen aufrechterhält (Weibel et al. 1976). Das immer feiner werdende Netzwerk
der Atemwege (Trachea, Bronchien, Bronchiolen, Bronchioli respiratorii, Alveolen) bietet al-
lerdings im Zusammenspiel mit der abnehmenden Strömungsgeschwindigkeit in den peri-
pheren Bereichen der Lunge die Möglichkeit, dass sich Partikel und gasförmige Schadstoffe
ablagern, aufgenommen werden und mit dem Gewebe der Lunge interagieren. Die Selbst-
reinigungsfunktion (Tammeling und Quanjer 1980) mittels Mukusproduktion und Transport
des Mukus durch Flimmerepithelien dient dazu, Schadstoffe und Partikel aus der Lunge zu
entfernen. Da diese Reinigungsfunktion durch Zigarettenrauch massiv beeinträchtigt werden
kann (Wanner 1977), ist die Lunge dem Risiko ausgesetzt, durch Noxen oder Partikel der
Luft im Sinne einer sich selbst verstärkenden Reaktion geschädigt zu werden. Im Falle des
Zigarettenrauches wird die Schädigung insbesondere durch den Anteil an Oxidantien und
anderen reaktiven Verbindungen hervorgerufen (Jörres und Magnussen 1997).

Ausgehend von der Beobachtung, dass weltweit viele Millionen von Menschen wieder-
holt und langjährig dieser Noxe, sei es aktiv, sei es passiv, ausgesetzt sind, beschäftigt sich
die vorliegende Arbeit mit einer wesentlichen Folgeerkrankung des Zigarettenrauchens, der
chronisch-obstruktiven Lungenerkrankung (chronic obstructive pulmonary disease, COPD).
Sie versucht dabei unter Anwendung zell- und molekularbiologischer Methoden, experimen-
telle Daten unter dem Gesichtspunkt eines integrativen Konzepts der Gen-Umwelt-
Interaktion zu gewinnen, das für das Verständnis auch anderer Interaktionen zwischen Um-
welt bzw. Umweltschadstoffen und Organismen von fundamentaler Bedeutung ist.

1.2 Chronisch-obstruktive Bronchitis und Lungenemphysem (COPD)
Die Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD) definiert die COPD

in ihren Leitlinien als einen “...Krankheitszustand, der durch eine Limitierung des Luftstroms
{durch die Atemwege} gekennzeichnet ist, die nicht vollständig reversibel ist. Diese Luft-
stromlimitierung ist normalerweise progressiv und mit einer veränderten entzündlichen Ant-
wort der Lungen auf toxische Partikel oder Gase assoziiert...” (GOLD 2005). Diese Definition
der COPD beschreibt die Krankheit allerdings nur phänomenologisch und nimmt nicht Bezug
auf alle Eigenarten der Erkrankung, insbesondere ihre zwei grundlegenden und verschiede-
nen Ausprägungen „chronische Bronchitis“ und „Lungenemphysem“.

Die COPD erreicht meist zwischen dem 40. und 60. Lebensjahr der Patienten eine
Schwere ihrer Symptome (Atemnot, geringe Belastbarkeit, Husten, Auswurf (GOLD 2005)),
die zur Konsultation eines Arztes führt (Hansel und Barnes 2004). Oftmals sind die Sympto-
me und funktionellen Einschränkungen des Patienten selbst dem Hausarzt über lange Zeit
unbekannt (Welte et al. 2000). Daher lässt sich die Prävalenz der Erkrankung, insbesondere
der Krankheitsstadien mit leichtgradigen Symptomen, in der Bevölkerung nicht mit Sicherheit
angeben; sie wird vermutlich unterschätzt.
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1.2.1 Chronische Bronchitis
Die chronische oder die chronisch-obstruktive Bronchitis weisen als Hauptcharakteri-

stikum eine chronische Entzündung der großen, zentralen Atemwege auf. Diese Verände-
rungen gehen mit erhöhter Schleimproduktion und vermehrtem Hustenreiz einher (Hansel
und Barnes 2004). Sie lassen sich im Vergleich zum Emphysem (s.u.) in der Mehrzahl der
Fälle verhältnismäßig gut symptomatisch therapieren. Dabei werden eine Erweiterung der
verengten Atemwege sowie eine Verminderung der Mukussekretion und eine Erleichterung
des Abhustens des Bronchialschleims angestrebt (GOLD 2005).

1.2.2 Lungenemphysem

Abbildung 1: Emphysembulla

Die Abbildung zeigt eine resektierte Emphysembulla, bei der das Lungenpa-
renchym nahezu vollständig zerstört wurde. Zur Verdeutlichung des Volu-
mens und des Fehlens des Parenchyms in dieser Bulla wurde sie mit Was-
ser gefüllt (Abdruck mit freundlicher Erlaubnis von Prof. Magnussen, Kran-
kenhaus Großhansdorf, Zentrum für Pneumologie und Thoraxchirurgie).

Das Lungenemphysem ist durch eine Erweiterung der Lufträume der Lunge aufgrund
einer fortschreitenden Zerstörung der Alveolarwände gekennzeichnet (GOLD 2005). Bei be-
sonders schwerer Ausprägung kann eine nahezu vollständige Zerstörung des Parenchyms
auftreten, so dass sich große Blasen bilden und i. W. nur die Pleura der Lunge in diesem
Bereich bestehen bleibt (Abbildung 1). Mit der Zerstörung der Alveolen geht eine Reduktion
der internen Lungenoberfläche und somit der Kapazität zum Austausch der Atemgase ein-
her. Gleichzeitig verliert die Lunge durch den Strukturabbau an Elastizität, so dass die
Atemwege nicht mehr adäquat aufgehängt bzw. aufgespannt sind und bei der Ausatmung
kollabieren. Die resultierende, vornehmlich exspiratorische Obstruktion der Atemwege führt
zu erheblichen Atembeschwerden und funktionellen Beeinträchtigungen, und die als Folge
auftretende Überblähung der Lunge potenziert diese Probleme (O'Byrne und Postma 1999;
O'Donnell et al. 2004a). Im Gegensatz zur chronischen Bronchitis ist das Lungenemphysem
bislang nicht nur nicht kausal, sondern auch schwerlich symptomatisch therapierbar. Außer
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der rechtzeitigen Beendigung der inhalativen Schadstoffbelastung gibt es keine Therapie, die
die COPD in ihrem Fortschreiten aufhält (Barnes et al. 2003).

2. Stand der Wissenschaft

2.1 Risikofaktoren für die Entwicklung einer COPD
Die Risikofaktoren, die zu der Entstehung einer COPD bzw. eines Lungenemphysems bei-
tragen, sind sowohl in der Umwelt als im Individuum selbst zu suchen.

2.1.1 Umweltbezogene Risikofaktoren
Unter den umweltbezogenen Faktoren findet sich als Hauptursache eine wiederkeh-

rende oder langjährige, inhalative Exposition des Menschen gegenüber Partikeln und gas-
förmigen Luftschadstoffen (Hansel und Barnes 2004). In der “Sich-entwickelnden-Welt” sind
dies zunächst Rauchabgase, die aus der offenen Verbrennung organischer Brennstoffe zum
Heizen oder Kochen im direkten Lebensumfeld (Wohnung, Arbeitsplatz) entstehen. Weitere
Faktoren, die zur Entstehung einer COPD, auch in der industrialisierten Welt, beitragen kön-
nen, sind Luftschadstoffe allgemein (z.B. Schwefeldioxid, Stickstoffmonoxid, Ozon und ins-
besondere Partikel). Im Rahmen von Expositionen am Arbeitsplatz können Cadmium, Sili-
kate, Kohle und Stäube von Holz, Papier, Getreide und Textilien eine Rolle spielen (Amoli
1998; Barnes und Godfrey 1997; Dennis et al. 1996; Dossing et al. 1994; Fabel und Konietz-
ko 2005; Pandey 1984a; Pandey 1984b; Perez-Padilla et al. 1996).
In der westlichen, industrialisierten Welt entstammen die schädigenden Expositionen in er-
ster Linie dem inhalativen Rauchen von Zigaretten und anderen Tabakprodukten. Die Inha-
lation des nahezu unverdünnten Noxengemisches „Zigarettenrauch“ unmittelbar an dessen
Entstehungsort ist vermutlich eine der intensivsten inhalativen Expositionen, denen die Be-
völkerung ausgesetzt ist.

Da sich die chemische Zusammensetzung des Passivrauches qualitativ nicht wesent-
lich von der des aktiv inhalierten Tabakrauches unterscheidet, nimmt ein gegenüber Passiv-
rauch exponierter Nichtraucher ähnliche Gifte und Kanzerogene (z.B. Blausäure, Acetonitril,
Ammoniak, Kohlenmonoxid, polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe, N-Nitrosamine,
aromatische Amine, Benzol, Vinylchlorid, Arsen, Cadmium, Chrom, das radioaktive Isotop
Polonium 210 sowie Tabakfeinstaubpartikel) auf wie ein Raucher (Deutsches Krebsfor-
schungszentrum (Hrsg.) 2005). Passive Tabakrauchexpositionen (environmental cigarette
smoke) stehen ebenfalls im Verdacht, zum einen über Fehlregulationen des Lungenwachs-
tums beim Fötus und in der Kindheit, zum anderen durch Exposition im Erwachsenenalter
zur Entwicklung einer COPD beizutragen (Cook et al. 1998; Cook und Strachan 1999; Deut-
sches Krebsforschungszentrum (Hrsg.) 2005; Gold et al. 1996). Beispielsweise deuten an
Kellnern und Barpersonal erhobene Daten auf ein reales Risiko hin, auch durch Passiv-
rauchexposition eine COPD zu erwerben; eine Beobachtung, die auch durch Daten gestützt
wird, die an einem Kollektiv nicht rauchender Hausfrauen mit einer langjährigen Tabak-
rauchexposition erhoben wurden (Sezer et al. 2006).
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2.1.2 individuelle Risikofaktoren
Bei den individuellen Risikofaktoren ist nur der Alpha-1-Antitrypsinmangel als maßgeb-

liche erbliche Komponente nachgewiesen (GOLD 2005). Ob und ggf. welche weiteren Gene
an der Pathogenese der COPD einen maßgeblichen Anteil haben, ist trotz einer Vielzahl von
Daten bislang nicht abschließend geklärt. Unter den Kandidatengenen sind solche der anti-
oxidativen Abwehr am ehesten durch konsistente Befunde gestützt.

Als Risikofaktoren für die Entwicklung einer COPD wurden u.a. eine Frühgeburt mit ge-
ringem Geburtsgewicht und beeinträchtigter Lungenentwicklung, sowie eine Atemwegsüber-
empfindlichkeit, Besonderheiten der Ernährung, wie beispielsweise ein Mangel an antioxida-
tiven Vitaminen, Fischölen und Proteinen (Hansel und Barnes 2004) beschrieben. Zusätzli-
che systemische Faktoren, die mit einer schlechten Nährstoffversorgung zusammenhängen
(Schols und Wouters 2000), wirken vermutlich im Sinne einer positiven Rückkopplung und
können die Entstehung eines Emphysems begünstigen. Dies wurde u.a. durch Hungerversu-
che an Mäusen und Ratten in eindrucksvoller Weise gezeigt (Massaro et al. 2004; Sahebja-
mi und Wirman 1981). Damit übereinstimmend scheinen Raucher, die nicht übergewichtig
sind, bereits per se im Vergleich zu leichtgradig übergewichtigen Rauchern ein erhöhtes Ri-
siko für die Entwicklung einer COPD aufzuweisen (Harik-Khan et al. 2002). Weiterhin schei-
nen ein Asthma bronchiale sowie das Vorhandensein einer Atemwegsüberempfindlichkeit
die Entwicklung einer COPD zu begünstigen (GOLD 2005).

Die Entwicklung einer COPD beruht zweifelsohne auf einer Kombination persönlicher
und umweltbezogener Faktoren, da nicht jeder Raucher zwangsläufig eine COPD oder gar
ein Lungenemphysem entwickelt (Barnes 1999; Sandford et al. 1997). Die Befunde epide-
miologischer und klinischer Studien belegen unzweideutig eine erhebliche Erhöhung der
Wahrscheinlichkeit, ein Emphysem zu entwickeln, durch Zigarettenrauchen. In Übereinstim-
mung damit besteht eine Dosis-Wirkungs-Beziehung, da eine Korrelation der Schwere der
Erkrankung bzw. des Risikos mit der Menge an Zigarettenrauch besteht (Auerbach et al.
1972; Lee et al. 2000; Sherrill et al. 1999).

2.2 Verbreitung der Noxe und Bedeutung der COPD – gegenwärtig und prognostiziert

2.2.1 Rauchen von Tabakprodukten
Die langfristigen Folgen des Rauchens werden mittlerweile auf den Tabakprodukten

selbst mitgeteilt (DAS EUROPÄISCHE PARLAMENT UND DER RAT DER EUROPÄ-
ISCHEN UNION 2001). Zu den rauchbezogenen Erkrankungen gehören neben der bereits
erwähnten COPD auch Erkrankungen des Herzens und des Gefäßsystems, des Gastrointe-
stinaltraktes, des Reproduktionsapparates, maligne Erkrankungen verschiedener Gewebe,
Hautalterung und Osteoporose bei Frauen (Hansel und Barnes 2004).

Obwohl in einigen Hochlohnländern der Anteil der Raucher über die Jahre rückläufig ist
(z.B. GB von 80 % der Männer 1948 auf 39 % in 1998), bleiben tabakbezogenen Erkrankun-
gen weiterhin von großer Bedeutung, da beispielsweise in vielen „Sich-entwickelnden-
Ländern“ das Rauchen stark verbreitet ist (durchschnittlich etwa 50 %, in China etwa 2/3 der
männlichen Bevölkerung) (Hansel und Barnes 2004). Insgesamt wird ein Anstieg der tabak-
bezogenen Todesfälle von weltweit 3 Mio. (im Jahr 1990) auf 8,4 Mio. (im Jahr 2020) erwar-
tet (Murray und Lopez 1997a), wobei der Schwerpunkt in der „Sich-entwickelnden-Welt”
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vermutet wird (Barnes 2000; Mackay 1991). Etwa 80-95 % aller Fälle einer COPD lassen
sich auf den Konsum von Tabakprodukten zurückführen (Birring et al. 2002; Deutsches
Krebsforschungszentrum (Hrsg.) 2005).

2.2.2 Bedeutung der COPD – global
Der “Global-Burden-of-Disease”-Studie zufolge rangierte die COPD 1990 weltweit auf

dem sechsten Platz in der Häufigkeit der Todesursachen (4,4 % bzw. 2.211.000 Betroffene
von 50.467.000 Gesamttodesfällen). Zum Vergleich lag der Anteil der Verkehrstoten an allen
Todesfällen 1990 bei etwa 2 % (Murray und Lopez 1997b).

Dieselbe Studie prognostizierte der COPD im Jahr 2020 den dritten Platz unter den
Haupttodesursachen und den fünften Platz (Platz 12 im Jahre 1990) unter den Gründen für
eine gesundheitliche Beeinträchtigung (Murray und Lopez 1997a). Eine mögliche Ursache
für den Anstieg der Bedeutung der COPD liegt dieser Studie zufolge in der künftig verbes-
serten Versorgung und dadurch verringerten Mortalität aufgrund anderer Erkrankungen, wie
kardiovaskulärer Erkrankungen in der industrialisierten Welt und Infektionen in der “Sich-
entwickelnden-Welt”. Zusätzlich legt man eine zunehmende Exposition der Bevölkerung ge-
genüber Tabakrauch und einigen anderen Umweltschadstoffen zugrunde. Diese ziehen stei-
gende Zahlen der Erkrankungen nach sich; hierbei wird wiederum ein besonderer Anstieg in
der “Sich-entwickelnden-Welt” erwartet (Barnes 2000).

2.2.3 Bedeutung der COPD – Abhängigkeit vom Geschlecht
Betrachtet man die Prävalenz der COPD-Erkrankungen unter Berücksichtigung des

Geschlechts des Patienten, so ist insbesondere eine Zunahme der Krankheitsfälle bei den
Frauen zu beobachten. Im Jahr 1980 verteilten sich die Todesfälle durch die COPD in den
USA etwa zu einem Drittel auf Frauen und zu zwei Dritteln auf Männer. Im Jahr 2000 war der
Anteil der COPD an den Gesamttodeszahlen gestiegen (von ca. 5 % auf 11 %), und der An-
teil der betroffenen Frauen lag leicht über dem der betroffenen Männer (Mannino 2002).

Es gibt Anzeichen für eine höhere Suszeptibilität von Frauen gegenüber den Effekten
des Tabakrauches als bei Männern (Anthonisen et al. 1994; Xu et al. 1994). In jüngerer Zeit
nehmen auch die Anzeichen für eine Veränderung des Rauchverhaltens unter den Frauen
zu. Beispielsweise wurde in Deutschland eine Zunahme des Anteils der Raucherinnen (in
Ostdeutschland um 42 %) beobachtet, während im gleichen Zeitraum der Raucheranteil un-
ter den Männern nahezu konstant war (Junge und Nagel 1999).

Berücksichtigt man, dass das Auftreten der Erkrankung erst in höherem Lebensalter
von den Betroffenen wahrgenommen wird, so muss sich das veränderte Rauchverhalten der
Frauen verzögert in den Erkrankungszahlen niederschlagen. Frühere Untersuchungen, die
einen erhöhten Tabakkonsum bei den Männern ermittelten und somit einen höheren Anteil
an den induzierten Erkrankungen als bei den Frauen, stehen daher nicht in Widerspruch zu
den neueren Daten (Feinleib et al. 1989; GOLD 2005; Thom 1989; Xu et al. 1994).

2.2.4 Bedeutung der COPD – Deutschland
Das “Weißbuch Lunge” gibt einen Überblick über die Situation auf dem Gebiet der

Atemwegserkrankungen in Deutschland. Die Erkrankungen der Lunge waren in Deutschland
im Jahre 1997 (Fabel und Konietzko 2000) und sind weiterhin (Fabel und Konietzko 2005)
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mit ca. 10-11 % an der Gesamtmortalität beteiligt. Herz- und Kreislauferkrankungen waren
insgesamt für die meisten Todesfälle verantwortlich (47 %). Hauptmortalitätsfaktor (1999 und
2002) im Bereich der Lungenerkrankungen war das Bronchialkarzinom (42 %, 41501 Tote)
(Fabel und Konietzko 2000; Fabel und Konietzko 2005). An den Todesfällen durch Lunge-
nerkrankungen, bezogen auf das Jahr 1997, war das Emphysem mit 3 % (2.649 Tote) und
die COPD ohne Emphysemanteil mit 24 % beteiligt (21.192 Tote).

Für das Jahr 2002 wurden ca. 4 Mrd. Euro Gesamtkosten, mehr als 1,5 Mio. Kranken-
haustage und ca. 3,9 Mio. Arbeitsunfähigkeitstage in Folge einer COPD einschließlich des
Lungenemphysems ermittelt (Fabel und Konietzko 2005). Bezogen auf den einzelnen Pati-
enten betrugen die durchschnittlichen jährlichen Kosten in Deutschland für die Volkswirt-
schaft € 3027 und für die gesetzlichen Krankenversicherungen € 1944 (Nowak et al. 2004).
Die Höhe der Kosten nahm in dieser Betrachtung mit der Schwere der Erkrankung zu. Da
unter den Begriff der COPD sowohl die chronisch-obstruktive Bronchitis als auch das Lun-
genemphysem subsumiert werden, ist die Zahl der Erkrankungen an einem Lungenemphy-
sem nicht im Detail angebbar. Man geht von etwa 400.000 Betroffenen in Deutschland aus
(Fabel und Konietzko 2005). Die erbliche Form des Emphysems, der Alpha-1-
Antitrypsinmangel, ist in Europa mit einem Fall pro 2000-7000 Einwohner vertreten. In
Deutschland sind nur ca. 600-800 Fälle identifiziert (Fabel und Konietzko 2005).

2.3 Hypothesen zur Entstehung eines Emphysems
Es herrscht breiter Konsens, dass eine kontinuierliche Reizung der Atemwege durch

toxische Substanzen eine entzündliche Reaktion hervorruft, die auf der Basis einer entspre-
chenden genetischen Disposition zur Entwicklung der COPD führt (GOLD 2005). Da es sich
bei der COPD um eine heterogene und vermutlich multifaktorielle Krankheit handelt, muss
man von einer Vielzahl relevanter genetischer Faktoren ausgehen, die bislang weitgehend
unbekannt sind.

2.3.1 Alpha1-Antitrypsinmangel oder Protease-Antiprotease-Imbalance
Der selten vorkommende Alpha-1-Antitrypsinmangel wird in vieler Hinsicht als Archetyp

des Emphysems angesehen. Er ist der am besten dokumentierte genetische Risikofaktor
(GOLD 2005; Silverman 2002). Raucher wie Nichtraucher, die diesen Mangel aufweisen,
können frühzeitig, z.T. bereits in der Kindheit, eine Verschlechterung der Lungenfunktion
sowie ein Emphysem entwickeln. Diese Prozesse werden durch das Rauchen erheblich ver-
stärkt (Silverman 2002).

Beim Alpha-1-Antitrypsinmangel liegt eine verminderte Produktion der Hauptantipro-
tease des Lungenparenchyms, des Alpha-1-Antitrypsins, in der Leber vor, wodurch es in zu
geringer Menge vorliegt, um seine Funktion in der Lunge ausreichend auszuüben (Crystal et
al. 1989; Mahadeva und Lomas 1998). Das Emphysem wird zurückgeführt auf das resultie-
rende Ungleichgewicht zwischen Proteasen (Enzyme, die z.B. Elastin und andere Struktur-
proteine der Alveolarwand abbauen können) und Antiproteasen (Faktoren, die gegen diesen
Abbau schützen). Man fasst dieses Konzept als sog. Protease-Antiprotease-Imbalance zu-
sammen (Stockley 1994). Bislang bekannte Kandidatenproteasen für eine Zerstörung des
Lungenparenchyms in Abwesenheit des Alpha-1-Antitrypsin sind z.B. die Neutrophilene-
lastase, Proteinase 3, Cathepsine G, B, K, L und S (Hansel und Barnes 2004) sowie Matrix-
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metalloproteinasen (MMPs) (Finlay et al. 1997b; Finlay et al. 1997a; Hautamaki et al. 1997;
Shapiro et al. 1993; Shapiro 1994). Eine Beteiligung analoger Prozesse wird für die Entste-
hung des Emphysems in Abwesenheit eines Alpha-1-Antitrypsinmangels vermutet.

2.3.2 Rauchinduziertes Emphysem
Ein Emphysem kann auch ohne Alpha-1-Antitrypsinmangel vorliegen. Die Zerstörung

der alveolären Septen ist vermutlich ein Resultat der chronischen Entzündung der Atemwe-
ge. Da diese Inflammation vorwiegend durch neutrophile Granulozyten getragen wird (s.u.),
könnte die Freisetzung von Proteasen und reaktiven Sauerstoffspezies durch diese Zellen an
der Pathogenese des Emphysems beteiligt sein (GOLD 2005). Experimentelle Tiermodelle
des Emphysems, bei denen beispielsweise durch Instillation von Elastase in die Atemwege
emphysemartige Veränderungen hervorgerufen wurden, unterstützen diese Ansicht (Wright
und Churg 2002)

Im Unterschied zu diesen akuten, experimentellen Interventionen tritt bei Patienten mit
einem Lungenemphysem nur eine moderate alveoläre Entzündung auf. Dies trifft insbeson-
dere bei solchen Patienten zu, bei denen die Gewebezerstörung bereits fortgeschritten ist
(O'Donnell et al. 2004b), so dass weitere Einflussfaktoren vermutet werden können, die die
Krankheit aufrechterhalten.

2.3.3 Reaktive Sauerstoffspezies
Der Rauch einer Zigarette enthält je nach Technik der Inhalation bis zu 1014 freie Radi-

kale und andere Oxidantien pro Atemzug (Kim et al. 2002), die auf die Atemwege einwirken.
Im Organismus kann Zigarettenrauch zu einem Einstrom von Entzündungszellen führen (z.B.
Neutrophile und Makrophagen), die ihrerseits reaktive Sauerstoffspezies (ROS) produzieren
(Hansel und Barnes 2004; Jörres und Magnussen 1997). Es wird vermutet, dass eine er-
höhte Aktivität von Proteasen in der Lunge zum Teil auf einer Schädigung bzw. Inaktivierung
von Antiproteasen durch ROS beruht (Hubbard et al. 1987; Wallaert et al. 1993a). Eine Zer-
störung von Matrixkomponenten oder anderen Makromolekülen durch ROS könnte ebenfalls
an einem solchen Prozess beteiligt sein und zur Entstehung einer COPD beitragen (Jörres
und Magnussen 1997).

2.3.4 Einfluß der Zellen der Lunge
In der Lunge ist eine Anzahl unterschiedlicher Zellarten anzutreffen (Tammeling und

Quanjer 1980). Vermutlich sind verschiedene dieser Zellarten in unterschiedlichen struktu-
rellen Bereichen der Lunge oder bei unterschiedlichen Schweregraden der Erkrankung an
der Entstehung einer COPD beteiligt. Nach gängiger Auffassung ist die COPD eine entzünd-
liche Erkrankung der Atemwege. In der Tat treten inflammatorische Zellen z.T. in einem
räumlichen Zusammenhang mit einem Lungenemphysem auf (Saetta et al. 2001). Mögli-
cherweise sind aber auch andere Zellarten an der Entstehung eines Emphysems beteiligt, da
insbesondere die neutrophile Entzündung nicht zwangsläufig mit der Schwere des Emphy-
sems zusammenhängt (O'Donnell et al. 2004b). Hansel und Barnes (2004) geben eine
Übersicht über mögliche Beiträge unterschiedlicher Zellarten zur Pathogenese der COPD
und des Emphysems.
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2.3.4.1 Makrophagen
Makrophagen werden durch Zigarettenrauch und andere inhalative Reize aktiviert und

in der Lunge akkumuliert (Jörres und Magnussen 1997). Sie stehen im Verdacht, die ent-
zündlichen Prozesse bei der COPD über die Sezernierung von ROS, Stickstoffmonoxid und
Chemokinen anzutreiben (Hansel und Barnes 2004), welche sie z.T. auch nach Exposition
gegen oxidativen Stress (z.B. Ozon) freisetzen (Bascom et al. 1996). Makrophagen wurden
in der bronchoalveolären Lavageflüssigkeit von Patienten mit COPD im Vergleich zu Kon-
trollpatienten in größerer Zahl gefunden (Pesci et al. 1998). Sie akkumulierten in den zentria-
zinaren Regionen, in denen das Emphysem am ausgeprägtesten war (Finkelstein et al.
1995; Meshi et al. 2002), und ihre Zahl in der Alveolarwand korrelierte mit der Schwere der
Gewebezerstörung (Finkelstein et al. 1995). Ob dies die Ursache oder eine Folge der Gewe-
bezerstörung ist, ist unbekannt. In jedem Fall können Makrophagen inflammatorische Me-
diatoren und Proteinasen freisetzen (Tomita et al. 2002) und somit für eine proteolytische
Aktivität in der Lunge von Patienten mit Emphysem verantwortlich sein.

2.3.4.2 T-Zellen
Bei Patienten mit COPD wurden erhöhte Anteile von Zellen gefunden, die für CD45

(Gesamtleukozyten), CD3 (T-Lymphozyten), CD25 und VLA-1 (very late antigen) positiv wa-
ren (Saetta et al. 1993). T-Lymphozyten lagen vermehrt im Oberflächenepithel und dem Su-
bepithel vor (Fournier et al. 1989; O'Shaughnessy et al. 1997). Bei diesen Patienten waren
Anzahl und Anteil der CD8-positiven Zellen (zytotoxische /Suppressor-Lymphozyten) erhöht;
diese Zellen wurden zum dominanten T-Zell-Subtyp. Der Anstieg der CD8-positiven Zellen
war mit der Einschränkung der Lungenfunktion verknüpft (O'Shaughnessy et al. 1997). Die
CD8-positiven T-Zellen sind sowohl in den zentralen und peripheren Atemwegen als auch im
Lungenparenchym bei der COPD vermehrt zu finden (Finkelstein et al. 1995; O'Shaughnes-
sy et al. 1997) (Majo et al. 2001; Saetta et al. 1999). Diese Zellen könnten über eine Freiset-
zung von Granzymen, Perforinen und TNF-alpha die Apoptose von Typ-I-Alveolarzellen be-
günstigen und auf diese Weise an der Pathophysiologie der COPD beteiligt sein (Hashimoto
et al. 2000; Liu et al. 1999a; Majo et al. 2001). Allerdings ist nicht bekannt, ob die CD8-
positiven T-Zellen bei der COPD vorwiegend Zellen vom Typ Th1 (Interferon-gamma produ-
zierende) oder Th2 (IL-4 produzierende) darstellen (Vukmanovic-Stejic et al. 2000).

2.3.4.3  Neutrophile
Im Sputum und in der bronchoalveolären Lavageflüssigkeit von Patienten mit COPD

wurden vermehrt Neutrophile (ca. 60-80 %) gefunden (Keatings und Barnes 1997; Richter et
al. 1999; Taube et al. 2001). Die Verschlechterung der Lungenfunktion bei Rauchern scheint
mit erhöhten Anzahlen von Neutrophilen im Sputum verbunden zu sein (Stanescu et al.
1996). Biopsien und induziertes Sputum bei Ex-Rauchern zeigen ähnliche Änderungen. Es
steht zu vermuten, dass die Entzündung persistiert, sobald sie hinreichend etabliert wurde
(Rutgers et al. 2000; Turato et al. 1995).

Da Neutrophile eine Reihe von Proteasen freisetzen können (z.B. Neutrophilenelasta-
se, Cathepsin G und Proteinase-3), ist nicht auszuschließen, dass sie an der alveolären Zer-
störung beteiligt sind (Di Stefano et al. 1994). Allerdings wurde eine negative Assoziation
zwischen Neutrophilenzahl und Grad der alveolären Zerstörung beschrieben (Finkelstein et
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al. 1995). Obwohl Neutrophile die Fähigkeit besitzen, Elastolyse auszulösen (Wallaert et al.
1993b), ist diese ferner bei der zystischen Fibrose mit ausgeprägter Atemwegsneutrophilie
nicht in wesentlichem Maße zu beobachten (Hansel und Barnes 2004). Die Rolle der Neu-
trophilen ist also letztlich nicht geklärt.

2.3.4.4 Eosinophile
Auch eine Beteiligung der Eosinophilen bei der COPD und dem Emphysem ist denk-

bar. Es gibt einige Literaturdaten über erhöhte Zahlen von – allerdings inaktiven - Eosino-
philen in den Atemwegen und der bronchoalveolären Lavageflüssigkeit bei Patienten mit
stabiler COPD (Turato et al. 2001). Eosinophile deuten eher auf eine Koexistenz von COPD
und Asthma hin und lassen eine Prognose über die Wirksamkeit von Kortikosteroiden zu
(Brightling et al. 2000; Papi et al. 2000). Man vermutet, dass die Eosinophilen in der COPD
auch degranuliert vorliegen können und somit nicht mehr identifizierbar sind, da eosinophiles
kationisches Protein (ECP) und Eosinophilenperoxidase im Sputum von COPD-Patienten
vermehrt gefunden wurden (Keatings und Barnes 1997). Zudem ist Neutrophilenelastase in
der Lage, die Degranulation von humanen Eosinophilen in vitro auszulösen (Liu et al.
1999b). Die stärkste Eosinophilie tritt während einer akuten Exazerbation bei der COPD auf
(Di Stefano et al. 1994; Saetta et al. 1994).

2.3.4.5 Epithel- und Endothelzellen
Das Atemwegsepithel ist vermutlich ebenfalls eine wichtige Quelle für Mediatoren bei

der COPD. Beispielsweise konnten Epithelzellen durch Zigarettenrauch angeregt werden,
TNF-alpha und IL-8 auszuschütten; interessant ist hierbei auch, dass die Sezernierung von
TGF-beta eine lokale Fibrosierung auslösen kann (Takizawa et al. 2001).

Beim Emphysem wurde eine vermehrte Apoptose von kapillaren Epithel- und En-
dothelzellen beobachtet (Kasahara et al. 2001). Vascular endothelial growth factor (VEGF)
könnte benötigt werden, um die Alveolarzellen am Leben zu erhalten, da die Blockierung des
VEGF-Rezeptors (VEGFR2) bei Ratten die Apoptose der Alveolarzellen und eine Emphy-
sem-ähnliche Pathologie induzieren konnte (Kasahara et al. 2000). Eine Beteiligung dieser
Substanzklasse wurde 2005 als Anhaltspunkt genommen, die Entstehung des Emphysems
als Autoimmunerkrankung zu erwägen (Taraseviciene-Stewart et al. 2005), bei der ein er-
höhter Anteil von Zellen abstirbt, jedoch nicht effektiv abtransportiert wird. Dieser fehlende
Abtransport erzeugt ein inflammatorisches Milieu, bei dem vermehrt Nekrose auftritt. Diese
führt schließlich zu einer Autoimmunreaktion gegen die Lungenstrukturzellen, da Antikörper
gegen die nekrotischen Zellfragmente gebildet wurden (Taraseviciene-Stewart et al. 2005).
Die Details der Wirkmechanismen in der Lunge sind aber weiterhin ungeklärt.

2.3.4.6 Fibroblasten
Das Interstitium der Lunge, d.h. der Raum zwischen Alveolarepithelzellen und Kapilla-

rendothelzellen, macht etwa die Hälfte der Gewebebarriere der Lunge aus. Zu ¾ besteht das
Interstitium aus Zellen und zu ¼ aus Fasern und dem eigentlichen Interstitialraum (Weibel et
al. 1976). Dabei sind die Zellen des Interstitium bei normalen alveolären Septen ortsfeste
Zellen, die entweder als Fibroblasten an „connective tissue“-Fasern oder als Perizyten an
Kapillaren angelagert vorliegen. Die Fibroblasten sind mithin die überwiegende Zellart, die im
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Interstitium gefunden wird (Weibel et al. 1976). Sie zeigen eine längliche, spindelförmige
Morphologie (Absher 1995). Eine ihrer primären Aufgaben ist die Aufrechterhaltung der Inte-
grität des alveolären Kompartimentes durch den Umsatz von Komponenten der extrazellulä-
ren Matrix (Absher 1995). Sie nehmen dabei etwa einen Anteil von 95 % an den Zellen der
Alveolen ein (Kapanci et al. 1974; Kaplan et al. 1985). In humanen Alveolarwänden stellen
interstitielle Fibroblasten auch eine Verbindung zwischen Endothel- und Epithelzellen her.
Dieser Kontakt wird durch Öffnungen in den Basallaminae der Zellen vermittelt. Die Verbin-
dung oder Interaktion dieser verschiedenen Zellenarten erzeugt ein kontinuierliches
Zytoplasma vom Kapillarlumen bis zum Alveolarlumen, entlang dessen vermutlich die Leu-
kozyten migrieren können. Ein Verlust dieses Kontinuums könnte architektonische Verände-
rungen der Lunge z.B. beim Emphysem bewirken (Sirianni et al. 2003).

Über die Bedeutung der Fibroblasten bei der Entstehung des Emphysems ist nur wenig
bekannt. Von Hansel und Barnes (2004) wurden sie in einem Übersichtsband zur COPD nur
im Zusammenhang mit fibrosierenden Erscheinungen, also einer Überproduktion von extra-
zellulären Matrixproteinen durch Überaktivität der Fibroblasten in den kleinen Atemwegen
(obstruktive Bronchiolitis), erwähnt.

Da beim Emphysem allerdings ein markanter Strukturverlust der Lunge vorliegt und Fi-
broblasten maßgeblich an der Aufrechterhaltung dieser Struktur beteiligt sind, scheint es
plausibel, einen Funktionsverlust dieser Zellen als Beitrag zur Entstehung der Erkrankung
anzunehmen. Außerdem scheint es generell einer hohen Stoffwechselrate der Parenchym-
zellen zu bedürfen, um mit physikalischem und chemischem Stress im Alveolarraum fertig zu
werden. Dies wurde aus den strukturellen Veränderungen, die kurz nach Zellschäden durch
Apoptose-induzierende Substanzen zu beobachten waren, geschlossen (Aoshiba et al.
2003; Tuder et al. 2003).

In der Vergangenheit wurde verschiedentlich der Einfluß von Zigarettenrauchextrakten
(CSE) auf gesunde Fibroblasten untersucht. In hohen Konzentrationen ist Zigaretten-
rauchextrakt für gesunde humane Lungenfibroblasten zytotoxisch und induziert entweder
Apoptose (10-25 % CSE) oder Nekrose (50-100 % CSE) (Ishii et al. 2001). Selbst in Kon-
zentrationen zwischen 1 und 10 % CSE wurden Apoptose und oxidativer Stress, zum Teil
sogar DNA-Strangbrüche beobachtet (10 % CSE) (Carnevali et al. 2003). Diese Zytotoxizität,
die u.U. zu Schäden an den Alveolarwänden führen könnte, wurde durch die Expression von
Glutathion S-Transferase P1 reguliert (Ishii et al. 2001) Glutathion scheint auch einen regu-
latorischen Einfluß auf die Kontraktion von Fibroblasten (im Kollagengel) sowie die Produkti-
on von Fibronectin auszuüben (Kim et al. 2002). Glutathion (GSH) selbst ist als Antioxidanz
bei der intra- und extrazellulären Protektion gegenüber oxidativem Stress beteiligt und nimmt
eine zentrale Funktion bei der Kontrolle der Signaltransduktion und der proinflammatorischen
Prozesse in der Lunge ein (Rahman 2005).

In nicht-toxischen Konzentrationen von Zigarettenrauchextrakt wurden Lungenfibrobla-
sten ihrer Proliferation inhibiert (Nakamura et al. 1995). Diese Inhibition wurde zum Teil, aber
nicht ausschließlich durch volatile Komponenten des CSE, wie Acrolein und Acetaldehyd,
vermittelt. In ähnlichem Maße wurde auch die Migrationsfähigkeit der Zellen durch Zigaret-
tenrauchextrakt und seine Teilkomponenten beeinträchtigt (Nakamura et al. 1995).

Ebenfalls wurde die Kontraktion von Kollagenmatrices durch gesunde humane Lun-
genfibroblasten bei Inkubation mit Zigarettenrauchextrakt oder seinen volatilen Komponenten
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(s.o.) inhibiert (Carnevali et al. 1998). Dieser Effekt war von der Produktion des Kontrakti-
onsinhibitors Prostaglandin E2 und der Expression von Zelloberflächenintegrinen unabhän-
gig, jedoch teilweise von der Fibronectinproduktion abhängig (Carnevali et al. 1998). Hierbei
schien die Wirkung des Zigarettenrauchextrakts auf die Fibroblasten auch von der Zelldichte
im Gel abzuhängen (Wang et al. 2003).

Nur wenige Arbeiten befassen sich mit der möglichen Rolle von Fibroblasten bei der
COPD. Die Eigenschaften von Fibroblasten aus emphysematösem Gewebe wurden zuerst
von Nobukuni et al. (2002) untersucht. Sie zeigten, dass Zigarettenrauchextrakt zu einer
stärkeren Inhibition der Proliferation der Zellen von Patienten mit Emphysem als der Zellen
von Patienten ohne Emphysem führte; dieser Effekt war nicht auf vermehrtes Absterben von
Zellen zurückzuführen. Zusätzlich beschrieben sie ein vermindertes basales Wachstum der
Fibroblasten der Patienten mit Emphysem. Allerdings umfassten die Stichproben nur drei
Patienten pro Gruppe, und die Messzeitpunkte waren nicht vollständig durch Daten abge-
deckt.

3. Problemstellung
Aufbauend auf den skizzierten Überlegungen fokussierte die vorliegende Arbeit auf die

Analyse der Änderungen, die bei Lungenfibroblasten von Patienten mit Lungenemphysem zu
finden sind. Ziel war, das Wachstumsverhalten der Fibroblasten vergleichend zu analysieren
und im Falle von Unterschieden zwischen Zellen von Patienten mit und ohne Lungenemphy-
sem die Charakteristika dieser Zellen zu erfassen. Der Fokus auf der Zellproliferation resul-
tierte aus der Hypothese, dass die Zerstörung der alveolären Struktur beim Emphysem auf
einer dauerhaften Störung der zellulären Ersatzfunktion bzw. Reparatur beruhen könnte. Ein
vermindertes Wachstum von Fibroblasten könnte eine der Erklärungen für den langsam ver-
laufenden und ab einem gewissen Schweregrad autonomen Verlauf der Erkrankung sein.

Die Analyse des Proliferationsverhaltens sollte unter dem besonderen Aspekt erfolgen,
zu eruieren, inwieweit die Störung der zellulären Funktionen Kennzeichen einer vorgezoge-
nen Alterung trägt. Dies beinhaltete sowohl die Analyse der Proliferationsrate als auch die
Analyse der maximalen Zahl von Zellteilungen in Kultur als Maß der proliferativen Kapazität.
Die Hypothese der Alterung gründete vornehmlich auf der Beobachtung, dass Raucher Zei-
chen einer vorgezogenen Alterung zeigen und dass Fibroblasten in Zellkultur durch oxidative
Noxen in einen seneszenten Zustand versetzt werden können. Daher sollten mögliche
Kennzeichen einer zellulären Seneszenz zusätzlich erfasst werden. Die Hypothese der Alte-
rung würde auch eine Erklärung für die Umprogrammierung der Zellen liefern, falls das Ver-
halten der Zellen in Kultur unter standardisierten Bedingungen außerhalb der entzündlichen
Umgebung durch ein Lungenemphysem verändert war.

Darüber hinaus sollte mit Hilfe molekularbiologischer Techniken geklärt werden, wel-
che Ursachen einem veränderten Verhalten der Fibroblasten zugrundelagen. Eine der wich-
tigsten, aber auch schwierigsten Unterscheidungen betrifft die Differenzierung zwischen
chronologischer, „natürlicher“ und induzierter, stressbedingter zellulärer Seneszenz. Ein nicht
absolut trennscharfes, aber hilfreiches Kriterium ist hierbei die Telomerenlänge, die als Zäh-
ler der jeweils verbleibenden Zellteilungskapazität an den Chromosomenenden fungiert. Die
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Analyse der Telomeren würde helfen, zu entscheiden, inwieweit ein möglicher Verbrauch
proliferativer Kapazität durch eine vermehrte Zahl von Zellteilungen als Folge von Repara-
turprozessen eine Seneszenz der Zellen erklärt. Im Falle, dass die Telomeren nicht ver-
schieden lang wären, wäre eine über andere Faktoren vermittelte, stressinduzierte Senes-
zenz wahrscheinlicher. Diese Unterscheidung hätte Folgen für mögliche therapeutische An-
sätze.

Im nächsten Schritt sollte mit Hilfe eines umfassenden cDNA-Arrays (Genchip) eine
Übersicht darüber gewonnen werden, welche Gene bei Fibroblasten von Patienten mit Em-
physem gegenüber Fibroblasten von Kontrollpatienten auf der Ebene der mRNA unter-
schiedlich exprimiert waren. Eine kritische Analyse der Ergebnisse unter Berücksichtigung
der Variabilität der Messungen sowie der Einbeziehung von Literaturdaten sollte zu einer
rationalen Auswahl von Genen führen, die einem veränderten zellulären Verhalten zugrun-
deliegen könnten. Die so ausgewählten Genexpressionen sollten sodann mit einer quantita-
tiven Technik (qPCR) in unabhängigen Experimenten auf ihre Stichhaltigkeit und Reprodu-
zierbarkeit überprüft werden.

Die leitenden Hypothesen der vorliegenden Arbeit waren somit:

(a) Das Lungenemphysem geht mit einer Reduktion der Proliferationsrate und der maxi-
malen proliferativen Kapazität parenchymaler Lungenfibroblasten einher.
(b) Diese Veränderungen persistieren unter standardisierten Kulturbedingungen und tra-
gen die Kennzeichen einer induzierten Seneszenz.
(c) Die Veränderungen gehen mit Unterschieden der Expression solcher Gene einher,
deren Assoziation mit zellulärer Seneszenz und/oder möglichen systemischen Änderun-
gen bei Patienten mit Lungenemphysem bekannt oder plausibel ist.

Basierend darauf sollte im Rahmen dieser Arbeit geklärt werden,

(1) ob und inwieweit sich die Proliferation der Fibroblasten von Patienten mit und
ohne Lungenemphysem unterscheidet,
(2) ob es Anzeichen für eine vorzeitige Alterung der Fibroblasten bei Patienten
mit Emphysem gibt und
(3) welche Gene potentiellen Anteil an einem veränderten Phänotyp der Fibrobla-
sten haben könnten.

Der in dieser Arbeit verfolgte Forschungsansatz birgt das Potential, zu neuen Einsich-
ten in die Wirkung von Zigarettenrauch und oxidativ potenten Luftschadstoffen im allgemei-
nen zu gelangen. Die leitende Hypothese einer induzierten Seneszenz, d.h. einer dauerhaf-
ten Umprogrammierung von Zellen, hat Konsequenzen für die Konzeption therapeutischer
Ansätze, die auf eine Regeneration der Lunge abzielen. Unabhängig davon birgt der Ansatz
das Potential, das Feld der epigenetischen Analyse für das Verständnis des Lungenemphy-
sems und anderer chronischer, mit einem Strukturabbau einhergehender Erkankungen zu
eröffnen.
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4. Eigene Arbeiten

4.1 Gesamtkollektiv der Patienten

4.1.1 Methode der Patientencharakterisierung
Um die gestellten Fragen bezüglich der Beteiligung der Lungenfibroblasten an der Ent-

stehung des Lungenemphysems beantworten zu können, mußten geeignete Gewebespen-
der ermittelt werden, die in diese Untersuchung einbezogen werden konnten. Insgesamt
wurden in dieser Arbeit 14 Patienten mit mittel- bis schwergradigem Lungenemphysem und
15 Patienten ohne klinische, morphologische oder funktionelle Anzeichen einer COPD unter-
sucht (Tabelle 1). Alle Patienten unterzogen sich einer Operation zur Entfernung eines Lun-
gentumors, mit Ausnahme von zwei Patienten bei denen aufgrund ihres Lungenemphysems
eine Volumenreduktion (Entfernung der überblähten Lungenregion) durchgeführt wurde. Bis
auf zwei Kontrollpatienten ohne COPD waren alle Patienten Raucher. Die Tumorgröße oder
das Tumorstadium unterschied sich nicht signifikant zwischen den Gruppen. Bei keinem Pa-
tienten lag nach Aktenlage eine Diabeteserkrankung vor.

Lungenfibroblasten wachsen nur eine begrenzte Zeit in Kultur und nicht von allen Pati-
enten konnten ausreichende Mengen an Zellen für sämtliche Untersuchungen gewonnen
werden. Darüber hinaus war es erforderlich, hinsichtlich der Zeit in Kultur (Anzahl der Pas-
sagen) nur vergleichbare Fibroblasten für die Messungen heranzuziehen. Daher erfolgten
die jeweiligen Untersuchungen nicht alle an dem gesamten Patientenkollektiv, sondern an
verschiedenen, aber überlappenden Subkollektiven. Die Auswahl der Patienten erfolgte nach
Verfügbarkeit des Materials. Die markantesten Charakteristika des jeweils untersuchten
Subkollektives sind im Ergebnisteil der jeweiligen Untersuchung dargestellt, die umfassende-
ren Daten der Subkollektive sind im Anhang (Abschnitt 8.1) angegeben.

Für die Zuordnung der Patienten zur jeweiligen Untersuchungsgruppe wurden alle
verfügbaren Daten der Patienten herangezogen. Dazu gehörte die Patientenanamnese,
röntgenologische Befunde des Brustkorbes (Röntgenbild: Emphysem: n=10, Kontrollen:
n=11 und/oder Computertomographie: Emphysem: n=10, Kontrollen: n=7), histologische
Befunde des Pathologen, Spirometrie und Bodyplethysmographie mit ein. Die Diffusionska-
pazität für Kohlenmonoxid (CO) war für einen Teil der Patienten verfügbar (Emphysem: n=7,
Kontrollen: n=3). Diese Untersuchung war durch die zuständige Ethikkommission der Ärzte-
kammer des Landes Schleswig-Holstein genehmigt und alle Patienten gaben nach ärztlicher
Aufklärung ihr schriftliches Einverständnis. Die Teilnahme an dieser Untersuchung wurde
nicht vergütet.

4.1.2 Ergebnisse der Patientencharakterisierung
Das Gesamtkollektiv der untersuchten Patienten unterschied sich hoch signifikant in

allen funktionellen Parametern. Ein weiterer signifikanter Unterschied wurde für die Körper-
größe und dem aus Größe und Körpergewicht abgeleiteten BMI zwischen den Patienten mit
einem Emphysem und den Kontrollen ohne Emphysem beobachtet. Beim Alter, dem Ge-
wicht und der Rauchanamnese der Patienten bestand kein signifikanter Unterschied (Tabelle
1). Die Darstellung der Teilgruppen, die für die einzelnen Untersuchungsparameter herange-
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zogen wurden, sind zusammengefasst in den jeweiligen Ergebnissektionen und ausführlich
in Abschnitt 8.1 dargestellt.

Tabelle 1: Charakteristik des Gesamtkollektives der Patienten

                                                                                                                                 
Kontrollen Emphysem

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                

n 15 14
Alter [J] 62 (54; 67) 63 (56; 70)
Geschlecht [w / m] 5 / 10 0 / 14
Größe [cm] 172 (159; 176) 180 (170; 182)*
Gewicht [kg] 75 (63; 85) 69 (65; 82)
BMI [kg/m²] 24,9 (24,3; 26,6) 22,7 (22,2; 24,8)*
Rauchstatus# [py] 25,0 (20; 44) 48 (25; 70)

VK [%Soll] 101,7 (87,2; 110,5) 73,8 (71,6; 90)**
FEV1 [%Soll] 94,7 (83,9; 106,3) 38,0 (33,5; 46)**
FEV1/VK [%Soll] 99,4 (94,3; 104,2) 53,5 (44,6; 59)**
FEV1/FVK [%] 79,3 (76,3; 82,7) 41,6 (36,5; 48,1)**
ITGV [%Soll] 104,0 (90,2; 117,8) 175,4 (165,8; 222,3)**
RV [L] 2,16 (1,86; 2,92) 5,06 (4,3; 6,42)**
TLK [L] 6,47 (4,6: 7,54) 8,45 (7,49; 9,89)**
RV/TLK [%] 38,1 (32,6; 45,1) 62 (52,3; 67,8)**

GOLD-Stadium
[0/I/II/III/VI] 15/0/0/0/0 1/0/1/11/1
                                                                                                                                                 
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                      

Die Tabelle zeigt Medianwerte und Quartile (in Klammern); für das Geschlecht und die
GOLD-Klassifikation sind die Fallzahlen je Kategorie angegeben; *p<0,05, **p<0,01 be-
zogen auf den Unterschied zwischen den Gruppen; #geschätzte Rauchmenge anhand
der Patientenakten. VK = Vitalkapazität, FEV1 = forciertes exspiratorisches Volumen in
einer Sekunde, FVK = forcierte Vitalkapazität, ITGV = intrathorakales Gasvolumen, RV =
Residualvolumen, TLK = totale Lungenkapazität. Die Sollwerte wurden den Richtlinien
der European Respiratory Society entnommen (Quanjer et al. 1993), Klassen (Schwere-
grade) der COPD (GOLD 2005).                                                                                                                                                 

4.2 Methode der Gewebegewinnung und der Fibroblastenkultur

4.2.1 Probenahme
Die Probenahme an dem resezierten Lungengewebe der Patienten erfolgte durch den

Zytologen des Krankenhaus Großhansdorf, wobei von ihm gleichzeitig das makroskopische
Erscheinungsbild des Gewebes untersucht wurde. Die entnommenen, pleurafreien, paren-
chymalen Proben stammten ausschließlich aus peripheren, nicht von einem Tumor betroffe-
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nen Regionen der resektierten Lunge. Gewebe mit makroskopisch erkennbaren Entzündun-
gen oder tastbaren Metastasen wurden nicht in die Untersuchung einbezogen.

4.2.2 Primärkultur
Zur Isolierung der Fibroblasten wurde die entnommene Gewebeprobe in Hank’s ge-

pufferter Salzlösung (HBSS) (Invitrogen, Karlsruhe) gewaschen, mit einem Skalpell in kleine
Stücke geschnitten (1–2 mm³) und in 25 cm2 Zellkulturflaschen (T25, Sarstedt; Nürnbrecht)
unter Nährmedium (Dulbecco’s modifiziertem Eagle Medium (DMEM) supplementiert mit
10 % (v/v) FCS (eine Charge für die gesamte Untersuchung), 100 U x mL-1 Penicillin, 100 mg
x mL-1 Streptomycin und 50 mg x mL-1 Gentamycin (alle Zellkulturreagenzien und Antibiotika:
Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe) in einem befeuchteten Brutschrank (37°C, 5 % Kohlen-
dioxid) inkubiert (Holz et al. 2004). Die Zellkulturbedingungen waren so gewählt, dass sie
bevorzugt das Wachstum der Fibroblasten ermöglichten (Lindl 2002). Nach 1-3 Tagen wuch-
sen erste Zellen aus den Gewebestückchen heraus, von denen ein Großteil eine typische
spindelförmige Fibroblastenmorphologie zeigte. Die primäre Explantkultur wurde beendet,
bevor die Zellen in den Kulturgefäßen einen zusammenhängenden Zellrasen bildeten (Kon-
fluenz). Die Manipulation der Zellkulturen fand unter sterilen Bedingungen statt (Abschnitt
8.2)

4.2.3 Passage der Zellen
Vor Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen passagiert (geerntet und in geringerer

räumlicher Dichte in ein neues Kulturgefäß verbracht). Zu diesem Zeitpunkt wurde das von
den Zellen konditionierte Kulturmedium entfernt und teilweise für weitere Untersuchungen
bei -80°C eingelagert. Anschließend wurden die Zellkulturen einmal mit HBSS gespült, um
restliches, FCS-haltiges Medium aus der Kultur zu entfernen. Zur Ernte wurden die Zellen
durch 8minütige Inkubation bei Raumtemperatur mit Trypsin-EDTA (0,05 % Trypsin
(Schwein), 0,53 mM EDTA* 4 Na+ in HBSS) vom Boden des Zellkulturgefäßes gelöst (Lindl
2002). Zum Beenden dieses Vorganges wurde ein gleiches Volumen Kulturmedium mit FCS
zugegeben, um die verdauende Wirkung des Trypsins zu inhibieren. Nach dem Transfer der
Zellsuspension in 15 mL Falconröhrchen und anschließender Zentrifugation bei 1800 RPM
(612 x g) für 8 Minuten wurde das überstehende Medium schlürfend abgesaugt, um das
Zellpellet nicht aufzuwirbeln. Je nach Zellmenge wurde das Pellet in 1-3 mL Medium mit
10 % FCS resuspendiert und ein Aliquot von ca. 10 µL für die Bestimmung der Zellzahl in der
Neubauerzählkammer (VWR International GmbH, Darmstadt) verwendet. Die Zellzahl be-
rechnet sich aus der gemittelten Zellzahl innerhalb einer Fläche von vier Quadraten mit je 1
mm² Fläche und einer Tiefe von 0,1 mm (entspricht 0,1 µL). Diese Anzahl wurde mit 10000
multipliziert, um die Zellzahl pro mL innerhalb des Suspensionsvolumens zu berechnen.

Ein Aliquot der Zellsuspension wurde in ein neues Kulturgefäß verbracht (Saatdichte:
4,000 Zellen * cm-2), kultiviert und wiederum passagiert bevor Konfluenz erreicht wurde.
Weitere Proben der Kulturen wuchsen für mindestens zwei Wochen in DMEM ohne Antibioti-
ka. Keine dieser Kulturen zeigte während dieser Zeit Anzeichen von Kontaminationen mit
Bakterien oder Pilzen.
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4.3 Immunzytochemie - Zelldifferenzierung, Apoptose und Nekrose

4.3.1 Methode der Immunzytochemie

Wie zuvor beschrieben (Holz et al. 2004) wurden Zellen von jeweils 10 Patienten mit
und ohne Emphysem in Passage 2 nach Primärkultur für eine immunzytochemische Diffe-
renzierung der verschiedenen Zelltypen zum Anwachsen über Nacht auf Objektträgern ver-
bracht. Um Präparate für die immunzytochemische Differenzierung der Zellpopulationen her-
zustellen, wurden die Objektträger in eiskaltem Aceton fixiert, luftgetrocknet und zur Absätti-
gung unspezifischer Bindungsstellen mit „Protein block“ (Dako, Hamburg, Deutschland) in-
kubiert. Nach dem Spülen mit Trispuffer (TBS 1x) wurden die jeweiligen Zellart-spezifischen
Primärantikörperlösungen auf die Zellen aufgebracht. Die Färbung erfolgte mit Envision (al-
kalische Phosphatase(AP)-konjugierter Sekundärantikörper gegen die Wirtsspezies des Er-
stantikörpers) und mit einem Neu-Fuchsin Färbekit (Dako) als AP-Substrat entsprechend
dem Protokoll des Herstellers. Nach Gegenfärbung der Zellkerne mit DAPI (4-6-Diamidino-2-
phenylindol-di-hydrochlorid, Roche, Mannheim, Deutschland) (Lindl 2002) wurden die Präpa-
rate unter dem Mikroskop ausgewertet. Zur Differenzierung der Fibroblasten von anderen
Zellen wurden Antikörper gegen Vimentin (Mesenchymzellen; Dianova, Hamburg, Deutsch-
land), CD-45 (Gesamtleukozyten; Dianova) und smooth muscle actin (SMA; Dianova) (glatte
Muskulatur, ausdifferenzierte Myofibroblasten, Perizyten) Antikörper für pan-Zytokeratin
(Epithelzellen; Dako, Hamburg, Deutschland) eingesetzt (Goulet et al. 1996).

Ebenfalls in Passage 2 wurden Fibroblasten auf Deckgläser eingesät und für 2 Tage
unter Standardbedingungen inkubiert, um sie auf Apoptose- und Nekrosemarker hin zu un-
tersuchen (Holz et al. 2004). Die Apoptosefärbung erfolgte nach Herstellerangaben mit Hilfe
des Annexin-V-Fluos Färbekits (Roche, Mannheim, Deutschland) durch Bindung von Anne-
xin-V gegen Phosphatidylserin, welches bei Apoptose aus dem Zellinneren an die Außen-
seite der Zelle verlagert wird. Auch nekrotische Zellen sind Annexin-V positiv, da bei nekroti-
schen Zellen aber die Zellmembranen durchlässig werden, erfolgt die Unterscheidung zur
Apoptose über eine zusätzliche Kernfärbung der nekrotischen Zellen mit Propidiumjodid.

Die Anzahl der fluoreszierenden Zellen und die Gesamtzellzahl pro Sichtfeld wurde je-
weils unter dem Mikroskop (Leitz Laborlux S, Leica Mikroskopie & Systeme GmbH, Wetzlar)
ermittelt. Eine weitere Probe der Zellen wurde auf ihre Gesamtvitalität nach Trypsinierung
mittels des Trypan-blau-Ausschlusses hin untersucht (Bucher 1980; Lindl 2002).

Zusätzlich wurden die Zellüberstände nach drei Tagen in Kultur gesammelt und die
Konzentration der Lactatdehydrogenase gemessen (Photometer Cobas Mira, Roche).

4.3.2 Ergebnisse der Immunzytochemie
Die beiden Patientengruppen, die für diese immunzytochemischen Untersuchungen

herangezogen wurden, unterschieden sich nicht signifikant in BMI (Größe und Gewicht) und
Alter, wohl aber in den funktionellen Parametern (Emphysem: n=10, Median (Quartile): Alter
65,5 (58; 70) J, FEV1 39,6 (34,2; 46,0) %Soll, ITGV 175,5 (165,8: 193,9) %Soll; Kontrollen:
n=10, Alter 63,5 (54; 67) J, FEV1 94,8 (83,9; 103,3) %Soll, ITGV 103,8 (94,4; 110,0) %Soll).
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Die vollständige Charakterisierung dieses Kollektives ist in Abschnitt 8.1 (Tabelle 6) darge-
stellt.

Abbildung 2: Zytodifferenzierung – Beispiele der Immunfärbungen

Die Abbildung zeigt vier repräsentative Ergebnisse der jeweiligen Immunfärbungen der Fi-
broblastenkulturen und der Zellart-unspezifischen Gegenfärbung mit Hämalaun (blau) in
400facher Vergrößerung. A: Fibroblasten (blau) ohne Antikörperfärbung, B: zusätzlich positi-
ve Färbung der Fibroblasten auf Vimentin (rot), C: Fibroblasten (blau) und zwei Epithelzellen
(rot, positiv für pan-Zytokeratin), D: Fibroblasten (blau) und ein einzelner Leukozyten (rot,
positiv für CD45).

In den untersuchten Kulturen zeigten die meisten Zellen die typische, spindelförmige
Morphologie der Fibroblasten in Kombination mit einer positiven Färbung für Vimentin (Ab-
bildung 2). Alle untersuchten Kulturen waren negativ für smooth muscle actin (SMA), die
Kulturen der Fibroblasten von Patienten ohne Emphysem ebenfalls für den Lymphozytenan-
tikörper CD45. Der Anteil der CD45-positiven Zellen in den Kulturen der Fibroblasten von
Patienten mit Emphysem lag bei 0,1 (0; 0,8) % (Median (Quartile)). Die Anfärbung für Zyto-
keratin betrug bei den Fibroblastenkulturen von Patienten mit Emphysem 1,1 (0,4; 3,8) %;
0,6 (0,4; 1,2) % bei den Kulturen der Kontrollpatienten ohne Emphysem. Die Zelldifferenzie-
rung unterschied sich nicht signifikant zwischen den Gruppen (Holz et al. 2004).
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Die Vitalität der Zellen in Passage 2 unterschied sich ebenfalls nicht signifikant zwi-
schen den Gruppen und betrug (Median (Quartile)) 95 (93; 97) % bei den Fibroblasten der
Patienten mit und 98 (97; 98) % bei denen der Kontrollpatienten ohne Emphysem. Der Anteil
der apoptotischen Zellen lag am Untersuchungstag bei 0,5 (0; 0,6) % für die Fibroblasten der
Gruppe des Emphysems und bei 0,8 (0,1; 1,7) % für die Zellen der Kontrollgruppe. Der Anteil
nekrotischer Zellen lag bei 0,7 (0; 1,2) % bzw. 0,4 (0; 0,8) % bei den Fibroblasten der Pati-
enten mit und ohne Emphysem.

Als weiteres Anzeichen für nekrotische Zellen wurde zudem die Konzentration von
LDH in den Zellkulturüberständen gemessen. Sie lag bei 58,4 (55,9; 70,1) U/L bzw.
59,3 (56,1; 69,6) U/L für die Fibroblasten der Patienten mit bzw. ohne Emphysem. Beide
Parameter wiesen keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen auf
(Holz et al. 2004).

4.4 Basales Wachstum

4.4.1 Wachstumskurven und Verdopplungszeit der Lungenfibroblasten in Passage 2

4.4.1.1 Methode
Zur Charakterisierung des Zellwachstums wurden in Passage 2 nach Primärkultur je

Zelllinie zwölf Ansätze mit 7500 Zellen je Kammer einer 24-Lochplatte eingesät und unter
500 µL bzw. ab Tag 2 unter 1 mL Medium mit 10 % FCS inkubiert. Zu den Zeitpunkten 24,
48, 72 und 96 Stunden nach Einsaat wurden jeweils Dreifachbestimmungen des Zellwachs-
tums wie zuvor beschrieben geerntet und die Zellzahl bestimmt (Holz et al. 2004). Zur Be-
rechnung der mittleren Verdopplungszeit der Zellkulturen wurde die Steigung der linearen
Regression über die logarithmierten Zellzahlen zu den vier Zeitpunkten der Wachstumsver-
suche ermittelt. Diese ergab die Verdopplungszeit (VZ) der jeweiligen Kultur (Holz et al.
2004).

Tabelle 2: Verdopplungszeiten der Lungenfibroblasten
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                             

Kontrollen Emphysem
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                

Untersuchungskollektiv: n VZ [Std.] n VZ [Std.]
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  

Gesamtkollektiv 15 24,5 (21,7; 25,4) 14 31,3 (29,3; 40,9)**
Zelldifferenzierung 10 25,0 (21,7; 25,4) 10 31,2 (29,3; 40,1)**
Langzeitwachstum 7 25,4 (22,8; 26,3) 7 30,2 (27,4; 40,9)*
Zellalterung (SA-beta-Gal) 9 24,8 (22,8; 25,8) 8 30,7 (28,3; 36,1)**
Telomerenlängen 8 24,9 (22,5; 25,6) 8 30,6 (27,3; 33,6)*
12K-cDNA-Array 3 22,8 (21,2; 23) 3 42,1 (40,8; 47,8)*
qPCR 9 24,8 (21,7; 25,4) 10 31,2 (29,3; 40,9)**
IGFBP-3-ELISA 10 25,0 (21,7; 25,4) 10 31,2 (29,3; 40,1)**
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              

In der Tabelle sind die Medianwerte (Quartile) der Verdopplungszeit der Fibroblastenkulturen in Pas-
sage 2 sowie die Fallzahlen des jeweils betrachteten Kollektives für die beiden Untersuchungsgruppen
dargestellt. *p<0,05, **p<0,01 bezogen auf den Unterschied zwischen den Gruppen.
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4.4.1.2 Ergebnisse

Für die einzelnen untersuchten Subkollektive sowie für das Gesamtkollektiv der be-
trachteten Patienten zeigte sich zwischen den Gruppen ein signifikanter Unterschied der
Verdopplungszeit in Passage 2 (Tabelle 2). Die Charakteristika der einzelnen Teilkollektive
der Patienten, die jeweils in die Auswertung einbezogen wurden, sind in Abschnitt 8.1 (Ta-
bellen 6-11) dargestellt, die Charakteristik des Gesamtkollektives in Tabelle 1.

4.4.2 Einfluß der Kryokonservierung

4.4.2.1 Methode
Nicht alle Zelllinien der Fibroblasten können unmittelbar nach der Primärkultur für die

Analyse der verschiedenen Untersuchungsparameter herangezogen werden. Daher werden
die Zellen häufig bis zur weiteren Untersuchung kryokonserviert. Zur Überprüfung der Frage
nach Veränderungen der Kultur durch diesen Vorgang wurde das Wachstumsverhalten nach
der Lagerung in Flüssigstickstoff erneut gemessen.

Unmittelbar vor dem Einfrieren wurden die Zellen mit 10 % DMSO (in Zellkulturmedi-
um) versetzt und in Kryoröhrchen überführt (Lindl 2002). Nach vorsichtigem Mischen wurden
die Zellen zunächst in einem Gefäß, das mit 1-Propanol befüllt war, bei –80°C eingefroren.
Auf diese Weise wurde ein optimales, schonendes Abkühlen von 1°C / min erreicht (Lindl
2002). Spätestens 24 h später wurden die Zellen zur Dauerlagerung in Flüssigstickstofftanks
transferiert.

4.4.2.2 Ergebnisse
Für ein Teilkollektiv von 10 Patienten je Gruppe wurde die Verdopplungszeit nach

Kryokonservierung ermittelt (Holz et al. 2004). Während sich diese Teilkollektive nicht signifi-
kant in Alter und BMI (Größe und Gewicht) unterschieden, waren die funktionellen Parameter
signifikant unterschiedlich (Emphysem: n=10, Alter 65,5 (58; 70) J, FEV1 39,6 (34,2; 46,0)
%Soll, ITGV 175,5 (165,8; 193,9) %Soll; Kontrollen: n=10, Alter 63,5 (54; 67) J, FEV1 94,8
(83,9; 103,3) %Soll, ITGV 103,8 (94,4; 110,0) %Soll). Die vollständige Charakterisierung ist
in Abschnitt 8.1 (Tabelle 6) wiedergegeben).

Nicht von allen Patienten lagen für beide Zeitpunkte auswertbare Wachstumsversuche
vor, so dass die Übersicht unvollständig bleiben musste. Die Verdopplungszeit der Fibrobla-
sten von Patienten mit einem Lungenemphysem war auch nach Kryokonservierung signifi-
kant höher als bei den gesunden Kontrollen und betrug 29,0 (26,0; 36,8) Stunden bzw. 36,3
(34,1; 47,9) Stunden (Median (Quartile), p=0,05), wobei von zwei Patienten mit Emphysem
und einem Kontrollpatienten die Zellzahlen zu gering für weitere Experimente nach der Kryo-
konservierung waren. Die Verdopplungszeit nach Lagerung war in beiden Gruppen leicht
erhöht und korrelierte signifikant (r=0,66, p=0,004) mit derjenigen vor der Kryokonservierung
(Holz et al. 2004).
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4.4.3 Langzeitwachstum der Lungenfibroblasten

4.4.3.1 Methode

Zusätzlich zur Bestimmung der Verdopplungszeit in Passage 2 wurde die Dynamik und
die maximale Zahl der Populationsverdopplungen in Zelllinien von sieben Patienten mit ei-
nem Emphysem sowie sieben Kontrollpatienten ermittelt (Holz et al. 2004). Fibroblasten, die
nach Primärkultur kryokonserviert worden waren, wurden aufgetaut in Kultur genommen
(100.000 Zellen / 25 cm²). Nach 24 Stunden wurde durch Zählung der nicht angewachsenen
Zellen im Überstand auf die Zahl der angewachsenen Zellen geschlossen. Ab Passage 2
wurden die Zellen immer mit einer Dichte von 100.000 Zellen pro 25 cm2 eingesät, für eine
Woche mit regelmäßigen Mediumwechseln kultiviert, mit Trypsin geerntet, gezählt und wie-
derum passagiert.

Die Anzahl der Populationsverdopplungen wurde aus der Differenz zwischen eingesä-
ter Zellzahl und geernteter Zellzahl berechnet und die Kultur solange fortgeführt, bis die ge-
erntete Zellzahl unter 100.000 Zellen lag. Die Summe aller wöchentlichen Verdopplungen
ergab die maximale Anzahl der Populationsverdopplungen (PD) jeder Kultur. Der Vergleich
der Gruppen erfolgte über die ersten 35 Tage (Passage 1 - Passage 6), da nach diesem
Zeitpunkt die ersten Linien keine Proliferation mehr zeigten.
Zusätzlich wurde das Langzeitwachstum der Fibroblasten beider Gruppen mit einem auf 1 %
FCS reduzierten Wachstumsstimulus im Zellkulturmedium erhoben.

4.4.3.2 Ergebnisse

Die Teilgruppen, deren Fibroblasten auf Unterschiede in ihrem Langzeitwachstum hin
untersucht wurden, unterschieden sich nicht signifikant in BMI (Größe und Gewicht), Rauch-
historie und Alter, wohl aber in den funktionellen Parametern (Emphysem: n=7, Median
(Quartile) Alter 65 (58; 70) J, FEV1 38,7 (34,2; 49) %Soll, ITGV 185,1 (156,0; 222,3) %Soll;
Kontrollen: n=7, Alter 66 (44; 73) J, FEV1 102,1 (83,9; 108,0) %Soll, ITGV 103,6 (94,4;
110,0) %Soll). Die vollständige Charakterisierung ist in Abschnitt 8.1 (Tabelle 7) wiederge-
geben.

Die Kurven aus der kumulativen Populationsverdopplung gegen die Zeit in Kultur
zeigten eine relativ große Steigung in frühen Passagen, die mit der Zeit abnahm. Die an-
fängliche Steigung war im Mittel für die Kulturen von Patienten mit Emphysem verglichen mit
den Kontrollpatienten geringer (p<0.001, ANOVA, Abbildung 3).

Post hoc Vergleiche ergaben, dass sich die Verdopplungen zwischen den Gruppen an
Tag 0 (p=0,94) und Tag 7 (p=0,17) nicht signifikant voneinander unterschieden, wohl aber an
Tag 14, 21, 28 und 35 signifikant unterschiedlich waren (p=0,01, p=0,0003, p=0,0002,
p=0,0002; Abbildung 3 kleines Teilbild).

An Tag 42, proliferierten noch vier Kulturen der Patienten mit Emphysem und fünf Kul-
turen der Kontrollpatienten. An Tag 49 waren es noch drei und fünf; an Tag 56 drei und vier
und an Tag 63 nur noch zwei bzw. eine Kultur in der jeweiligen Gruppe, so dass aufgrund
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der geringen Fallzahlen für diese Tage keine gesonderte statistische Analyse durchgeführt
wurde.

Der Median (Spannweite) der maximalen kumulativen Populationsverdopplungen lag
für die Lungenfibroblasten von Patienten mit Emphysem bei 13,8 (7,4-22,6) und bei 20,2
(11,2-25,5) für die Kontrollpatienten (p=0,070, einseitig).

Die Reduktion des proliferativen Stimulus, durch Absenkung der Konzentration von
FCS auf 1 % (statt 10 %), führte zu einem sofortigen Proliferationsstop bei einigen der Kultu-
ren, insbesondere bei Zellen von Patienten mit Emphysem. Für die übrigen Kulturen konnte
ein deutlich reduziertes Wachstum beobachtet werden (n=7 für die Kontrollen und n=6 beim
Emphysem). In diesen Versuchen lag der Median (Spannweite) der maximalem kumulativen
Populationsverdopplungen bei 1,8 (0,0-2,6) für die Gruppe der Patienten mit Emphysem und
bei 3,8 (0,8-13,1) für die Gruppe der Kontrollpatienten (p=0,032, einseitig).

Abbildung 3: Langzeitwachstum

In dieser Grafik sind die kumulativen Populationsverdopplungen (PDL) individueller Fibrobla-
stenkulturen von 7 Kontrollpatienten (blaue Linien) und 7 Patienten mit Emphysem (rote un-
terbrochene Linien) dargestellt. Nach Lagerung in Flüssigstickstoff wurden die Zellen dieser
Patienten aufgetaut und in Kultur genommen. Der erste Datenpunkt repräsentiert die Popu-
lationsverdopplungen während des initialen Wachstums in Passage 1. Die Zellzahlen in je-
der Kultur wurde wöchentlich ermittelt. Die Kultur der Zellen wurde fortgeführt bis die geern-
tete Zellzahl geringer war als die eingesäte (100.000 Zellen).
Kleines Teilbild: Ergebnisse der ANOVA-Analyse des initialen Bereiches der PDL-Kurven.
Um die Vergleichbarkeit der Gruppen zu gewährleisten, wurden die Daten bis Passage 6
(Tag 35 der Kultur) in die Analyse einbezogen, da bis zu diesem Zeitpunkt noch alle Kulturen
ein Wachstum zeigten.
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4.5 Alterungsmarker

4.5.1 Seneszenz-assoziierte beta-Galaktosidase

4.5.1.1 Methode
Die Expression von Seneszenz-assozierter beta-Galaktosidase (SA-beta-Gal) durch

Zellen ist ein Kennzeichen ihrer Alterung. Die Anzahl der SA-beta-Gal positiven Zellen ist
somit ein Maß für den Grad der Seneszenz einer Kultur. Zur Quantifizierung des Anteils der
gealterten, seneszenten Zellen an den Populationen in Kultur wurden Fibroblasten in unab-
hängigen Anzuchten für weitere Zellfärbungen verwendet. Unter sterilen Bedingungen wurde
je ein Deckgläschen (18 mm x 18 mm) pro Kammer einer 6-Loch-Zellkulturplatte gelegt,
10000-15000 Fibroblasten nach dem Trypsinieren aus T25-Flaschen auf das Deckglas auf-
getropft und möglichst gleichmäßig auf dem Glas verteilt. Der Grad des Anwachsens der
Zellen nach 11,5 Stunden bei 37°C wurden unter dem Mikroskop begutachtet. Waren die
Zellen angewachsen, wurden sie unter 2 mL Zellkulturmedium mit 10 % FCS für weitere 24
Stunden im Brutschrank inkubiert.

Die Färbung für die Seneszenz-assoziierte beta-Galaktosidase (SA-beta-Gal) wurde
nach Herstellerangaben unter Verwendung eines beta-Galaktosidase Färbekits (Cell Si-
gnaling Technology, Beverly, MA, USA) durchgeführt. Hierzu wurde das Medium entfernt, die
Zellen einmal mit 2 mL Phosphatpuffer (PBS 1x) gewaschen, für 10-15 Minuten in einer Fi-
xativlösung (1x) bei Raumtemperatur fixiert und anschließend zweimal mit jeweils 2 mL PBS
(1x) gewaschen. Die eigentliche Färbung der Zellen wurde durch Inkubation über Nacht bei
37°C mit 1 mL eines Färbeansatzes (Färbung durch X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-beta-D-
galactopyranosid)) erreicht. Die gefärbten Präparate wurden von überschüssiger Färbelö-
sung befreit und die Zellen im feuchten Zustand mit zwei Sprühstößen Fixierungsspray auf
dem Deckglas (Merckofix, 1.03981.0102) fixiert. Nach 10minütiger Trocknung wurden die
Kerne der Zellen mit 100 µL DAPI-Lösung (Roche) gegengefärbt und unter UV-Licht die Ge-
samtzellzahl anhand der fluoreszierenden Zellkerne ausgezählt. Unter Normallicht (VIS)
wurde jeweils im selben Sichtfeld die Zahl der blau gefärbten Zellen (SA-beta-Gal positiv,
Abbildung 4) bestimmt. Zur Konservierung der Zellfärbungen wurde die DAPI-Lösung ent-
fernt, der Objektträger an der Luft getrocknet und das Präparat unter Aquatex-Lösung
(Merck, VWR International GmbH, Darmstadt) mit einem weiteren Glas abgedeckt.

4.5.1.2 Ergebnisse

In Vorversuchen wurden zunächst sechs Zelllinien in ihrem Verlauf der Färbung für die
Seneszenz-assoziierte beta-Galaktosidase über die Zeit in Kultur hinweg untersucht. Dabei
konnte bei längerer Zeit in Kultur eine Zunahme der Zahl von Zellen beobachtet werden, die
sich für SA-beta-Gal positiv färbten (Abbildung 5). Aus dem teilweise sehr starken Anstieg
des Anteils der gefärbten Zellen über eine Passage wurde die Notwendigkeit des Vergleich
der Gruppen in der gleichen Woche der Kultur abgeleitet.
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Abbildung 4: Färbung für Seneszenz-assoziierte beta-Galaktosidase

Die Abbildung zeigt einen Fibroblasten in bläulicher Anfärbung für die Seneszenz-assoziierte
beta-Galaktosidase im Zytoplasma (Lysosomen). Gleichzeitig weist dieser seneszente Fi-
broblast die für diesen Phänotyp typische, verbreiterte Morphologie im Vergleich zu dem
spindelförmigen, nicht seneszenten Fibroblasten in der linken Bildhälfte auf (Abdruck mit
freundlicher Erlaubnis von Dr. rer. nat. Jörres, Ludwig-Maximilians-Universität München, In-
stitut für Arbeits- und Umweltmedizin).

Abbildung 5: Seneszenz-assoziierte beta-Galaktosidase – zeitlicher Verlauf

Die Grafik zeigt für die Fibroblastenkulturen von sechs einzelnen Patienten
(ID#7/6/8/9/11/16) den prozentualen Anteil der Zellen, die sich in der jeweiligen Passage
nach Primärkultur für die Seneszenz-assoziierte beta-Galaktosidase positiv färbten. Man
kann die typische Zunahme des Anteils solcher gealterten Zellen über die Zeit in Kultur er-
kennen.
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Die Teilgruppen der Patienten, bei denen die Fibroblasten auf Unterschiede in dem
Anteil der gealterten, Seneszenz-assoziierte beta-Galaktosidase-positiven Zellen hin unter-
sucht wurden, unterschieden nicht signifikant in BMI, Rauchhistorie und Alter, wohl aber in
den funktionellen Parametern (Emphysem: n=8, Median (Quartile) Alter 61,5 (54,5; 70) J,
FEV1 35,7 (32,3; 44,8) %Soll, ITGV 208 (171; 241) %Soll; Kontrollen: n=9, Alter 65 (54; 67)
J, FEV1 102 (86,0; 106,3) %Soll, ITGV 110 (94,4; 121,2) %Soll). Die vollständige Charakteri-
sierung ist in Abschnitt 8.1 (Tabelle 8) wiedergegeben.

Der Median (Quartile) der Verdopplungszeit (VZ) in Passage 2, zum Zeitpunkt der ur-
sprünglichen Charakterisierung dieser Zelllinien, lag bei 30,7 (28,3; 36,1) Std. für die Fibro-
blasten von Patienten mit Emphysem und bei 24,8 (22,8; 25,8) Std. für solche von den Kon-
trollpatienten (p=0,004), während die entsprechende Zahl (Median (Quartile)) der kumulati-
ven Verdopplungen der Population nach Auftauen der Zellen bei 1,8 (0,5; 3,2) bzw. 4,2
(2,9; 5,7) für die Fibroblasten der Patienten mit bzw. ohne Emphysem lag (p = 0,020).

Für die Fibroblasten der Patienten mit Emphysem betrug der Anteil (Median (Quartile))
derjenigen Zellen, die sich für SA-beta-Gal positiv färbten 16,0 (10,0; 24,8) % und war damit
signifikant höher als der Anteil von 4,4 (3,2; 4,7) %, der für die Fibroblasten der Kontrollpati-
enten ermittelt wurde (p=0,0001, Abbildung 6). Entsprechend gab es eine positive Korrelati-
on zwischen dem Anteil der SA-beta-Gal positiven Zellen und der VZ (rS = 0,79, p = 0,0003)
sowie einer negativen Korrelation mit den PD (rS = -0,68, p = 0,004).

Abbildung 6: Seneszenz-assoziierte beta-Galaktosidase – Vergleich der Gruppen

In der Grafik ist die Verteilung des Anteils der für SA-beta-Gal positiv gefärbten Zellen bei
Patienten mit einem Emphysem und Kontrollpatienten dargestellt (gestrichelte Linie: Me-
dianwert). Alle Kulturen befanden sich zum Zeitpunkt der Untersuchung eine vergleichbar
lange Zeit in Kultur (Passage 4-5)
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4.5.2 Telomerenlänge

4.5.2.1 Methode
Um einen Hinweis auf das Gesamtalter der untersuchten Kulturen der Lungenfibrobla-

sten zu erhalten, wurden deren mittlere Telomerenlängen bestimmt. Die Telomere sind repe-
titive TTAGGG-Sequenzen am Ende der Chromosomen, die sich bei jeder Zellteilung ver-
kürzen. Aus der Telomerenlänge kann man somit auf Anzahl der Zellteilungen zurückschlie-
ßen, die eine Zellkultur im Mittel über die Zeit vollzogen hat. Zur Bestimmung der Länge der
Telomeren (repetitive TTAGGG-Sequenzen am Ende der Chromosomen) der Fibroblasten
wurden kryokonservierte Zelllinien von 8 Patienten je Gruppe, von denen genügend Zellma-
terial zur Verfügung stand, bis Passage 2-3 in Kultur gehalten und wie zuvor beschrieben
geerntet. Die Zellen wurden trypsiniert, zentrifugiert und die Zellpellets bei –80°C bis zur
Weiterverwendung gelagert oder sofort für die Extraktion der DNA eingesetzt (DNeasy-Kit,
Qiagen, Hilden, Deutschland). Die Menge an extrahierter DNA wurde gegen eine Kalibrier-
reihe bekannter Konzentrationen von Lachssperma-DNA im Agarosegel oder mit einem Bio-
photometer (Absorption bei 260 nm) ermittelt. Zur Bestimmung der Telomerenlänge wurde
der „TeloTAGGG-Telomere Length Assay“ (Roche, Mannheim) verwendet und nach Proto-
koll des Herstellers durchgeführt. Hierzu wurden 2 mg DNA je Probe durch die Restriktion-
senzyme RSA I und Hinf I für 2 Stunden bei 37°C verdaut und die Verdaufragmente an-
schließend in einem 0,8%-igen Agarosegel elektrophoretisch getrennt (50 V; 4,5-5,5 Stun-
den). Im Gel wurden die separierten DNA-Fragmente zerkleinert (Schrimpf 2002) und über
Nacht im Southern Blot mit SSC-Puffer (20x) als Transfermedium auf eine kationische Ni-
trocellulose-Membran (Roche, Mannheim, Deutschland) überführt. Auf der Membran wurde
die DNA mittels 5minütiger UV-Bestrahlung im Transilluminator unter Klarsichtfolie fixiert.

Zur Detektion der Telomerenfragmente wurde ebenfalls das Nachweissystem Assays
verwendet, bei dem die Membran für eine Stunde bei 42°C im Rüttelbad vorhybridisiert wird,
bevor mit einer anti-TTAGGG-Sonde mit Digoxigenin(DIG)-Konjugat (Verdünnung 1:5000)
für 3 Stunden im Rüttelbad bei 42°C inkubiert wurde. Nach mehreren Waschschritten (2x 5
Minuten bei Raumtemperatur in SSC 2x + 0,05 % SDS, 2x 15 Minuten bei 50°C in SSC 0.2x
+ 0,05 % SDS, 1x 5 Minuten bei Raumtemperatur mit Waschpuffer des Kits) wurden unspe-
zifische Bindungsstellen blockiert (30 Minuten, Raumtemperatur) und mit einem Anti-DIG-
Antikörper, an den alkalische Phosphatase konjugiert war (Verdünnung 1:10000), inkubiert.
Nach weiteren Waschschritten (2x 15 Minuten, Raumtemperatur, Waschpuffer) und Equili-
brierung der Membran (5 Minuten, Raumtemperatur, Detektionspuffer) wurde die Membran
in einem Hybridisierungsbeutel für eine Minute mit dem AP-Substrat CDP-star™ zur Initiie-
rung der Chemilumineszenzreaktion inkubiert.

Nach Entfernung überschüssigen Substrates erfolgte die Visualisierung des Chemilu-
mineszenzsignals durch Exposition eines Röntgenfilms (bis zu 7 Minuten), bis eine ausrei-
chende Signalintensität erreicht worden war. Die mittlere Länge der visualisierten Verdau-
fragmente der Telomere (terminale Restriktionsfragmente, TRF) berechnete sich aus der
Summe der Chemilumineszenzintensität an jedem Punkt der Membran, geteilt durch die
Summe des Verhältnis der Intensität an jeder Position zur TRF-Länge dieser Position.
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4.5.2.2 Ergebnisse

Die beiden Patientengruppen, deren DNA untersucht worden war, unterschieden sich
signifikant in allen Parametern aus Tabelle 1, mit Ausnahme des Alters und der Raucha-
namnese (Median (Quartile): Emphysem: n=8, Alter 60 (57; 68) J, FEV1 35,7 (33,8; 47,5)
%Soll, ITGV 169,9 (161,5; 213) %Soll; Kontrollen: n=8, Alter 66,5 (60; 74,5) J, FEV1 104,8
(93,0; 113,0) %Soll, ITGV 107,9 (101; 121,6) %Soll). Der Median (Quartile) der VZ in Kultur
in Passage 2 lag bei 30,6 (27,3; 33,6) Stunden (Patienten mit Emphysem) bzw. 24,9
(22,5; 25,6) Stunden (Kontrollpatienten, p = 0,012). Die vollständige Charakterisierung ist in
Abschnitt 8.1 (Tabelle 9) wiedergegeben.

Abbildung 7: Telomere I - Southern blot

Die Abbildung zeigt den Southern Blot der terminalen Telomerenrestriktionsfragmente (aus
RSA I/ Hinf I Verdau von DNA-Proben), detektiert durch Belichtung eines Röntgenfilmes
über die Chmilumineszenzreaktion des Nachweissystemes aus Digoxigenin(DIG)-
gekoppelter Telomerensonde, anti-DIG-Zweitantikörper mit konjugierter alkalischer Phos-
phatase (AP) und CDP-starTM als AP-Substrat. Spalte A: DNA-Proben der Fibroblasten von
8 Kontrollpatienten (Gruppen von 5 und 3 Patienten-DNAs getrennt durch Molekularge-
wichtsmarker). Spalte B: DNA-Proben der Fibroblasten von 8 Patienten mit Emphysem
(Gruppen von 5 und 3 Patienten-DNAs getrennt durch Molekulargewichtsmarker).

Mit dem verwendeten Assay wurden in Immunfärbung die Telomerensequenzen, die
terminalen Restriktionsfragmente (TRF), und deren Länge visualisiert. Die Länge der TRF
unterschied sich nicht signifikant zwischen den Gruppen, wobei der Median (Quartile) für die
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Fibroblasten der Patienten mit Emphysem bei 9,2 (8,8; 9,9) kbp und bei 8,9 (8,3; 9,4) kbp für
diejenigen der Kontrollpatienten lag (Abbildung 7). In diese Untersuchung wurden die Fibro-
blasten eines Patienten einbezogen, dessen Emphysem makroskopisch im Gewebe, nicht
jedoch anhand seiner funktionellen Parameter erkennbar war. Bei Ausschluß dieses Patien-
ten aus der Betrachtung, um eine überlappungsfreie Trennung der Kollektive anhand der
GOLD-Stadien zu erreichen, verschob sich die mittlere TRF-Länge für die Gruppe der Pati-
enten mit Emphysem auf 9,3 (8,6;10,0). Der Unterschied war ebenfalls nicht statistisch signi-
fikant.

Die Reproduzierbarkeit des Assays wurde an 5 Patienten pro Gruppe in wiederholter
Messung derselben DNA-Probe untersucht, deren TRF-Längen als Mittelwert in die obige
Analyse eingingen. Über alle Proben hinweg lag die Korrelation der Analysen bei rS = 0,75
(p=0,013).

Abbildung 8: Telomere II – Längenverteilung

Die Grafik zeigt die Verteilung der mittleren Längen der terminalen Restriktionsfragmente der
Telomere bei Kontrollpatienten und Patienten mit einem Emphysem (jeweils n=8, gestri-
chelte Linie: Median, n.s.: nicht signifikant)

4.6 Genexpression
Da die Genexpression einen grundlegenden Schritt in der Regulation der Funktionen

der Zelle darstellt, sollten Unterschiede in der Zusammensetzung des abgelesenen Gen-
pools einen Anhaltspunkt liefern können, welche Veränderungen im Phänotyp der Fibrobla-
sten beim Emphysem vorliegen. Um einen möglichst breiten Überblick über die Genexpres-
sion in den Fibroblasten zu erhalten, wurde zunächst ein cDNA-Array verwendet, auf dem
gleichzeitig die Expression von vielen Genen gemessen werden kann. Aus der Übersicht der
Genexpression wurden dann einzelne Gene selektiert, deren Expression mit PCR-Techniken
überprüft werden sollte.
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4.6.1 cDNA-Mikroarray

4.6.1.1 Methode
Bei der explorativen Analyse der Genexpression mit cDNA-Mikroarray-Technologie

fanden zwei 12K-Plastikarrays (jeweils 11.835 Gene; Atlas Plastic Human 12k Microarray,
#634811, Custom Service, BD Biosciences Clontech, Palo Alto, CA, USA) Verwendung.

Für den explorativen Einsatz des 12K-cDNA-Plastikarrays wurden Fibroblasten mit re-
produzierter Verdopplungszeit von jeweils drei Patienten mit und ohne Emphysem verwen-
det, deren Charakteristik für die jeweilige Gruppe möglichst extrem war (Holz et al. 2004).

Diese Zellen wurden aufgetaut und bis Passage 3 in Kultur gehalten. Nach der Ernte
wurden die Zellen in Flüssigstickstoff schockgefroren und bis zum Versand auf Trockeneis
bei –80°C gelagert. Die weitere Behandlung der Proben erfolgte durch die Herstellerfirma
des Arrays. Dort wurden die Fibroblasten jeder Gruppe gepoolt, ihre RNA extrahiert, deren
Qualität mittels Agilent Bioanalyzer überprüft und radioaktiv markierte cDNA-Sonden auf je-
weils einen Array je Gruppe hybridisiert. Die Bindung der Sonden an den Array und damit die
Menge der pro Gen vorhandenen mRNA wurde durch Belichtung eines Röntgenfilmes und
Quantifizierung der Schwärzung je Spot ermittelt. Diese Expressionsdaten, die die Herstel-
lerfirma zur Verfügung stellte, wurden für die globale Schwärzung des jeweiligen Arrays
normalisiert, um Unterschiede in der Belichtung zu eliminieren. Anschließend wurde die Ex-
pression der house-keeping-Gene (GAPDH und beta-Actin) zur weiteren Normalisierung der
beiden Arrays aufeinander herangezogen, um Verschiebungen der gemessenen Genex-
pressionen zwischen den Gruppen durch eventuelle Unterschiede in der Beladung der
Arrays mit den RNA-Probe zu korrigieren.

4.6.1.2 Ergebnisse
Die Gruppe der Patienten, deren Fibroblasten für die Analyse der Genexpression mit

dem cDNA-Array herangezogen wurden, unterschieden sich signifikant in FEV1 und ITGV
(Emphysem, n=3: Median (Quartile): Alter 64 (51; 66) J, FEV1 38,7 (28,0; 40,7), ITGV 181
(165,8; 222,3) %Soll, VZ der einzelnen Kulturen in Passage 2: 40,9; 42,1 und 47,8 Std.;
Kontrollen, n=3: Median (Quartile): Alter 67 (66; 67) J, FEV1 92,3 (58; 117,9) %Soll, ITGV
90,2 (88,5; 123) %Soll, VZ der einzelnen Kulturen in Passage 2: 22,8; 21,2 und 25,5 Std. Die
vollständige Charakterisierung ist in Abschnitt 8 (Tabelle 10) wiedergegeben.

Insgesamt war bei dem Array, der mit der gepoolten RNA aus den Fibroblasten von
Patienten mit Emphysem hybridisiert worden war, eine geringere Gesamtexpression zu ver-
zeichnen.

In diesem explorativen Ansatz wurden 979 Gene mit einer Differenz von ≥ Faktor 2
zwischen den Gruppen gefunden. Um die Schlussfolgerungen so sicher wie möglich ziehen
zu können, ohne dabei zu viele Kandidatengene zu übersehen, wurde nur solche Gene se-
lektiert, die sich um mehr als Faktor 3 unterschieden. Gleichzeitig mußten die jeweiligen Si-
gnalintensitäten auf beiden Arrays eine bestimmte Mindestintensität aufweisen (≥ Faktor 2
der Intensität, die dem 75-Perzentil der Intensitätsverteilung der auf- oder abregulierten Ge-
ne entsprach).
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Unter diesen Randbedingungen wurden 15 Gene in emphysematösen Fibroblasten
aufreguliert gefunden, unter ihnen IGFBP-rP1 (4,9-fach), LOX (3,3-fach), LOXL2 (3,9-fach)
und TIMP3 (3,0-fach), wobei 121 Gene abreguliert gefunden wurde, hierunter CDK4 (6,3-
fach), FOSL1 (4,8-fach), OAZ1 (6,7-fach) und IGFBP-5 (5,3-fach).

Die Rohdaten dieser Mikroarrayexperimente wurden bei NCBI, Gene Expression Om-
nibus (GEO) zur Onlinepublikation hinterlegt (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/geo/
(Stand 04.01.2006)). Die Zugangskennung für diese Untersuchung, über die nach Publikati-
on der Daten ein öffentlicher Zugriff auf die Daten möglich sein wird, lautet “GSE 3510”.

4.6.2 qPCR
Für ausgewählte Gene wurde die Expression mit Hilfe der qPCR an individuellen Pro-

ben beider Gruppen nachgemessen. Hierzu wurden Fibroblasten erneut in Kultur genom-
men, in Passage 3 geerntet, die RNA aus den Zellen extrahiert und in cDNA übersetzt. An-
schließend mussten für die Zielgene entsprechende selektive Primer entwickelt werden, die
eine spezifische Amplifikation der Sequenz des jeweiligen Genes zuließ, ohne dabei durch
unspezifische Nebenprodukte oder Kontaminationen mit DNA beeinflusst zu werden. Diese
Primer wurden zunächst in der qPCR überprüft. Bei Eignung der Primer wurde ein entspre-
chendes PCR-Amplifikat jedes Zielgenes als Ausgangsmaterial für die Erstellung einer Ver-
dünnungsreihe zur relativen Kalibration der später zu bestimmenden Genexpression heran-
gezogen. Nach Doppelbestimmung der Kalibrationsreihe für das jeweilige Zielgen und für ein
house-keeping-Gen in der PCR wurden die eigentlichen Quantifizierungen durchgeführt.

4.6.2.1 RNA-Ernte
Die Gewinnung der RNA erfolgte direkt im Zellkulturgefäß unter Verwendung des

RNeasy-Extraktionskits ( Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland).
Dazu wurde das Zellkulturmedium entfernt und die Kultur mit 1 mL HBSS gespült und

je Kammer 350 µL Lysispuffer (RTL-Puffer des Kits supplementiert mit 1 % (v/v) beta-
Mercaptoethanol) zugegeben. Das Lysat, das auch die RNA enthielt, wurde in Reaktionsge-
fäße überführt und bei –80°C bis zur Isolierung der RNA gelagert.

4.6.2.2 RNA-Isolation
Die geerntete RNA-Lösung wurden zunächst zur Homogenisierung durch spezielle

„Shredder“-Säulen (Qiagen) zentrifugiert (2 Min, 15000 RPM (17860 x g)). Das Filtrat wurde
mit 350 mL Ethanol (70 %) vermischt, auf eine Filtrationssäule des Kits gegeben und für 15
Sek. bei 15000 RPM zentrifugiert. Die RNA verblieb auf der Membran der Säule, wurde mit
700 µL RW1-Puffer des Kits versetzt und erneut zentrifugiert (15 Sek. für 15000 RPM). Nach
2 Waschschritten mit je 500 µl RPE-Waschpuffer und erneuter Zentrifugation (15 Sek. bzw. 2
Min bei 15000 RPM) wurde die RNA mit 30 µL RNase freiem Wasser (Qiagen) durch Zentri-
fugation (1 Min bei 15000 RPM) eluiert. Zur Steigerung der Ausbeute an RNA konnte ggf. mit
diesem ersten Eluat oder mit 20 µL RNase freiem Wasser erneut eluiert werden. Bis zur
Übersetzung in cDNA wurde die RNA bei –80°C gelagert.
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4.6.2.3 Reverse Transkription der mRNA zu cDNA
Zur Übersetzung der mRNA in die cDNA wurde folgender Reaktionsansatz (Tabelle 3)

für die reverse Transkription verwendet (Omniscript RT-Kit, Qiagen):

Tabelle 3: Mastermix für die qPCR

Mastermix (20 µl Ansatz/ Probe)                              
2,0 µl 10xRT-Puffer 
2,0 µl dNTP-Mix 
2,0 µl Oligoprimer
1,0 µl RNase-Inhibitor (1:4 verdünnt)
7,0 µl Wasser, RNase frei
1,0 µl                 Omniscript-Reverse-Transkriptase
15 µL                 Gesamtvolumen                             

Die zu übersetzende Probe (5 µL) wurde in ein PCR-Reaktionsgefäß vorgelegt, 15 µL
Mastermix zugegeben und anschließend gut durchmischt. Die Übersetzung der mRNA er-
folgte im Thermocycler (MJ Research Inc., Watertown, Mass., USA) für 60 Min bei 39°C,
gefolgt von 3 Min bei 95°C (Temperatur bis zum Einfrieren der Proben: 4°C). Als Kontrollen
wurden ein Blindansatz ohne Probe, sowie ein Ansatz ohne die reverse Transkriptase pa-
rallel behandelt.

Bis zur Verwendung der cDNA-Proben für die qPCR wurden diese bei -20°C gelagert.

4.6.2.4 Primerdesign
Um die spezifische Genexpression bestimmen zu können, muss die in der PCR zu

amplifizierende Gensequenz mit Hilfe von spezifischen Primern markiert werden, damit die
Taq-DNA-Polymerase nur eine definierte cDNA kopiert. Hierzu musste beim Design der Pri-
mer darauf geachtet werden, dass bei der gewählten Anlagerungstemperatur eine möglichst
geringe Fehl- oder Eigenbindung der Primer zu erwarten war. Außerdem sollte nach Mög-
lichkeit einer der Primer Exon-überspannend binden, um eine Selektivität der Primer für
mRNA zu erreichen. War ein solches Design nicht möglich, wurde die Spezifität des Amplifi-
kates der PCR gesondert im Agarosegel überprüft.

Die Gensequenzen, für welche das Design der Primer erfolgte, wurden anhand der je-
weiligen GenBank-Referenzen der Gene des 12K-Arrays der Genomdatenbank ENSEMBL
(www.ensembl.org, URL: Stand 14.01.2006 ) entnommen. Soweit nicht andere Quellen an-
gegeben sind, erfolgte das Design der Primer unter Verwendung der internetbasierten De-
signsoftware „Primer3“ (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi, URL: Stand
14.01.2006). Die Sequenzen der Primer, die in der qPCR verwendet wurden, sind in Tabelle
4 angegeben.
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Tabelle 4: Primersequenzen und Amplifikatgrößen

                                                                                                                                                   
Gen-ID 5’- Sense-Primer– 3’ 5’-Antisense-Primer–3’ Produkt
(HUGO) [bp]
                                                                                                                                                                     
PBGD# CACACAGCCTACTTTCCAAGC TTCAATGTTGCCACCACACT 155
IGFBP-3 CCTGCCGTAGAGAAATGGAA GAAGGGCGACACTGCTTT 127
IGFBP-5 GAGCAAGTCAAGATCGAGAGAGA GAAAGTCCCCGTCAACGTA 463
IGFBP-rP1 CTGCGAGCAAGGTCCTTCCATA CAGGTTGTCCCGGTCACCA 184
IGFBP-rP2§ CCTGCAGGCTAGAGAAGCAGA TGCACTTTTTGCCCTTCTTAATGT 90
IGFBP-rP4 ACACCAAGGGGCTGGAATG TGGGGACACAGAGGAATG 193
LOXL2 CGGAGGATGTCGGTGTGGT GCTTGCGGTAGGTTGAGAGG 150
OAZ1 AGGTGGGCGAGGGAATAG ATGCGTTTGGCGTCTGTG 150
FOSL1 CAGGCGGAGACTGACAAA GGGAAAGGGAGATACAAGGT 217
CDK4 TGCAGTCCACATATGCAACAC CAGCCCAATCAGGTCAAAG 137
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                          
Die Tabelle gibt die Sequenzen der Primer an, die in der qPCR eingesetzt wurden. Das Primerdesign
erfolgte eigenständig, basierend auf den für den 12K-Array angegebenen GenBank-Referenzen. Die
jeweiligen Gensequenzen wurden von der Genomdatenbank Ensembl (www.ensembl.org) bezogen
und das Primerdesign mit Hilfe der Primer3 Software (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi) durchgeführt (beide URLs: Stand 14.01.2006), sofern keine abwei-
chenden Quellen genannt sind.
Die GenBank-Referenzen für die verwendeten Primer lauten: PBGD (NM_000190.2); IGFBP-3
(NM_000598), IGFBP-5 (M65062), IGFBP-rP1 (NM_001553), CTGF (NM_001901), Cyr61 (AF31385),
LOXL2 (NM_002318), OAZ1 (U09202), FOSL1 (NM_005438), CDK4 (M14505).
# (Erpenbeck et al. 2003), § (Ning et al. 2004)                                                                                                                                                                     

4.6.2.5 Amplifikation
Die cDNA wurde anschließend für die quantitative Echtzeit PCR (qPCR) mit dem

Lightcycler eingesetzt (Lightcycler V1.0 bzw. V2.0, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland). Das Protokoll wurde dabei in Anlehnung an Erpenbeck et al. (2003) verwen-
det.

Der Reaktionsansatz für die Amplifikation enthielt 2 µL des PCR-Mastermixes des ein-
gesetzten, kommerziellen PCR-Kits (Lightcycler Fast-Start SYBR-Green I Kit, Roche), sup-
plementiert mit 2,5 mmol/L Magnesiumchlorid, je 2 µL extern synthetisierter sense- und anti-
sense-Primer (MWG Biotech, Ebersberg, Deutschland) und 2 µL des externen Standards
oder der jeweiligen cDNA-Probe, mit Wasser auf ein Endvolumen von 20 µL aufgefüllt.

Nach einem initialen Denaturierungsschritt zur Aktivierung der Taq-Polymerase bei
95°C für 10 Minuten, wurde die eigentliche PCR-Reaktion initiiert. Sie erfolgte in 45 Zyklen,
wobei jeder Zyklus den Denaturierungsschritt für 1 Sekunde bei 95°C, das Annealing (Anla-
gerung der Primer an die cDNA) bei einer Temperatur von 68°C für 10 Sekunden und die
Extension (72°C für 9 Sekunden) umfasste. Am Ende jedes Zyklus wurde die Fluoreszenz
bei 530 nm in allen Proben gemessen. Aus der zweiten Ableitung der Amplifikationskurve
berechnete die Lightcyclersoftware den Punkt der größten Steigungsänderung (Crossing
point, Cp), der zur Quantifizierung der Genmenge herangezogen wurde (Abbildung 11 Ab-
schnitt 8.3).
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4.6.2.6 Qualitätskontrolle der Primer - Schmelzkurven
Die erste Kontrolle der Spezifität der Primer wurde während der qPCR selbst durch-

geführt. Am Ende eines PCR-Laufes, wurde mit dem Lightcycler eine sog. Schmelzkurve
erstellt. Dazu wurden die Proben zunächst vollständig denaturiert (auf 90°C erhitzt) und an-
schließend renaturiert (Abkühlung auf 60°C). In diesem Zustand lagen alle PCR-Produkte als
doppelsträngige DNA mit eingelagerten SYBR-Green-Molekülen vor. Folglich war das Fluo-
reszenzsignal auf seinem Maximum. Nun wurde kontinuierlich die Fluoreszenz in allen Pro-
ben aufgenommen, während die Temperatur sich gleichmäßig erhöhte (0,1°C pro Sekunde)
Der Punkt der größten Abnahme der Fluoreszenz zeigt die Temperatur an, bei der das PCR-
Produkt dissoziiert und plötzlich die eingelagerten SYBR-Green-Moleküle freisetzt. Ein sol-
cher Abfall der Fluoreszenz im Bereich von >80°C zeigt ein spezifisches PCR-Produkt an.
Ein Abfall der Fluoreszenz bei niedrigeren Temperaturen zeigt z.B. Primerdopplungen (Di-
mere) an. Allerdings läßt ein einzelner Temperaturabfall in der Schmelzkurve keine Rück-
schlüsse zu, ob sich auch das gewünschte Produkt bei der PCR gebildet hat, oder ob ggf.
ein unspezifisches Produkt entstanden ist (Abbildung 10 in Abschnitt 8.3).

Zur dieser weiteren Kontrolle der Primer wurde das Produkt einer Amplifikation in ei-
nem 1,75%-igen Agarosegel elektrophoretisch getrennt. Anhand eines ebenfalls aufge-
trennten Molekulargewichtsmarkers konnte die Länge des Produktes bestimmt und mit der
zu erwartenden Länge verglichen werden. Insbesondere Kontaminationen mit DNA konnten
so ausgeschlossen werden, auch wenn die Primer nicht so konstruiert werden konnten, dass
sie gleichzeitig links und rechts eines Introns der DNA binden würden.

4.6.2.7 Herstellung der Kalibrationsreihen (Standardreihen)
Zur Herstellung einer Kalibrationsreihe für die Abundanz eines Genes wurde mit dem

entsprechenden Primerpaar eine cDNA humaner Lungenfibroblasten in 45 Zyklen amplifiziert
und das Amplifikat gereinigt (High Pure PCR Product Purification Kit, Roche Diagnostics
GmbH Penzberg, Deutschland). Dazu wurde das PCR-Produkt durch Zentrifugation aus der
über Kopf gestellten PCR-Kapillare entfernt und mit 80 µL PCR-Wasser aufgefüllt. Zu dieser
Probe wurden 5 Volumina (500 µL) des Bindepuffers (Herstellerangaben: 3 M Guaninidin-
thiozyanat, 10 mM Tris-HCl, 5 % (v/v) Ethanol, pH 6,6) zugegeben und gemischt. Anschlie-
ßend wurde die Probe auf eine Reinigungssäule mit einer Glasfasermatrix verbracht. Nach
Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit in einer Tischzentrifuge wurde das Zentrifugat
verworfen und die Säule zunächst mit 500 µL Waschpuffer (Herstellerangaben: 80 % Etha-
nol; 20 mM Natriumchlorid; 2 mM Tris-HCl; pH 7,5) gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation
(s.o.) und Entfernung des Zentrifugats wurde erneut mit 200 µL Waschpuffer gewaschen.
Ebenfalls nach Zentrifugation und Verwerfen des Zentrifugats wurde das an die Glasfasern
gebundene PCR-Produkt mit Elutionspuffer (Herstellerangaben: 10 mM Tris-HCl, pH 8,5)
eluiert und in einem frischen Reaktionsgefäß aufgefangen.

Die gereinigten PCR-Produkte wurden mit PCR-Wasser für 10-fach-Verdünnungs-
reihen eingesetzt. Die Verdünnungsstufen bildeten die Grundlage für die Erstellung einer
Standardkurve. Hierzu wurden die einzelnen Verdünnungen jeweils als Probe für die qPCR
eingesetzt und der Cp der jeweiligen Verdünnung aufgenommen.
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Aus den Verdünnungsstufen, deren Amplifikation linear erfolgte, wurde die jeweilige
Standardkurve erstellt, auf die die spätere Quantifizierung der Genexpression bezogen wur-
de (Abbildung 11 und 12 in Abschnitt 8.3).

Die resultierenden Cp der jeweiligen Verdünnung ergaben schließlich eine Kalibrati-
onsreihe für das jeweilige Zielgen.

4.6.2.8 Ergebnisse: Genexpressionsdaten aus der qPCR

Zur Überprüfung der Genexpression, die im Array beobachtet wurde, wurden Fibrobla-
sten von 10 Patienten mit und 9 Patienten ohne Emphysem erneut bis Passage 2 gezüchtet,
geerntet und in 6-Lochplatten für zwei weitere Tagen wachsen gelassen. Die RNA Proben
wurden direkt aus den 6-Lochplatten mit RNA-Puffer geerntet und die RNA extrahiert und in
cDNA übersetzt. Wegen zu geringer RNA-Mengen in einem Fall konnten nur 9 vs. 9 Patien-
ten für die Genexpressionsanalyse betrachtet werden. Die cDNA wurde anschließend für die
Quantifizierung der Genexpression mit dem Lightcycler (V1.0 bzw. 2.0) nach obigem Proto-
koll eingesetzt. Die Genexpression der jeweiligen Probe wurde anhand der Standardkurve
des jeweiligen Genes und eines house-keeping-Genes bestimmt und über die gemessene
Expression eines externen Kalibrators für jedes Gen in der jeweiligen Amplifikation normali-
siert (RelQuant V1.01, Roche).

Die Subkollektive der Patienten, an deren Fibroblasten die Quantifizierung der Genex-
pression durchgeführt wurde, unterschieden sich nicht signifikant in BMI und Alter, wohl aber
in den funtionellen Parametern (Emphysem: n=10, Alter 65,5 (58; 70) J, FEV1 39,6 (34,2;
46,0) %Soll, ITGV 175,5 (165,8; 193,9) %Soll; Kontrollen: n=9, Alter 65 (59; 67) J, FEV1 98,2
(83,9; 103,3) %Soll, ITGV 103,6 (94,4; 104,4) %Soll). Die vollständige Charakterisierung ist
in Abschnitt 8.1 (Tabelle 11) wiedergegeben.

Die Überprüfung der Genexpression aus dem explorativen cDNA-Array mit der qPCR
wurde für 9 Gene durchgeführt. Bei sieben der getesteten Gene (IGFBP-5, IGFBP-rP2 und
-rP4, FOSL1, LOXL2, OAZ1 und CDK4) konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede
der Regulation mit der qPCR ermittelt werden (Tabelle 5). Bei einigen dieser Gene war ein
Trend zu beobachten, der eine ähnliche Regulation wie im cDNA-Mikroarray vermuten ließ.
Obwohl die Expression auf dem Array für IGFBP-rP2 (CTGF) und -rP4 (Cyr61) eher marginal
war, konnte in der qPCR allerdings ein hinreichendes Signal gemessen werden, wobei es
einen Trend (p=0,07) hin zur Aufregulation des IGFBP-rP2 im Emphysem gab.
Für zwei Gene ließen sich die Ergebnisse des 12K-Glassarrays bestätigen. Die mRNAs für
IGFBP-3 und IGFBP-rP1 wurden auch mit der qPCR beim Emphysem signifikant aufreguliert
gefunden (Abbildung 9, Tabelle 5).
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Abbildung 9: Genexpressionsdaten für IGFBP-3 und IGFBP-rP1

Relative Expression der Zielgene nach qPCR bei Kontrollpatienten und Patienten mit einem
Emphysem. Die Datenpunkte repräsentieren die normalisierten Ratios der Genexpression
relative zur Expression von PBGD und sind für die Kalibratoren der qPCR korrigiert (gestri-
chelte Linie: Medianwert). Die Werte sind auf einer logarithmieren Skala angegeben. linke
Spalte: IGFBP-3 Expression, rechte Spalte: IGFBP-rP1 Expression.

Tabelle 5: Ergebnisse der Genexpressionsanalyse
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                       

Genname cDNA -Array qPCR p-Wert
(Alias) Ratio (E/K) Kontrollen Emphysem
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                       

IGFBP-3 1,3 0,38 (0,15; 0,40) 0,82 (0,66; 1,36) 0,029 *
IGFBP-5 0,19 115,0 (60,5; 161,0) 73,6 (49,0; 159,0) 0,51
IGFBP-rP1 (IGFBP-7) 4,87 4,25 (2,67; 5,59) 9,6 (6,77; 12,4) 0,002 **
IGFBP-rP2 (CTGF) n.b. 2,97 (1,68; 4,25) 4,40 (3,86; 4,99) 0,070
IGFBP-rP4 (Cyr61) 0,84 258 (222; 329) 198 (185; 322) 0,57
LOXL2 3,88 1,27 (0,73; 1,79) 1,41 (1,22; 1,92) 0,63
OAZ1 0,15 0,22 (0,17; 0,25) 0,18 (0,18; 0,25) 0,96
FOSL1 (Fra1) 0,21 0,89 (0,63; 1,16) 1,00 (0,78; 1,34) 0,57
CDK4 0,16 0,91 (0,58; 1,18) 0,73 (0,53; 0,78) 0,63
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                       
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                             

Die Spalte “cDNA-Array” gibt die differentielle Genexpression der cDNA in dem explorativen 12K-
Arrayexperiment als Ratio von Emphysem zu Kontrollen an. Die “qPCR” Spalten zeigen die
Genexpression des Zielgens relativ zur Expression des house-keeping-Genes (PBGD) in den Fi-
broblasten der Patienten mit und ohne Emphysem. Die angegebenen Werte sind Mediane (Quar-
tile) der normalisierten Ratios aus der Analyse mittels der RelQuant Software, die zusätzlich um
das Verhältnis der qPCR-Kalibratoren berichtigt wurden, um einen groben Eindruck der Abundanz
der cDNA zu erhalten. Die p-Werte beziehen sich auf den Vergleich der qPCR-Ergebnisse zwi-
schen den beiden Gruppen und wurden mit den Mann-Whitney U-Test berechnet. *p<0,05,
**p<0,01, n.b. nicht bestimmbar.
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4.7 Proteinexpression – ELISA für sezerniertes IGFBP-3
Um die Menge des von den Fibroblasten produzierten und in das Zellkulturmedium

freigesetzten (sezernierten) IGFBP-3 bestimmen zu können, wurden die untersuchten Fibro-
blastenkulturen mit Zellkulturmedien ohne FCS für 72 Stunden inkubiert. Das durch die Zel-
len konditionierte Medium wurde abpipettiert und in Flüssigstickstoff schockgefroren, bevor
es bei –80°C bis zur Proteinfällung eingelagert wurde. Für den ELISA wurden Aliquote der
konditionierten Zellkulturmedien eingesetzt.

Die Gesamtproteinmenge in den Proben wurde bestimmt, um eine Bezugsgröße für
den Anteil des IGFBP-3 zu ermitteln, da es in diesen Versuchen, bei denen die Zellen selbst
im Kulturgefäß lysiert wurden, um ihre RNA zu erhalten, nicht möglich war, die genaue
Zellzahl in der konditionierenden Kultur zu bestimmen. Für diese Bestimmung musste ein
Aliquot des konditionierten Mediums gesondert aufbereitet werden.

4.7.1 Gesamtproteinbestimmung
Zur Bestimmung des Gesamtproteingehalts der jeweiligen Probe als Bezugsgröße,

wurden die Proteine aus einem Aliquot mit Aceton (-20°C) für 1 Stunde bei 4°C gefällt, für 10
Minuten bei 17860 x g zentrifugiert und das Pellet anschließend Aceton (80 %, -20°C) gewa-
schen. Hierzu wurde die Probe für 20 Minuten bei 4°C inkubiert, dann erneut zentrifugiert
und das Pellet bei Raumtemperatur getrocknet. Für die Gesamtproteinbestimmung wurden
die Pellets jeweils in 25 µL SDS-Lösung (1 % w/v) aufgelöst (1 Stunde bei Raumtemperatur)
und für den Bicinchoninsäure-(BCA)-Assay eingesetzt (Smith et al. 1985).

Der BCA-Assay verwendet eine BCA-Lösung (1 % (w/v) Bicinchoninsäure, 2 % (w/v)
Dinatriumcarbonat, 0,16 % (w/v) Natriumtartrat, 0,4 % (w/v) Natriumhydroxid, 0,95 % (w/v)
Natriumhydrogencarbonat in Wasser, pH 11,25) und eine Kupferlösung (4 % (w/v) Kupfer-
sulfat in Wasser) für den Nachweis, die im Verhältnis von 50:1 zum eigentlichen Nachweis-
reagenz gemischt werden. Für den Nachweis wurden 10 µL Probe mit 200 µL Nachweisrea-
genz vermischt und in einer Mikrotiterplatte bei 60°C für 30 Minuten inkubiert. Die Absorption
der gefärbten Proteinlösung dieses Assays wurde bei 550 nm im Mikrotiterplattenleser ver-
messen. Die Quantifizierung der Gesamtproteinmenge erfolgte anhand einer Kalibrationsrei-
he von Rinderserumalbumin in SDS-Lösung (1 %) für einen Konzentrationsbereich von 5-
1000 µg/mL.

4.7.2 ELISA für IGFBP-3

4.7.2.1 Methode
Zur Detektion von IGFBP-3 in den Zellkulturüberständen von 6-Lochplatten wurden das

konditionierte Medium von den Fibroblasten nach 3 Tagen Konditionierung ohne FCS im
Kulturmedium gesammelt und bei -80°C bis zur Untersuchung des Proteingehaltes gelagert.
Zum Einsatz kam der human IGFBP3 Duoset-ELISA (R&D Systems, Wiesbaden, Germany).

Um diesen ELISA durchführen zu können, musste eine Mikrotiterplatte vorbehandelt
werden. Hierzu wurde der Antikörper gegen IGFBP-3 auf seine Gebrauchskonzentration mit
PBS (1x) verdünnt und jede benötigte Kammer einer Mikrotiterplatte mit jeweils 100 µL die-
ser Arbeitslösung beschickt. Die Platte wurde mit Klebefilm versiegelt und über Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert. Die überschüssige Antikörperlösung wurde abgesaugt und die
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Kammern dreimal mit je 400 µL Waschpuffer gewaschen. Zwischen den Waschschritten
wurde die Platte jeweils auf Papiertücher ausgeschlagen. Zur Blockierung unspezifischer
Proteinbindungen wurde die Platte mit 300 µL Blockierungspuffer je Loch für 1 Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert und anschließend erneut dreimal mit Waschpuffer gewaschen.
Zur Durchführung des eigentlichen Assays wurden 100 µL der Probe oder der Standards
aufgetragen, unter Klebefilm für 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend
erneut dreimal gewaschen. Danach wurden 100 µL Detektionsantikörper zugegeben und für
2 Stunden inkubiert. Nach erneutem Waschen wurde mit 100 µL Streptavidin-
Meerrettichperoxidase-Lösung pro Loch für 20 Minuten inkubiert. Zum Abbruch der Farbre-
aktion wurden je Probe 50 µL Schwefelsäure. Die Messung der Absorption der Proben er-
folgte bei einer Wellenlänge von 450 nm in Mikrotiterplattenlesegerät.

4.7.2.2 Ergebnisse
Von den Zelllinien, die für die qPCR-Analysen angezogen worden, standen auch Zell-

kulturüberstände für die Messung von IGFBP-3 zur Verfügung, die während 3tägiger Inkuba-
tion ohne FCS von den Fibroblasten konditioniert worden waren. Das Medium ohne FCS
wurde gewählt, um ein möglicherweise störender Einfluß des Kälberserums auf den Nach-
weis zu vermeiden. Eine ebenfalls potentiell interferierende Präsenz von IGF-I oder IGF- II
wurde anhand der fehlenden Expression dieser Gene in den Mikroarray-Experimenten aus-
geschlossen.

Die Subkollektive der Patienten, deren Lungenfibroblasten auf die Sezernierung des
IGFBP-3 hin untersucht wurden, unterschieden sich nicht signifikant in BMI (Größe und Ge-
wicht) und Alter, wohl aber in den funtionellen Parametern (Emphysem: n=10, Alter 65,5 (58;
70) J, FEV1 39,6 (34,2; 46,0) %Soll, ITGV 175,5 (165,8; 193,9) %Soll; Kontrollen: n=10, Alter
63,5 (54; 67) J, FEV1 94,8 (83,9; 103,3) %Soll, ITGV 103,8 (94,4; 110,0) %Soll). Die voll-
ständige Charakterisierung ist in Abschnitt 8.1 (Tabelle 6) wiedergegeben).

Der Median (Quartile) der sezernierten Proteinmenge lag bei 1619,6 (1024,1; 2937,0)
pg/mg Gesamtprotein für das konditionierten Medium der Fibroblasten von Patienten mit
Emphysem und bei 505,8 (288,9; 779,7) pg/mg Gesamtprotein im Medium der Fibroblasten
der Kontrollpatienten und war somit für das Emphysem signifikant erhöht (p=0,005).

Bei einer Kontrollkultur und bei zwei Fibroblastenkulturen von Patienten mit Emphysem
war kein IGFBP-3 im Zellkulturmedium nachweisbar.

4.8 Unabhängigkeit der Untersuchungsergebnisse vom biologischen Alter
Da die Arbeitshypothesen und die Ergebnisse dieser Arbeit einen Bezug des Phäno-

typs der Fibroblasten beim Emphysem mit einer Alterung dieser Zellen herstellten, wurde der
Einfluss des biologischen Alters auf die Ergebnisse untersucht. Weder für das Gesamtkol-
lektiv noch für die Teilgruppen der Patienten, die für die Untersuchung der einzelnen Para-
meter herangezogen wurden, gab es eine signifikante Korrelation zwischen dem biologi-
schen Alter der Patienten und der Verdopplungszeit, die diese Zellen in Kultur zeigten.
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4.9 Statistik
Aufgrund der stark streuenden Verteilung der meisten Variablen, wurden Median und

Quartile zur Beschreibung der Daten verwendet. Entsprechend wurde der Mann-Whitney U-
Test für den Vergleich der Gruppen und der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman zur
Quantifikation von Korrelationen verwendet. Eine statistische Signifikanz wurde bei p < 0,05
angenommen. Die statistischen Auswertungen erfolgten mittels Statistika für Windows 5.1
(Statsoft, Tulsa, USA).

5. Diskussion
Die Noxe Zigarettenrauch stellt eine erhebliche Belastung für den Organismus dar und

ist in Form von Passivrauch auch eine zentrale Komponente der Umweltbelastung, der die
Atemwege ausgesetzt sind. Als Folge der langjährigen Inhalation von Zigarettenrauch kann
sich ein Lungenemphysem entwickeln, welches als großräumige, irreversible Zerstörung der
Lungenbläschen zutage tritt. Die Mechanismen, die dieser Erkrankung zugrunde liegen und
die unterschiedliche Suszeptibilität verschiedener Individuen bedingen, sind im einzelnen
trotz einer Vielzahl von Daten ungeklärt. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit beleuchten
diese Erkrankung unter einem neuartigen Aspekt und haben das Potential, zu einem tieferen
Verständnis der Mechanismen beizutragen, die der Entwicklung eines Lungenemphysems
zugrunde liegen bzw. sie vorantreiben. Sie stützen die Hypothese, dass parenchymale Lun-
genfibroblasten bei dieser Erkrankung einen dauerhaft veränderten Phänotyp zeigen und
dieser Phänotyp charakteristische Zeichen einer induzierten Seneszenz zeigt. Die zelluläre
Seneszenz war phänomenologisch durch eine reduzierte Proliferationsrate und die Ausprä-
gung eines Seneszenzmarkers bei unveränderten Telomerenlängen gekennzeichnet. Ände-
rungen in der Expression von Insulin- und IGF-bindenden Proteinen legten darüber hinaus
eine Ankopplung an systemische Faktoren nahe, die die Entstehung der Erkrankung zusätz-
lich begünstigen könnten. Auf der Basis pathophysiologischer Befunde und Überlegungen
geben diese Daten der Hypothese zusätzliches Gewicht, dass persistierende Veränderungen
des Phänotyps der Lungenfibroblasten an der Pathogenese des Lungenemphysems ursäch-
lich beteiligt sind und bei Überlegungen zu einer kausalen Therapie dieser Erkrankung be-
rücksichtigt werden sollten .

Im einzelnen konnte gezeigt werden, dass sich Fibroblasten, die aus emphysematös
verändertem Lungenparenchym gewonnen wurden, in ihrer Wachstumsgeschwindigkeit in
Kultur signifikant von solchen Fibroblasten unterschieden, die von Patienten ohne Lun-
genemphysem stammten. Die Zellen wiesen nicht nur eine geringere Verdopplungsrate auf,
sondern erreichten auch insgesamt eine geringere kumulative Zahl von Verdopplungen, bis
ihr Wachstum in Kultur zu einem Stillstand kam. Ein solches Verhalten ist für gealterte bzw.
alternde Zellen typisch. Diese Befunde können nicht als akute Wirkungen des Zigarettenrau-
chens interpretiert werden, da sich die Zellen unter standardisierten Kulturbedingungen be-
fanden und die Zahl der gerauchten Zigaretten in der Gruppe der Patienten mit Lungenem-
physem und der Gruppe ohne Lungenemphysem ähnlich war.
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Über die Reduktion der Proliferationsrate hinaus konnte gezeigt werden, dass die Fi-
broblasten beim Emphysem vermehrt Anzeichen für einen seneszenten Phänotyp aufwie-
sen, wenn man die Expression eines gut eingeführten Seneszenzmarkers heranzog. Die
Zellen der Patienten mit Lungenemphysem ließen sich gegenüber den Kontrollzellen ver-
mehrt für die Seneszenz-assoziierte beta-Galaktosidase anfärben. Ferner exprimierten sie
auf der Ebene der mRNA einige Gene verstärkt, die nach vorliegenden Daten mit einer zel-
lulären Seneszenz assoziiert sind (insulin-like growth factor-binding proteins, IGFBP-3 und
IGFBP-rP1). Das IGFBP-3 schien außerdem auf Proteinebene aufreguliert vorzuliegen und
wurde vermehrt in konditionierten Zellkulturmedien der Fibroblasten von Patienten mit Em-
physem gefunden. Darüber hinaus ergaben sich aus einer Genchip-Analyse Hinweise auf
eine Reihe weiterer Gene, die beim Emphysem anders als bei den Kontrollpatienten expri-
miert waren und möglicherweise ebenfalls als Kennzeichen eines seneszenten Phänotyps
der Fibroblasten gelten müssen.

Als wesentlicher Befund ergab sich, dass die Telomerenlängen bei Fibroblasten von
Patienten mit Lungenemphysem nicht verkürzt waren im Vergleich zu den Fibroblasten der
Kontrollpatienten. Daher hatten die Mechanismen, die zu dem beobachteten seneszenten
Phänotyp, insbesondere der reduzierten Proliferationsrate, geführt haben, die Verkürzung
der Telomere weder als notwendige Voraussetzung noch als notwendige Folge. Sie müssen
daher unter den zellulären Reaktionswegen gesucht werden, die eher zu einer induzierten im
Gegensatz zu chronologischen Seneszenz passen, da die chronologische Seneszenz in der
Regel mit einer Telomerenverkürzung einhergeht oder darauf beruht.

Im folgenden wird die Bedeutung der einzelnen in dieser Untersuchung erhobenen
Messgrößen sowie der Einfluss von physiologischen Bedingungen und möglichen Artefakten
auf die beobachteten Ergebnisse im Detail diskutiert.

5.1 Wachstum
Ein grundlegendes Ergebnis dieser Arbeit war die Beobachtung, dass die Lungenfibro-

blasten der Patienten mit Emphysem sich langsamer replizierten als die Fibroblasten der
Kontrollpatienten ohne Emphysem. Diese Beobachtung wirft die Frage auf, an welchen
Schaltstellen der Ablauf der Zellteilung verlangsamt gewesen sein könnte.

Bekanntlich vollzieht sich die Replikation einer Zelle in einem Regelkreis mit definierten
Abläufen und Kontrollmechanismen zu definierten Zeitpunkten, dem sog. Zellzyklus. Im Ge-
webeverbund liegen viele Zellen, so auch die Lungenfibroblasten, in einem ruhenden Zu-
stand vor (G0-Phase des Zellzyklus), aus dem sie zur Zellteilung stimuliert werden können.
Diese Stimulation erfolgt u.a. durch Gewebeschäden in der näheren Umgebung oder durch
andere mitogene Stimuli. Werden sie zur Zellteilung angeregt, treten sie asynchron wieder in
den Zellzyklus ein. Sie beginnen dabei in der sog. Gap1-(G1) Phase, in der die Zelle wächst
und die DNA-Synthese vorbereitet wird, welche in der sich anschließenden S-Phase stattfin-
det. Es schließt sich die G2-Phase an, in der die eigentliche Zellteilung vorbereitet und die
synthetisierte DNA auf Fehler überprüft wird. In der folgenden M-Phase findet die eigentliche
Teilung der Zelle, die Mitose, statt (Krauss 1997).
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Unter den Zellkulturbedingungen, wie sie in dieser Arbeit verwendet wurden, ergibt sich
der erste Stimulus für das Wachstum der Fibroblasten durch die Explantation des Gewebes
und dessen Zerkleinerung für die Primärkultur, da hierbei notwendigerweise etliche Zellen
zerstört werden. Dieser Reiz reicht allerdings für sich genommen nicht aus, um die Kultur zu
etablieren. In Zellkulturmedium ohne Wachstumsfaktoren vermehren sich demgemäss die
Fibroblasten nicht. Erst durch Zugabe verschiedener Wachstumsfaktoren, die beispielsweise
im fötalen Kälberserum (FCS) enthalten sind, kann ein Wachstum der Zellen initiiert werden
(Lindl 2002).

Da es sich bei dem FCS um ein Naturprodukt handelt, sind Unterschiede zwischen
Produkten verschiedener Firmen oder den Chargen ein und desselben Lieferanten nicht
auszuschließen. In dieser Arbeit wurde nur FCS aus einer Charge verwendet, um die Ver-
gleichbarkeit der Ergebnisse möglichst weitgehend zu gewährleisten.
Die Verwendung von 10 % FCS für Zellkulturen ist weit verbreiteter (Lindl 2002). Es ist be-
kannt und wegen der Präsenz von Wachstumsfaktoren verständlich, dass die Proliferations-
rate von der Menge des Serums im Medium abhängt (Jordana et al. 1988). In dieser Unter-
suchung wurde eine Konzentration von 10 % FCS verwendet, da auf diese Weise die Prolife-
rationsassays durch das relativ starke Wachstum der Zellen mit höherer Genauigkeit als bei
kleineren Wachstumsraten durchzuführen waren. Ungeachtet dessen muss man eine Kon-
zentration von 10 % FCS als eine starke, unspezifische und auch durchaus unphysiologische
Stimulation der Fibroblasten ansehen und bei der Interpretation der Ergebnisse berücksichti-
gen. Grundsätzlich besteht also die Möglichkeit, dass bei niedrigeren FCS-Konzentrationen
andere Ergebnisse erhalten worden wären. Die im folgenden Paragraphen diskutierten Er-
gebnisse lassen jedoch als wahrscheinlich erscheinen, dass auch in diesem Fall der Unter-
schied zwischen den Zellen der beiden Patientengruppen erhalten geblieben wäre.

Bei der Durchführung der Langzeitkulturen wurden die Populationsverdopplungen auch
in Anwesenheit von 1 % FCS erfasst. Während die Zellen der Kontrollpatienten immer noch,
wenn auch limitierte, Populationsverdopplungen zeigten, ließ sich bei den Fibroblasten von
Patienten mit Emphysem keine oder praktisch keine Proliferation feststellen. Hieraus lässt
sich ableiten, dass insbesondere die Fibroblasten der Patienten mit Emphysem einen stärke-
ren mitogenen Stimulus zur Induktion der Proliferation benötigen als die Fibroblasten der
Kontrollpatienten. Ihre Reaktion auf externe Stimuli schien somit bei 1 und 10 % FCS pro-
portional reduziert. In jedem Fall bedurfte die Anzucht einer ausreichenden Zahl von Zellen
für die Versuche des stärkeren Stimulus von 10 % FCS und wäre unter Verwendung von 1 %
FCS nicht möglich gewesen.

5.1.1 Basale Wachstumsgeschwindigkeit
Das durch FCS stimulierte Wachstum der Lungenfibroblasten der Kontrollpatienten lag

in einer ähnlichen Größenordung wie zuvor für Fibroblastenkulturen beschrieben. Für eine
exemplarische Zelllinie adulter humaner Fibroblasten wurde eine mittlere Zeit von 19,8 Stun-
den zwischen den Verdopplungen berichtet (Absher 1995). Die Verdopplungszeiten, die in
der vorliegenden Arbeit ermittelt wurden, lagen etwas höher; dies war möglicherweise auf
das höhere Alter der Spender sowie schwer erfassbare Unterschiede in den Zellkulturbedin-
gungen zurückzuführen. Ein Vergleich von absoluten Wachstumsraten zwischen verschie-
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denen Arbeitsgruppen, im Gegensatz zum Vergleich relativer Raten, ist damit immer an-
fechtbar. In jedem Fall müssen die jeweils verwendeten Kulturbedingungen soweit als mög-
lich identisch sein.

Parallel zur Bestimmung des Wachstums mittels der Zellzählung wurden im Rahmen
dieser Arbeit Versuche unternommen, die Wachstumsrate der Fibroblasten über den Einbau
von 5-Brom-2’-deoxyuridin (BrdU) in die DNA zu messen. Mit diesem Verfahren ließen sich
keine signifikanten Unterschiede in der Einbaurate von BrdU in die DNA der Fibroblasten
zwischen den Gruppen detektieren (Daten nicht näher dargestellt), so dass dieses Verfahren
zu Gunsten der direkten Zellzählung als Messgröße der Proliferation verworfen wurde. Ob im
vorliegenden Fall ein mehrfacher Einbau von BrdU in die DNA möglicherweise schneller
Teilpopulationen der Fibroblasten stattgefunden hat, der die Unterschiede verwischt hat,
oder ob anderen Faktoren zu diesem Ergebnis beigetragen haben, konnte nicht geklärt wer-
den. Bemerkenswert erscheint in jedem Fall, dass mit einer ähnlichen Technik ebenfalls kein
signifikanter Unterschied in der basalen BrdU-Inkorporation zwischen Lungenfibroblasten
von acht Patienten mit und ohne Emphysem gefunden wurde (Noordhoek et al. 2003). Nach
den Erfahrungen der vorliegenden Untersuchung ist die direkte Zellzählung zwar aufwendi-
ger, aber zuverlässiger als der BrdU-Einbau. Dies deckt sich mit Berichten anderer Arbeits-
gruppen (mündliche Mitteilung).

Die Ergebnisse von Proliferationsassays müssen somit immer vor dem Hintergrund der
verwendeten Messmethode und der betrachteten, ggf. nicht statistisch repräsentativen
Fallzahl interpretiert werden und lassen sich nicht unbedingt direkt miteinander vergleichen.
Während Nobukuni et al. (2002) für ein Kollektiv von jeweils nur 3 Patienten mit und ohne
Emphysem einen nicht-signifikanten Trend in Richtung auf ein reduziertes Wachstum beim
Emphysem anhand der Zellzählung berichteten, ergaben die eigenen Daten (n=10 je Grup-
pe) eine statistisch signifikante Reduktion des Wachstums beim Emphysem (Holz et al.
2004).

Die vorliegende Arbeit erweitert diese Beobachtung auf ein Kollektiv von 14 Patienten
mit einem Emphysem im Vergleich zu 15 Patienten ohne Emphysem. Weitere Faktoren, die
bei der Untersuchung einer progressiven Erkrankung berücksichtigt werden müssen, sind die
jeweiligen klinischen Charakteristika der eingeschlossenen Patienten, da der Schweregrad
der Erkrankung sowie schwer differenzierbare Subtypen des Emphysems bei ähnlicher Dia-
gnose möglicherweise direkten Einfluss auf die Ergebnisse haben.

Das in dieser Arbeit beobachtete verminderte Wachstum legt eine Veränderung des
Phänotyps der Fibroblasten beim Emphysem nahe. Da die Versuche unter standardisierten
Zellkulturbedingungen stattfanden, welche die mit der Erkrankung assoziierte entzündliche
Umgebung im menschlichen Organismus ausschlossen, lässt sich folgern, dass die Fibro-
blasten bei Patienten mit einem ausgeprägten Lungenemphysem in dauerhafter Weise ver-
ändert sind. Derartige dauerhafte Veränderungen sind nicht ungewöhnlich, da die Differen-
zierung von Zellen in verschiedene Zelltypen sowie der geordnete Ablauf der Ontogenese
und die dauerhafte Programmierung zellulärer Reaktionsmuster ähnliche, Persistenz ge-
währleistende und vermutlich epigenetische Mechanismen zur Voraussetzung haben.

Vergleichbar mit den Studien anderer Arbeitsgruppen (Nobukuni et al. 2002; Noord-
hoek et al. 2003) erfolgten die Zellkulturassays in der vorliegenden Arbeit unter definierten
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Kulturbedingungen nach Primärkultur. Alle Gewebeproben wurden aus Bereichen entnom-
men, die so weit wie möglich von dem soliden Tumor entfernt waren, der der Grund des ope-
rativen Eingriffs war. Ferner wurden alle Entnahmestellen mit besonderer Genauigkeit auf
makroskopische strukturelle Abnormalitäten untersucht. Obwohl es prinzipiell nicht möglich
ist, eventuelle Effekte des Lungentumors auf die kultivierten Zellen auszuschließen, läßt die-
se Vorgehensweise einen derartigen Einfluß unwahrscheinlich erscheinen, zumal es keinen
Unterschied in der Tumorgröße und Klassifikation zwischen den Gruppen gab. Die beob-
achteten Unterschiede scheinen also den Fibroblasten des Lungengewebes unabhängig
vom Tumor innezuwohnen.

Dennoch könnte man einwenden, dass die beobachteten Unterschiede zwischen den
Patientengruppen auf Unterschieden beruhten, die während des primären Auswachsens der
Zellen aus der Gewebeprobe auftraten. Um diesen möglichen Einflussfaktor zu vermeiden,
wurde versucht, die Menge des eingesetzten Gewebes für die Primärkultur, die Zelldichte vor
der ersten Passagierung und die Dauer der Primärkultur soweit wie möglich zu standardisie-
ren. Die Zeit in Primärkultur unterschied sich nicht signifikant zwischen den Gruppen, mit der
Ausnahme, dass die beiden Kulturen (beide von Patienten mit Emphysem), die die höchsten
Verdopplungszeiten aufwiesen, auch die längste Zeit in Primärkultur verbrachten. Daher wä-
re es schlüssig, anzunehmen, dass Fibroblasten, die in Passage 2 eine geringere Proliferati-
onsrate zeigten, auch in Primärkultur langsamer wuchsen. Leider war es nicht möglich, die
Teilung individueller Zellen ohne einen Eingriff in die Zellkulturbedingungen zu beobachten.
Grundsätzlich lässt sich die Möglichkeit nicht ausschließen, dass bei diesen beiden Patien-
ten weniger Zellen aus dem Gewebe herausgewachsen sind und sie folglich eine größere
Zahl von Teilungen vollziehen mussten, bevor sie in die anschließenden Proliferationsunter-
suchungen einbezogen werden konnten. Selbst bei Ausschluss der Daten dieser beiden Pa-
tienten aus der Analyse blieb jedoch der Unterschied in der Verdopplungszeit zwischen den
Gruppen statistisch signifikant (p=0,003).

Weiterhin könnte man einwenden, dass bereits die Explantkultur zu einer Selektion der
Zellen geführt hat, da die Fähigkeit der unterschiedlichen Zellarten bzw. der einzelnen Zellen
einer Zellart zu migrieren, hier bereits als Selektionskriterium wirksam war. Dieses Phäno-
men wurde einerseits zur Reinigung der Kultur genutzt, könnte aber andererseits die Selekti-
on einer Subpopulation von Fibroblasten, nämlich der wachstumsstärksten unter ihnen, be-
günstigt haben.

In diesem Fall ergäbe sich ein Szenario, in dem jeweils die potenteste Subpopulation
der Zellen der Kontrollpatienten und der Zellen der Patienten mit Emphysem miteinander
verglichen worden wären. Dennoch zeigte sich auch hier ein vermindertes Potential der Fi-
broblasten von Patienten mit einem Emphysem, sich zu replizieren. In einer Population mit
einem unbekannten Mischungsverhältnis von wachstumsstarken und weniger wachstums-
starken Fibroblasten werden die wachstumsstarken Zellen nach relativ kurzer Zeit dominie-
ren; dieser Effekt ist um so stärker ausgeprägt, je heterogener die Fibroblastenpopulation ist
und je mehr wachstumsschwache Zellen vorhanden sind. Man muss also davon ausgehen,
dass selbst die wachstumsstärksten Fibroblasten der Patienten mit Emphysem immer noch
geringeres Wachstum zeigten als die wachstumsstärksten Zellen der Kontrollpatienten oder
eine Mischpopulation dieser Zellen, die primär schnell und mittelschnell wachsende Zellen
enthielt.
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5.1.2 Zelldifferenzierung
Die Proliferation einer Zellkultur hängt von vielen Faktoren ab. Da in dieser Arbeit aus-

schließlich humane Lungenfibroblasten zum Einsatz kamen, können Speziesunterschiede
sowie Unterschiede zwischen verschiedenen Geweben ein und desselben Spenders als Ein-
flussfaktoren ausgeklammert werden. Es verbleiben das Alter des Spenders und durch die
zu untersuchende Erkrankung oder andere Vorerkrankungen bedingte Unterschiede in der
Antwort der Fibroblasten auf die Stimuli der Zellkultur. Da diese Stimuli für die Kulturen bei-
der untersuchten Gruppen gleich waren und kein signifikanter Unterschiede im Alter zwi-
schen den Gruppen bestand, ist zu folgern, dass die Unterschiede des Verhaltens der Zellen
in diesen selbst begründet lagen.

Da die Anzucht von Fibroblasten aus Explantkulturen zunächst mit der Anwesenheit
auch anderer Zellarten verbunden ist, insbesondere derjenigen bronchialer Epithelzellen und
gewebeständiger Leukozyten, könnten unterschiedliche Anteile dieser Zellen, die sich in ih-
rem Proliferationsverhalten durchaus von demjenigen der Fibroblasten unterscheiden, zu
Unterschieden des Wachstums der Gesamtkultur führen, sofern die Gesamtzahl der Zellen
betrachtet wird. Auch sind durch Interaktion zwischen Zelltypen Beeinflussungen des
Wachstums einzelner Zelltypen denkbar. Die Wachstumsversuche wurden in der vorliegen-
den Arbeit in Passage 2 nach Primärkultur durchgeführt. Durch spezifische Immunfärbungen
der Zellen in Passage 1 ließ sich nachwiesen, dass der Anteile von Zellen, die Kennzeichen
nicht-fibroblastenartiger Zellen trugen, sehr gering war und sich zudem nicht zwischen den
Gruppen unterschied. Folglich waren die Unterschiede des Gesamtwachstums der primär
vertretenen Zellart, d.h. den Fibroblasten zuzurechnen.

Drei Arbeitsgruppen berichteten über eine erhöhte Apoptoserate der Zellen der Alveo-
larwand beim Lungenemphysem als möglicherweise grundlegendem Faktor, der eine ge-
störte Homöostase der alveolären Septen nach sich zieht (Aoshiba et al. 2003; Kasahara et
al. 2001; Tuder et al. 2003). Betrachtet man, wie in der vorliegenden Arbeit, das Netto-
wachstum der Zellkultur als Kenngröße der Proliferation der Fibroblasten, so wäre prinzipiell
denkbar, dass ein Absterben von Zellen durch Apoptose und/oder Nekrose die beobachteten
Unterschiede der Verdopplungszeit verstärkt oder gar erst bewirkt haben könnte, sofern
Apoptose und/oder Nekrose bei den Fibroblasten der Patienten mit einem Emphysem ver-
mehrt aufgetreten sein sollten.

Da insgesamt eine sehr hohe Vitalität der Zellen und nur sehr wenige Zelltodereignisse
gefunden wurden, zudem kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen bestand,
kann davon ausgegangen werden, dass zumindest im stationären Zustand, d.h. in Abwe-
senheit akuter, durch Entzündungszellen oder Noxen ausgelöster Effekte, Apoptose und
Nekrose als ursächliche Faktoren für die beobachteten Unterschiede unwahrscheinlich sind.
Welche Bedeutung allerdings eine akute, etwa durch Zigarettenrauch oder Entzündungszel-
len induzierte Apoptose und/oder Nekrose als zusätzlichem Faktor zukommt und welchen
Einfluss dieser Faktor bei der Induktion des veränderten Phänotyps der Fibroblasten hat,
lässt sich aus den vorliegenden Daten nicht erschließen.
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5.1.3 Kryokonservierung
Der Unterschied in der Verdopplungszeit zwischen den Gruppen wurde an Zellen in

Passage 2 nach Primärkultur bestimmt, die zwischenzeitlich nicht in Flüssigstickstoff gelagert
worden waren. Der Unterschied war aber auch messbar, wenn Zellen derselben Patienten
nach Kryokonservierung verwendet wurden. Abgesehen davon, dass Kryokonservierung zu
einem geringfügigen Anstieg der mittleren Verdopplungszeit und einer Verbreiterung der
Interquartilenabstände, d.h. einer Vergrößerung der Heterogenität zwischen den Zellkulturen,
führte, gab es eine signifikante Korrelation zwischen den Zellteilungsraten vor und nach
Kryokonservierung. Folglich kann davon ausgegangen werden, dass die Kryokonservierung
zu keiner signifikanten Verzerrung der Ergebnisse geführt hat, da sie beide Gruppen gleich-
sinnig und in gleichem Umfang beeinflusste. Dieser Befund ist von besonderer Bedeutung
für die gegenwärtigen und künftige Experimente, da es technisch nicht möglich ist, ohne
Kryokonservierung zu arbeiten.

5.1.4 Langzeitwachstum
Nachdem basal in Passage 2 nach Primärkultur eine verminderte Wachstumsrate der

Fibroblasten beim Emphysem beobachtet wurde, stellte sich die Frage nach den Faktoren,
die hierfür ursächlich sein könnten.

Es ist bekannt, dass Fibroblasten während der in-vitro-Alterung ihre Reaktivität auf mi-
togene Stimuli (z.B. PDGF, EGF, Insulin, Transferrin und Dexamethason) verlieren (Phillips
et al. 1984). Langsamer wachsende Fibroblasten könnten also einfach deshalb eine vermin-
derte Reaktion auf das mitogene FCS zeigen, weil sie gealtert sind.

Wenn die Zellen von Patienten mit einem Lungenemphysem gealtert wären im Ver-
gleich zu Zellen von Patienten ohne Emphysem, so sollte man erwarten, dass sie die Ruhe-
phase (d.h. den stationären Zustand ohne weiteres Wachstum in serieller Kultur) früher er-
reichen als die Zellen der Kontrollpatienten.

Die Analyse der Wachstumsdynamik bis zur Stagnation der Proliferation ergab als er-
stes, dass der Unterschied der initialen Steigungen mit den Ergebnissen der früheren basa-
len Wachstumsversuche, die nur auf die Analyse dieser Steigungen ausgerichtet waren,
übereinstimmte. Dies bestätigte den Befund, dass die Proliferationsraten bei Patienten mit
Emphysem und Kontrollpatienten intrinsisch unterschiedlich sind.

Des weiteren fand sich ein Trend hin zu einer geringeren kumulativen, maximalen Zahl
der Populationsverdopplungen bei Fibroblasten von Patienten mit Emphysem, allerdings mit
großer Heterogenität innerhalb der Gruppen. Da die Altersverteilungen der Gruppen sehr
ähnlich waren, ist es unwahrscheinlich, dass das Alter einen signifikanten Effekt auf die Un-
terschiede des Wachstums hatte. Dies gilt um so mehr, als bei gesunden Spendern keine
Beziehung zwischen dem Alter des Spenders und der replikativen Lebensdauer der Zellen in
Kultur gefunden wurde (Cristofalo et al. 1998). Es gibt allerdings Hinweise darauf, dass Zel-
len von Spendern mit verschiedenen Erkrankungen, darunter solchen, die mit einer vorzeiti-
gen Alterung einhergehen, eine signifikant kürzere Lebensdauer bzw. Verdopplungszahl als
normale Kontrollen in Kultur aufweisen (Oshima et al. 1995). Aus diesem Grunde ist die Be-
obachtung unterschiedlicher maximaler Populationsverdopplungen keineswegs unüblich.

Dies legt als einfachste Erklärung die Annahme nahe, dass die reduzierte Proliferati-
onsrate und die Tendenz hin zu einer geringeren kumulativen Maximalzahl von Populations-
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verdopplungen bei Fibroblasten von Patienten mit Emphysem eine - möglicherweise lokale -
vorgezogene Alterung dieser Zellen widerspiegelt. Als eine mögliche Ursache kann ange-
nommen werden, dass ein vermehrter Bedarf nach Reparatur durch die zigarettenrauchindu-
zierten Schäden einen Teil der prinzipiell begrenzten Teilungskapazität der Fibroblasten ge-
wissermaßen aufgezehrt hat. Allerdings würde man in diesem Fall eine Verkürzung der Te-
lomeren erwarten (s.u.).

Unabhängig davon, welcher Mechanismus die Verlangsamung der Proliferation her-
vorgerufen hat, ist zu erwarten, dass diese das Gleichgewicht stimulierter oder unstimulierter
zellulärer Ersatzprozesse stört und folglich eine Imbalance zwischen Gewebezerstörung und
-erneuerung herbeiführt, zumindest solange man bereit ist, in der Lunge ortsständigen Zellen
eine Rolle bei dem Erhalt des Lungengewebes zuzuschreiben. Es ist eine zur Zeit ungeklärte
und zugleich heftig umstrittene Frage, ob die Regeneration von Lungengewebe durch orts-
ständige Zellen erfolgt oder ob Stammzellen des Knochenmarks benötigt werden, die erst in
die Lunge migrieren müssen. Die Tierexperimente, welche die Beteiligung von Knochen-
markszellen nahelegen, sehen sich mit ernsten methodologischen Einwänden konfrontiert,
sowohl was den Nachweis dieser Zellen angeht als auch bezüglich der Realitätsnähe der
Gewebeschädigung. Unabhängig von diesen Fragen und in Verbindung mit klinischen Beob-
achtungen vorgezogener Alterung bei Rauchern unterstützen die Ergebnisse der Proliferati-
onsanalyse die Hypothese, dass eine vorzeitige Alterung von Strukturzellen an der Pathoge-
nese des Lungenemphysems beteiligt ist.

Die deutliche Limitierung des Wachstums der Fibroblasten von Patienten mit Emphy-
sem nach Reduktion des FCS-Gehaltes im Zellkulturmedium (Holz et al. 2004), sowie die
Beobachtung einer verminderten Reaktion dieser Fibroblasten auf pro-proliferative (Interleu-
kin-1beta) und anti-proliferative Stimulation (TGF-beta1) im Vergleich zu Zellen von Kontroll-
patienten (Noordhoek et al. 2003) gibt weitere Hinweise auf einen seneszenten Phänotyp der
Fibroblasten, in Form einer verminderte Antwort auf externe Signale.

5.2 Seneszenz
Ein erhöhter Anteil seneszenter, zellzyklus-arretierter Zellen könnte insofern einen Bei-

trag zu der Gewebezerstörung leisten, als Fibroblasten eine wesentliche Rolle für die Inte-
grität der Lunge spielen (Absher 1995).

Es ist plausibel, anzunehmen, dass derartige altersbedingte Defizite den Beginn und
Progress emphysematöser Läsionen begünstigen. Tatsächlich wurden bei Mäusen, die
durch eine genetische Veränderung vorzeitig altern, Zeichen eines Lungenemphysems ge-
funden (Kurozumi et al. 1994).

Über die Wachstumsdynamik hinaus, die einen seneszenten Phänotyp der Fibrobla-
sten nahe legt, gibt es weitere Charakteristika einer Alterung der Zellen.

Die serielle Passage normaler Fibroblasten (regelmäßige Teilung der Zellkultur unter
Stimulation des exponentiellen Wachstums) geht mit einer Veränderung ihrer Proliferations-
rate, Morphologie und ihres Metabolismus einher (Absher 1995).

Es wurden drei Phasen der Lebensspanne von Fibroblasten in vitro beschrieben: (1)
die Explantkultur bis zur ersten Subkultivierung (Passagierung) der Zellen; (2) die proliferativ
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aktive Kultur und schließlich (3) ein seneszenter Zustand der Zellen (Hayflick 1965; Hayflick
und Moorehead 1961).

Zellen, die in einen seneszenten Zustand eintreten, können diesen längere Zeit auf-
rechterhalten, lassen sich aber nicht wieder zur Teilung anregen. Folglich ist die Teilungska-
pazität von Fibroblasten in Kultur begrenzt. Sie beträgt für fötale Zellen etwa 40-60 Populati-
onsverdopplungen und für Zellen adulter Herkunft etwa 20-40 Verdopplungen (Hayflick
1965). Diese Begrenzung gilt für Zellen, in denen im Normalzustand keine signifikante Telo-
meraseaktivität nachweisbar ist.

In der Langzeitkultur wurde eine Stagnation des Wachstums der Zellen beobachtet.
Dies spricht für eine Alterung der Zellen in vitro und gleichzeitig gegen eine nennenswerte
Telomeraseaktivität. Es kann also angenommen werden, dass in den Kulturen keine Tumor-
zellen vorlagen, deren unbegrenztes Wachstum im Laufe der Zeit die Zellkultur dominieren
müsste. In diesem Fall sollte keine Stagnation des Wachstums zu beobachten sein. Zu be-
achten ist in jedem Fall, dass ein Stillstand der Zellteilung nicht notwendigerweise das Ab-
sterben der Zellen nach sich zieht; die Lebensdauer von Zellen kann auch und gerade im
Zustand geringer oder nicht mehr nachweisbarer Proliferation groß sein. Zellalterung impli-
ziert also keineswegs kurze Lebensdauer.

In gealterten Kulturen von Fibroblasten wurden vermehrt große, abgeflachte Zellkörper
beobachtet, deren Größe mit Verlust der proliferativen Kapazität einhergeht (Bird et al. 2003;
Bowman und Daniel 1975).

Ähnliche morphologische Veränderungen wurden auch in den Kulturen beobachtet, die
in der vorliegenden Arbeit analysiert wurden. Morphologische und funktionelle Veränderun-
gen gealterter Fibroblasten könnten sowohl für die Identifikation dieser Zellen in Kulturen als
auch für die Pathogenese des Emphysems eine Rolle spielen, da die mit der Zellalterung
einhergehenden Veränderungen des Zytoskeletts funktionelle Konsequenzen haben. Das
Fehlen von Mikrofilamentbündeln geht mit dem Verlust der Motilität der Zellen einher
(Bowman und Daniel 1975; Kelley et al. 1980).

Eine verzögerte Ausrichtung der Actinbündel führt zu einem verlangsamten Ausbreiten
der Zellen in gealterten Fibroblastenkulturen (Kelley et al. 1980). In Abhängigkeit vom Alter
verändert sich ebenfalls die Synthese von Collagen und anderer Matrixmoleküle durch die
Fibroblasten (Absher 1995). So produzierten seneszente fötale Lungenfibroblasten nicht nur
weniger Fibronectin als junge Zellen (Vogel et al. 1981), ihr Fibronectin war auch weniger
effektiv in der Vermittlung der Adhäsion von jungen oder alten Zellen (Chandrasekhar und
Millis 1980).

Solche, auf einer induzierten Seneszenz der Fibroblasten von Patienten mit einem
Emphysem beruhenden Veränderungen, könnten zu einer möglicherweise reduzierten Fä-
higkeit der Fibroblasten beitragen, die Wundheilung in den emphysematösen Läsionen der
Lunge zu gewährleisten.

Im Zustand zellulärer Seneszenz wurden außerdem mehr Lysosomen in der Zelle, so-
wie Veränderungen der Struktur und Morphologie von Mitochondrien und Nuclei gefunden
(Brandes et al. 1972; Johnson, Jr. 1979; Lipetz und Cristofalo 1972).

Die Lysosomen wurden in der vorliegenden Arbeit zur Identifikation von seneszenten
Zellen genutzt. Um die Hypothese eines beschleunigten oder induzierten Alterns der Lun-
genfibroblasten als Ursache des Emphysems zu überprüfen, wurden zwei Messgrößen un-
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tersucht, die bekanntermaßen mit dem Alter von Zellen verknüpft sind: die Aktivität der Se-
neszenz-assoziierten beta-Galaktosidase und die Länge der Telomeren.

5.2.1 Seneszenz-assoziierte beta-Galaktosidase
Die Aktivität der Seneszenz-assoziierten beta-Galaktosidase (SA-beta-Gal) bei pH 6,0

ist ein verbreiteter Marker für zelluläre Seneszenz (Dimri et al. 1995; Kurz et al. 2000).
Je älter eine Zelle ist, desto stärker färbt sie sich beta-Galaktosidase-positiv. Die mit

der Alterung der Zellen erhöhte Färbung spiegelt nach gängiger Auffassung die Zunahme
der Zahl der Lysosomen in den gealterten Zellen wider, in denen die SA-beta-Gal lokalisiert
ist. Im seneszenten Zustand sind viele oder große Lysosomen und entsprechend viel SA-
beta-Gal vorhanden, so dass selbst bei einem suboptimalem pH-Wert von 6,0 noch eine
Restaktivität des Enzyms messbar ist (Kurz et al. 2000).

Mit zunehmender Zeit in Kultur zeigten sich an den untersuchten Kulturen die bereits
erwähnten morphologischen Änderungen, wie eine Zunahme der Zellgröße und eine stärker
abgerundete und breitere Erscheinung der Zellen. Dies ging mit einem Anstieg des Anteils
der für die Seneszenz-assoziierte beta-Galaktosidase positiv gefärbten Zellen einher.

Da dieser Anteil allerdings nicht nur mit der Zeit in Kultur ansteigt, sondern auch von
der Konfluenz der Zellkultur abhängig ist (Severino et al. 2000), fand der Vergleich der Grup-
pen sowohl in derselben Kulturwoche als auch bei vergleichbarer Zelldichte statt. In dem
betrachteten Zeitfenster war die Aktivität der Seneszenz-assoziierte beta-Galaktosidase bei
pH 6,0 bei Fibroblasten aus emphysematösem Lungengewebe im Vergleich zu den Kontroll-
zellen erhöht. Dies deutete auf einen gealterten Phänotyp der Lungenfibroblasten bei Pati-
enten mit Emphysem hin.

Da die Färbungen zwischen Passage 4 und 5 stattfanden, stand von einigen Patienten,
deren Zellen sehr früh das Wachstum einstellten, kein Material für diese Untersuchung zur
Verfügung. Dies impliziert, dass der Unterschied im Grad der Färbung der Fibroblasten auf
SA-beta-Gal zwischen den Patienten mit und ohne Emphysem möglicherweise sogar noch
unterschätzt wurde, da nur relativ wuchsstarke und somit junge Zellen der Patienten mit Em-
physem in diese Analyse eingingen.

Man könnte allerdings einwenden, dass die Gesamtzahl der Zellteilungen in Kultur die
Erscheinung der SA-beta-Gal-positiven Zellen beeinflusst haben könnte. Obwohl keine Da-
ten zur Zahl der Zellteilungen in der primären Explantkultur vor Beginn der einzelnen Unter-
suchungen vorliegen, bleibt festzuhalten, dass während der Kultur (Passage 1-4) und bevor
dieser Assay durchgeführt wurde, die Kontrollfibroblasten mehr Teilungen vollzogen hatten
als die der Patienten mit Emphysem. Diese Beobachtung spricht für die Annahme, dass es
sich bei dem erhöhten Anteil der SA-beta-Gal-positiven Zellen beim Emphysem nicht um ein
Artefakt handelte. Daher erscheint es gerechtfertigt, zu schlussfolgern, dass der erhöhte
Anteil gefärbter Fibroblasten bei Patienten mit Emphysem tatsächlich auf ein vermehrtes
Vorkommen seneszenter Zellen in dieser Gruppe hinwies.

Bei der Interpretation der Daten zur SA-beta-Gal sind allerdings weitere methodologi-
sche Faktoren zu berücksichtigen. So ist zum Beispiel unbekannt, ob der erhöhte Anteil von
Zellen, die sich bei Patienten mit Emphysem auf SA-beta-Gal positiv färbten, auf eine homo-
gene Verschiebung der Zellen hin zu replikativer Seneszenz oder einen steigenden Anteil
einzelner seneszenter Zellen, die aus dem Zellzyklus ausgeschieden waren, zurückzuführen
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war. Ungeachtet dieser Unsicherheiten sprechen die Befunde für einen im Mittel gealterten
Phänotyp der Fibroblasten beim Lungenemphysem.

Als weiterer Faktor ist zu bedenken, dass das Auftreten einer replikativen Seneszenz in
Kultur auch mit den Wachstumsbedingungen verknüpft sein könnte (Balin et al. 2002).

In diesem Falle würden die beobachteten Unterschiede eine unterschiedliche Antwort
der Gruppen auf die Kulturbedingungen (z.B. 21 % Luftsauerstoff) widerspiegeln. Dies würde
bedeuten, dass bei Fibroblasten von Patienten mit Emphysem die Fähigkeit, oxidativen
Stress abzuwehren, vermindert ist. Dies wiederum könnte implizieren, dass eine geringere
Proliferationsrate auf eine im Vergleich zur Kontrolle längere Zeit, die zur Reparatur oxidati-
ver Schäden benötigt wird, zurückzuführen wäre. Unabhängig von der Tatsache, ob dieser
Faktor in den Zellkulturen eine Rolle gespielt hat oder nicht, bleibt anzunehmen, dass die
unter Kulturbedingungen beobachteten Unterschiede zwischen den Gruppen auch in vivo
relevant sind, wenn auch möglicherweise zu einem anderen Grade (Wright und Shay 2002),
denn oxidativer Stress ist auch in vivo allgegenwärtig.

5.2.2 Telomerenlängen
An der zellulären Alterung ist eine Vielzahl von Mechanismen beteiligt. Einer der wich-

tigsten dieser Mechanismen ist die Verkürzung der Chromosomenendsequenzen (Telomere)
(Harley 1991). Er beruht auf der Tatsache, dass sich die Länge der Telomere mit jeder Zell-
teilung vermindert, da die DNA bei der Reduplikation aufgrund der Tatsache, dass die DNA-
Polymerase einen Primer zum Start benötigt, nicht in vollständiger Länge repliziert werden
kann („mitotische Uhr“) (Blackburn 1991). Bei jeder Zellteilung geht also ein Endstück der
DNA verloren. Telomere, die eine kritische Länge unterschreiten, führen zum Ausstieg der
Zelle aus dem Zellzyklus und limitieren dadurch die replikative Kapazität der Zelle. Der Ver-
lust kann durch die Telomerase, ein Ribonukleoprotein mit einem RNA-Template, rückgängig
gemacht werden; die weitaus meisten Zellen außerhalb der Keimbahn weisen jedoch keine
messbare Telomeraseaktivität auf (Strahl und Blackburn 1996). Damit übereinstimmend ver-
kürzen sich die Telomere von Fibroblasten während der Alterung in Kultur (Harley et al.
1990), und ihre initiale Länge korreliert mit ihrer replikativen Kapazität (Allsopp et al. 1992).

Geht man davon aus, dass in der Lunge eines starken Rauchers, insbesondere dann,
wenn er ein Emphysem entwickelt hat, vielfach wiederholte Schädigungen des Lungenge-
webes aufgetreten sind, so hätte dies zur Folge, dass entsprechend viele Reparaturvorgän-
ge stattgefunden haben oder zumindest initiiert worden sind. Soweit gewebeständige Fibro-
blasten zur Reparatur beitragen, könnten sie demzufolge angeregt worden sein, sich ver-
mehrt zu teilen. Dies wiederum hätte zur Folge, dass die Telomere der Fibroblasten von Pa-
tienten mit Emphysem kürzer wären als diejenigen der Kontrollpatienten.

Andererseits würden unveränderte Telomerenlängen keineswegs gegen die Hypothese
einer induzierten Alterung sprechen, da eine replikative Seneszenz auch auf anderen, Telo-
meren-unabhängigen Wegen erreicht werden kann (Bird et al. 2003; Pascal et al. 2005).
Ferner muss bei der Interpretation der Daten bedacht werden, dass immer eine breite Hete-
rogenität der Telomerenlängen innerhalb einer Population besteht, da sich die Zellen in der
Regel asynchron teilen. Dies macht es schwierig, zwischen einer über die Population homo-
genen Reduktion und einer Reduktion der Telomerenlängen in einer Subpopulation zu unter-
scheiden. Diese Frage ließe sich allenfalls anhand der Streubreite der Telomerenlängen in
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beiden Gruppen entscheiden. Die zur Einzelzellanalyse erforderlichen Techniken, z.B. die
Durchflusszytometrie, standen wegen des hohen Aufwandes in der vorliegenden Arbeit nicht
zur Verfügung, zumal sie derzeit noch einen experimentellen Charakter aufweisen. Unab-
hängig von der Frage der gleichmäßigen Änderung versus Änderung einer Subpopulation
würden jedoch beide Wege zum selben Gesamteffekt führen, einer Reduktion der Teilungs-
kapazität des Lungengewebes.

Der Assay zur Bestimmung der Telomerenlänge, der hier Verwendung fand, ist ein
etabliertes und gut handhabbares Verfahren, wenn auch nicht von maximaler Sensitivität
(Baird et al. 2003). Es wurde z.B. erfolgreich eingesetzt, um kürzere Telomere in Lympho-
zyten von Rauchern und auf diese Weise eine Form der Alterung des Immunsystems nach-
zuweisen (Valdes et al. 2005).

Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete vorgezogene Alterung der Fibroblasten
beim Emphysem war offenbar von der Länge der Telomere unabhängig, da sich diese zwi-
schen den Gruppen nicht signifikant unterschied. Die Validität unserer Daten wurde zum ei-
nen durch vergleichbare Muster der Southern blots in Doppelbestimmungen des enzymati-
schen Verdaus derselben DNA-Proben und zum anderen dadurch belegt, dass die gefunde-
nen Telomerenlängen in einer Größenordnung lagen, die bereits von anderen für Fibrobla-
sten gefunden wurde (Harley et al. 1990).

Es erscheint ebenfalls unwahrscheinlich, dass der geringe Unterschied im Alter der
Patienten beider Gruppen das Ergebnis signifikant beeinflusst hat. Ebenso wie für SA-beta-
Gal kann argumentiert werden, dass die Fibroblasten von Patienten mit Emphysem in vivo
durch einen erhöhten Bedarf an Reparatur von Zellschäden möglicherweise mehr Zellteilun-
gen durchmachen mussten und somit im Mittel kürzere Telomere haben sollten. Andererseits
könnte die höhere Replikationsrate der Zellen der Kontrollgruppe, d.h. der stärkere „Ver-
brauch“ der Zellteilungskapazität, die Unterschiede der Telomerenlänge vermindert haben.
Insgesamt erscheint es aber unwahrscheinlich, dass es durch diesen Mechanismus zu ei-
nem vollständigen Ausgleich oder gar einer Umkehrung des Verhältnisses der Telomeren-
längen gekommen ist. Nimmt man eine Verkürzung der Telomeren um ca. 50 Basenpaare
(bp) in jeder Fibroblastenreplikation an (Harley et al. 1990), entspräche der beobachtete
Unterschied von 300 bp einem Unterschied von 6 Populationsverdopplungen. Aus der Cha-
rakteristik des Langzeitwachstums (Holz et al. 2004) würde man ebenfalls einen Unterschied
von etwa 6 Populationsverdopplungen erwarten, wobei jedoch die Telomerenlänge (entge-
gen der tatsächlichen Beobachtung) beim Emphysem geringer sein müsste. Ein Unterschied
von 12 Verdopplungen entgegen der Hypothese lässt es trotz der großen Streuung der Da-
ten als wenig wahrscheinlich erscheinen, dass das erwartete Ergebnis kürzerer Telomeren
bei Patienten mit Emphysem fälschlich nicht erkannt wurde. Eine statistische Analyse der
Daten ergab, dass die Wahrscheinlichkeit, dass die Telomeren der Patienten mit Emphysem
dennoch kürzer als diejenigen der Kontrollpatienten waren, nur maximal 4,7 % betrug (per-
sönliche Mitteilung, R.A. Jörres). Man muss also davon ausgehen, dass die Telomerenlän-
gen in beiden Gruppen im wesentlichen gleich waren.

Ferner ist zu beachten, dass eine Telomeren-unabhängige replikative Seneszenz kein
seltenes Phänomen darstellt. Eine Vielzahl anderer zellulärer Faktoren kann einen Arrest der
Zellteilung vermitteln, wie z.B. die Bindung von p16 an CDK4- und CDK6-Komplexe, was zu
einem Ras-vermittelten Zellzyklusarrest in der G1-Phase des Zellzyklus führt (Bird et al.
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2003). Detaillierte, insbesondere mechanistische Untersuchungen zur oxidanzieninduzierten
vs. replikativen Seneszenz wurden von Pascal und Mitarbeitern durchgeführt (Pascal et al.
2005). Auf der Grundlage dieser Ergebnisse scheint es nicht wahrscheinlich, dass die Telo-
merenlänge die Hauptdeterminante der Unterschiede zwischen den Lungenfibroblasten der
beiden untersuchten Gruppen war oder bei der Induktion der Seneszenz auch nur als Folge
beeinflusst wurde. Die Unterschiede der Proliferationsrate und -kapazität, SA-beta-Gal-
Färbung und Genexpression, die trotz vergleichbarer Telomerenlängen auftraten, müssen
daher anderweitig erklärt werden (s.u.).

Da sich die Länge der Telomere während der Phase des exponentiellen Wachstums
zwischen den Gruppen nicht unterschied, wurde darauf verzichtet, zu untersuchen, ob Un-
terschiede in der terminalen Phase des Wachstums, d.h. dem Plateau der kumulativen Po-
pulationsverdopplungen, bestanden, da zu diesem Zeitpunkt die zum früheren Zeitpunkt der
Zellkultur erwarteten Unterschiede ohnehin hätten nivelliert sein müssen.

Ebenfalls als nicht zielführend betrachtet wurde die Frage, ob sich die Gruppen even-
tuell in der Aktivität der Telomerase unterschieden, die bei immortalisierten Zelllinien für eine
kontinuierliche Verlängerung der Telomeren sorgt (Strahl und Blackburn 1996) und somit die
mitotische Uhr umgeht. Aufgrund des Wachstumsverhaltens wäre zu erwarten gewesen,
dass im Falle positiver Aktivität der Telomerase bei den Kontrollpatienten eine höhere Akti-
vität hätte präsent sein müssen, damit eine Alterung verzögert würde. Da jedoch kein Unter-
schied bei den Telomerenlängen gefunden wurde, würde hier ein differenzieller Befund keine
Erklärung für die beobachteten Phänomene liefern, es sei denn, man nähme den unwahr-
scheinlichen Fall an, dass verkürzte Telomere wieder gerade eben bis zur Gleichheit beider
Gruppen verlängert worden wären.

5.3 Bedeutung der Genexpression
Da der seneszente Phänotyp der Fibroblasten von Patienten mit Emphysem von einer

Verkürzung der Telomeren unabhängig zu sein schien, muss es andere Mechanismen ge-
ben, die den zu veränderten Zustand der Zellen bedingen.

Die Erbinformationen, die in der DNA gespeichert sind, stellen die Gesamtheit der
Möglichkeiten dar, in deren Grenzen sich die Stoffwechselfunktionen eines Organismus be-
finden können. Jede Zelle enthält die Gesamtheit der Informationen für den vollständigen
Organismus. Die Art und Anzahl der aktiven Möglichkeiten des Gesamtpools entscheidet
über den Phänotyp der verschiedenen Zellarten im Körper. Da die DNA ortsfest im Zellkern
lokalisiert ist, die Stoffwechselprozesse aber sowohl in der Zelle als auch in der äußeren
Umgebung der Zelle ablaufen, muss es funktionell aktive Substanzen geben, die die Stoff-
wechselfunktionen wahrnehmen. Dies sind die strukturell und enzymatisch aktiven Proteine
sowie die Botenstoffe, die mitteilen, welcher der vielen möglichen Prozesse im Stoffwechsel
gerade aktiv sein soll. Untersucht man also den Stoffwechselzustand einer Zelle, so sind
verschiedene Ebenen der Regulation zu beachten, die wiederum verschiedene Schlüsse auf
die Beeinflussbarkeit oder Persistenz von Änderungen erlauben.
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5.3.1 DNA-Ebene
Die DNA, d.h. die Doppelhelix mit komplementären Basenpaaren (C-G; T-A) als Infor-

mationsträger, enthält die gesamten Informationen über die Möglichkeiten, innerhalb derer
sich die Zelle bewegen kann.

In speziellen Fragestellungen, wie in dieser Arbeit, können bereits aus der globalen
Analyse der DNA, z.B. den Enden der Chromosomen (Telomeren), Informationen über den
Zustand der Zelle gewonnen werden.

Die mehr ins Detail gehenden DNA-Untersuchungen betreffen Mutationen bzw. allge-
meiner genetische Varianten (Polymorphismen) der Basensequenzen oder Veränderungen
der Lokalisierung bestimmter Sequenzen auf den Chromosomen (Translokationen). Fragt
man nach genetischen Determinanten einer Erkrankung, so wären sie auf dieser Ebene zu
finden. Die Frage, welche genetischen Faktoren außer einem Alpha-1-Antitrypsin-Mangel die
Entstehung des zigarettenrauchinduzierten Emphysems begünstigen, war nicht Gegenstand
dieser Arbeit. Die Analyse genetischer Dispositionen zur Entwicklung einer COPD hat bis-
lang nicht zu eindrucksvollen Ergebnissen geführt. Es erscheint viel ratsamer, die differenti-
elle Regulation der Genexpression (transkribierte mRNA) zu untersuchen, um von dort aus
Rückschlüsse auf beteiligte Gene zu ziehen. Dieser Ansatz wurde in der vorliegenden Arbeit
verfolgt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen eine induzierte Veränderung der Zellen nahe, die
aufgrund der Großräumigkeit der Erkrankung vermutlich nicht auf somatischen Mutationen
beruht, die beispielsweise bei Tumoren eine wesentliche Rolle spielen. Die Veränderungen
sind vermutlich eher epigenetischer Natur. Die Epigenetik betrachtet u. a. die Zugänglichkeit
und Ablesbarkeit der DNA, die durch kovalente Änderungen der Histone bedingt ist, um die
herum die DNA in Form der Nukleosomen gewickelt ist. Die kovalenten Änderungen, z.B. die
Acetylierung der Histone, haben einen wesentlichen Einfluss darauf, ob die DNA für die Ab-
leseapparatur der Zelle an einem bestimmten Gen (oder auch global für viele Gene) zugäng-
lich ist und welche die Ablesung regulierenden Kofaktoren binden können. Als zweite Regu-
lationsebene können einzelne Gene vermittels der Methylierung von Cytosinen innerhalb der
Promotorregionen der Gene in ihrer Ablesbarkeit beeinflusst werden. Methylierung der Cyto-
sine geht in der Regel mit einer transkriptionellen Repression einher. Solche Veränderungen
lassen sich induzieren und sind z.B. für IGFBP-rP1 (s.u.) bei der Maus berichtet worden
(Komatsu et al. 2000).

Für die Untersuchung genetischer und epigenetischer Veränderungen in Fibroblasten
von Patienten mit Emphysem wäre es hilfreich, präzise Informationen über die relevanten
Gene zu haben. Da diese Arbeit zunächst dazu beitragen sollte, möglicherweise unter-
schiedlich regulierte Gene durch einen explorativen Ansatz zu identifizieren, müssen die ge-
netischen und epigenetischen Analysen einem zweiten Schritt vorbehalten sein.

5.3.2 mRNA-Ebene
Die in dieser Arbeit vorwiegend untersuchte Ebene ist diejenige der Genexpression.

Soll ein Protein im Stoffwechsel aktiv werden, so muss es in der Regel erst von der Zelle
hergestellt werden. Der Bauplan für ein Protein ist innerhalb der DNA in den Genen festge-
legt. Anhand des Gens wird durch den Multiproteinkomplex der RNA-Polymerase ein RNA-
Strang komplementär zu einem Strang der DNA des Gens erstellt. Es entsteht die mRNA,
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die den Zellkern verlassen und mehrfach posttranskriptionell modifiziert werden kann, um
schließlich in den Ribosomen in das codierte Protein übersetzt zu werden. Die Bausteine der
Proteine, die Aminosäuren, sind bekanntlich in der mRNA in Gruppen zu je drei Basen („Tri-
pletts“ aus C,T,G oder U) codiert. Zu den Tripletts komplementäre Transfer-RNAs, an denen
die jeweiligen Aminosäuren hängen, binden an die mRNA, und in den Ribosomen werden
die Aminosäuren zu Peptiden und Proteinen verknüpft. Die Untersuchung der Genexpressi-
on ermittelt, welche Gene zum betrachteten Zeitpunkt in mRNA übersetzt wurden, also wel-
che Proteine im Prinzip produziert werden könnten, sofern die entsprechende mRNA zwecks
Proteinsynthese zu den Ribosomen überführt wird. Unterschiede auf dieser Ebene können
Hinweise auf einen unterschiedlichen Phänotyp der Fibroblasten beim Emphysem geben,
unter dem Vorbehalt, dass die Anwesenheit einer mRNA nicht zwangsläufig die Produktion
des Proteins nach sich zieht (Darnell et al. 1990).

5.3.3 Protein-Ebene
Die aussagekräftigste Untersuchungsebene ist diejenige der Proteinexpression, denn

nicht jede in der Zelle vorhandene mRNA wird quantitativ in das jeweils codierte Protein
übersetzt. Demzufolge lässt eine aufregulierte mRNA nicht unbedingt darauf schließen, dass
das Protein in der Zelle in größerer Menge vorliegt (Darnell et al. 1990).

Der Nachweis einer erhöhten Proteinmenge muss also separat geführt werden. Aller-
dings ist auch dann noch nicht gewährleistet, dass das Protein funktionell aktiv ist. Die
mRNA codiert oft nur Vorläuferproteine, die einer posttranslationalen Modifikation (u.a.
Phosphorylierung, Glycosylierung oder Entfernung inaktivierender Gruppen) bedürfen, damit
sie ihre Stoffwechselfunktion ausüben können. Diese posttranslationalen Modifikationen fin-
den z.B. im Golgi-Apparat, bei der Passage des Endoplasmatischen Reticulums oder durch
andere Proteine statt (Krishna und Wold 1993) (Darnell et al. 1990).

Selbst beim Nachweis einer erhöhten Menge eines funktional aktiven Proteins ist nicht
unbedingt klar, welche Konsequenzen dies hat, da Proteine multifunktional sein und in ver-
schiedenen Konzentrationsbereichen unterschiedliche Wirkungen auslösen können. Die Wir-
kungen hängen beispielsweise von möglicherweise ebenfalls in der Zelle oder Zellumgebung
vorhandenen (und oftmals nicht im Detail bekannten) Proteasen oder Enzyminhibitoren ab,
deren Synthese oder Aktivierung u. U. von dem betrachteten Protein selbst initiiert wird und
die es in seiner Wirksamkeit regulieren. Ungeachtet dieser Einschränkungen kann der
Nachweis einer Veränderung der Proteinexpression wesentliche Hinweise auf beteiligte Sig-
nal- und Stoffwechselwege geben.

5.4 Verfahren zur Quantifizierung der Genexpression
Der Nachweis einer unterschiedlichen Genexpression zwischen Fibroblasten von Pati-

enten mit und ohne Emphysem erfolgte zu dem Zweck, die Mechanismen zu explorieren, die
dem reduzierten Wachstum zugrunde lagen. Ein generelles caveat gilt sowohl für Untersu-
chungen der Genexpression als auch solche der Proteine. Da sich eine Zelle permanent in
Interaktion mit ihrer Umwelt befindet, auf externe Stimuli reagiert und die Zellkulturen zudem
in der Regel asynchron den Zellzyklus durchlaufen, können die Befunde immer nur Moment-
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aufnahmen eines über die Zellpopulation gemittelten Stoffwechselzustandes sein. Die asyn-
chrone Kultur kommt den tatsächlichen Gegebenheiten in vivo allerdings viel näher als eine
synchronisierte und ist zudem experimentell besser zu handhaben.

Zum Zwecke der Exploration wurde die Genexpression zunächst an über mehrere Pa-
tienten zusammengefassten (gepoolten) mRNA-Proben mit Hilfe eines umfassenden 12K
cDNA-Array qualitativ untersucht. Sodann wurde die Expression ausgewählter Gene mit der
qPCR als quantitativ zuverlässigerer Methode überprüft. Die methodologischen Aspekte so-
wie die Gene, die sich als besonders interessant erwiesen, werden im Folgenden näher dis-
kutiert.

5.4.1 cDNA-Mikroarrays
Um in kurzer Zeit möglichst umfassende Informationen über die Genexpression zu er-

halten, steht u.a. die Technik der „Biochips“, „cDNA-Arrays“, „Genchips“ oder „Mikroarrays“
zur Verfügung, welche 1995 erstmals publiziert wurde (Schena et al. 1995) und seither zu-
nehmend in der Forschung Verwendung findet.

Hierbei werden DNA-Sequenzstücke („Oligonucleotide“), die jeweils spezifisch für ein
Gen sind und Sequenzhomologien, d.h. Mehrdeutigkeiten der Erkennung, so weit als mög-
lich vermeiden, auf definierten Bereichen eines Substrates (Objektträger aus Glas oder Trä-
germembran aus Kunststoff) verankert (Baldi und Hatfield 2002; Müller und Röder 2004).

 Diese Oligonukleotide dienen als Hybridisierungspartner für markierte cDNA-Proben
(Sonden), die anhand der mRNA aus den zu testenden Kulturen hergestellt und sodann mit
den spezifischen Bindungspartnern der Arrays hybridisiert werden. Die Sonden werden wäh-
rend ihres Herstellungsprozesses entweder mit Fluoreszenzfarbstoffen oder radioaktiv mar-
kiert, um ihre Bindung an das Oligonukleotide qualitativ oder semiquantitativ zu erfassen.
Der verwendete Array erforderte eine radioaktive Markierung mittels 33P.

Die Bindung der Sonde, also des der mRNA entsprechenden freien Liganden, der die
radioaktive Markierung trug, an das auf dem Array fixierte Oligonukleotid wurde über die
Messung der Schwärzung eines Röntgenfilmes quantifiziert. Der verwendete 12K Array der
Firma Clontech trug einschließlich Kontrollen insgesamt 11835 Oligonuleotide jeweils zwei-
fach, um mittels Doppelbestimmung Herstellungsfehler und andere Artefakte leichter zu er-
kennen.
Bislang liegen drei Arbeiten vor, in denen die Genexpression der Lungenzellen von Patienten
mit Emphysem auf einem globalen Maßstab mit Hilfe der cDNA-Array-Technologie unter-
sucht wurde (Golpon et al. 2004; Ning et al. 2004; Spira et al. 2004).

Diese drei Gruppen zogen allerdings zur Analyse der Genexpression das Gesamtlun-
genhomogenat heran. Dieser Ansatz ist zwar in der Lage, unmittelbar und ohne den Umweg
der Zellkultur ein umfassendes Bild der Genexpression in dem Bereich der Probennahme zu
liefern, beruht jedoch auf einem heterogenen, nicht oder nur ungenau quantifizierbaren Ge-
misch unterschiedlicher Zelltypen, welche mit nicht näher bekannten Anteilen zu der Ge-
samtexpression beitragen.

Beispielsweise tragen der Entzündungszustand der Lunge an der Stelle der Probe-
nahme oder die Anteile von Gefäßen und Atemwegen sowie die Zellzusammensetzung des
alveolären Gewebes zu den Interpretationsschwierigkeiten bei. Ein weiteres Problem in Hin-
sicht auf die Vergleichbarkeit der Daten dieser drei Gruppen besteht darin, dass unterschied-
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liche cDNA-Arrays verwandt wurden. Diese Faktoren sind vermutlich dafür verantwortlich,
dass zwischen den drei Arbeitsgruppen nur eine geringe Übereinstimmung der Ergebnisse
der Genexpression bei Patienten mit Emphysem bestand (Podiumsdiskussion - Kongress
der American Thoracic Society 2005).

Der experimentelle Ansatz, der in der vorliegenden Arbeit Verwendung fand, hat den
entscheidenden Vorteil, dass nur ein einzelner Zelltyp, i.e. Fibroblasten in ihrer Genexpressi-
on betrachtet wurden. Zudem wurden die Zellen nicht direkt ex vivo verwendet, sondern
hatten bereits mehrere Wochen in Kultur verbracht. Auf diese Weise kann man davon aus-
gehen, dass akute, durch die Anwesenheit von Entzündungszellen und -mediatoren verur-
sachte Effekte weitgehend ausgeschlossen waren und damit die Chance erhöht war, intrinsi-
sche, dauerhafte Veränderungen des Phänotyps der Zellen zu erkennen.

Die Aussagekraft des verwendeten 12K-cDNA-Plastikarrays war allerdings insofern
eingeschränkt, als die Verwendung gepoolter Proben im Vergleich zu Einzelproben zu Arte-
fakten führen kann. Zum anderen ist die Verlässlichkeit von cDNA-Arrays nicht sehr hoch,
und es bedarf i.a. mehrfacher Wiederholungen eines Versuchsansatzes, um valide Aussa-
gen über die Genexpression treffen zu können (Baldi und Hatfield 2002; Müller und Röder
2004).

Es erschien also nur begrenzt sinnvoll, allein mit Hilfe statistischer Methoden die Daten
des 12K-Arrays analysieren zu wollen. Tendenziell waren in den Fibroblasten der Patienten
mit Emphysem mehr Gene ab- als aufreguliert. Dies erlaubte immerhin, einen weniger stoff-
wechselaktiven und in diesem Sinne seneszenten Phänotyp anzunehmen.

Darüber waren eine Reihe von Genen zwischen den Gruppen differentiell reguliert, de-
ren Funktion gemäß Literaturdaten eine Beteiligung an der Regulation der Proliferation oder
Transkription, an der Entstehung einer zellulären Seneszenz oder an anderen Mechanismen
mit potentieller Bedeutung für die Arbeitshypothese umfasste. Die Expressionsunterschiede
von Genen des globalen 12K-Arrays, die nach diesen Kriterien ausgewählt wurden, wurden
zwecks Quantifikation mittels qPCR an unabhängigen Proben überprüft. Die Verwendung
unabhängiger Proben erschien besonders wichtig, um sowohl unter methodologischem als
auch unter statistischem Aspekt zuverlässige Daten zu gewinnen.

5.4.2 qPCR
Der klassische Untersuchungsansatz zur Analyse von mRNAs in einer Probe besteht

in der Verwendung der Polymerasekettenreaktion. Nachdem die mRNA mittels reverser
Transkription (RT) in komplementäre cDNA übersetzt wurde, wurden mit Hilfe besonders
konstruierter Basensequenzen (Primer) ausgewählte Regionen eines Genes zyklisch ampli-
fiziert, wobei jeder Zyklus die Denaturierung der cDNA, die Primeranlagerung und die Elon-
gation umfasste. Die erhaltenen DNA-Abschnitte wurden im Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt und unter Verwendung einer DNA-Färbung (Ethidiumbromid) sichtbar gemacht
(Schrimpf 2002). Zur Quantifizierung muss für jede Probe der relativ schmale Bereich gefun-
den werden, in dem die Amplifikation exponentiell erfolgt, da in den Plateauphasen am An-
fang und am Ende der Reaktion keine Quantifizierung der Unterschiede zwischen den Am-
plifikatmengen möglich ist.

Dieses Problem wird durch die moderne Technik der Echtzeit- oder quantitativen PCR
umgangen. In diesem Verfahren erfolgt die Amplifikation der cDNA-Stücke, die durch die
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verwendeten Primer festgelgt sind, wiederum zyklisch. Dem Reaktionsmix ist jedoch ein
Fluoreszenzfarbstoff beigefügt, der leuchtet, sobald er in doppelsträngige DNA-Stränge in-
terkaliert. Da am Ende jedes Zyklus das PCR-Produkt zur doppelsträngigen DNA ergänzt
wird (Elongation), ist es möglich, die Fluoreszenz nach jedem Amplifikationsschritt zu mes-
sen. Die resultierenden Amplifikationskurven lassen eine Berechnung des Zeitpunktes zu, an
dem sich die Steigung dieser Kurve am stärksten ändert. Dieser Punkt, der crossing point
(Cp), wird zur Quantifizierung der in einer Probe vorliegenden Kopien einer mRNA bzw.
cDNA herangezogen und zu den entsprechenden Werten von Verdünnungsreihen bekannter
Ausgangskonzentration (quantitative PCR) oder unbekannter Ausgangskonzentration (semi-
quantitative PCR) in Beziehung gesetzt. In dieser Arbeit wurden die crossing points semi-
quantitativ gegen eine Verdünnungsreihe des PCR-Produktes des jeweiligen Genes be-
stimmt.

5.5 Informationen zu den untersuchten Genen
Im Folgenden wird die mögliche Bedeutung der untersuchten Gene für den beobach-

teten Phänotyp der Lungenfibroblasten anhand der verfügbaren Literaturdaten im einzelnen
diskutiert. Hierbei gilt die besondere Aufmerksamkeit denjenigen Genen, deren Aufregulation
bei Fibroblasten von Patienten mit Lungenemphysem sich sowohl im explorativen cDNA-
Array als auch in der qPCR zeigte.

5.5.1 Insulin-like growth factor-binding proteins und die Insulin/IGF-Familie
Im cDNA-Array fand sich IGFBP-rP1 um den Faktor 4,9 in Zellen der Patienten mit

Lungenemphysem aufreguliert. Andere Vertreter der Proteinsuperfamilie, zu der das IGFBP-
rP1 gehört, waren ebenfalls differentiell reguliert (IGFBP-3 1,3-fach aufreguliert , IGFBP-5
5,3-fach abreguliert).

Für die IGFBPs wurde eine Vielzahl von Funktionen beschrieben, von denen einige
davon in Zusammenhang mit dieser Arbeit von besonderem Interesse sind.

IGFBP-5, dessen Abregulation beim Emphysem allerdings in der qPCR nicht statistisch
gesichert werden konnte, ist an der Regulation der Produktion der extrazellulären Matrix so-
wie der Lungenentwicklung beteiligt (Schuller et al. 1995). Es wurde außerdem als mit zu-
nehmendem Zellalter abreguliert beschrieben (Mohan und Baylink 1997), so dass seine Be-
teiligung an der Pathogenese des Lungenemphysems plausibel erscheint. Im Gesamtlun-
gengewebe von Patienten mit schwergradigem Emphysem wurde es jedoch aufreguliert ge-
funden (Spira et al. 2004).

Zusammen mit den nicht einheitlichen eigenen Befunden erschwert dies eine Beurtei-
lung der potentiellen Rolle dieses Proteins.

Die mittels cDNA-Array gefundene Expression war für IGFBP-rP2 (CTGF) und -rP4
(Cyr61) nur marginal ausgeprägt. In der qPCR konnte allerdings ein hinreichend starkes Si-
gnal gemessen werden; hierbei fand sich ein deutlicher, an der Grenze zur statistischen Si-
gnifikanz (p=0,07) liegender Trend in Richtung einer Aufregulation des IGFBP-rP2 in Zellen
von Patienten mit Emphysem. Interessanterweise wurde eine derartige Aufregulation kürzlich
zusammen mit derjenigen von IGFBP-rP4 beschrieben (Ning et al. 2004).
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Man nimmt an, dass IGFBP-rP2 seine Wirkung durch Interaktion mit IGF-I oder auch
IGF-unabhängig ausübt, wobei es pro-proliferative Effekte haben soll (Grotendorst und Dun-
can 2005). In der Tat wurde IGFBP-rP2 bei fibrotisierenden Erkrankungen, bei denen man
eine vermehrte Proliferation vermuten kann, aufreguliert gefunden (Kim et al. 1997). Eine
Aufregulation beim Emphysem (Ning et al. 2004) würde für ein schnelleres Wachstum der
Fibroblasten sprechen. Da die Experimente der genannten Autoren an Gesamtlungenhomo-
genat erfolgten, besteht die Möglichkeit, dass ein Teil der Fibroblasten aus den Atemwegen
und nicht aus dem Lungenparenchym stammte, so dass dieser Befund möglicherweise eine
fibrotisierende Veränderung der Atemwege widerspiegelt und weniger die destruktiven Ver-
änderungen, die das Emphysem charakterisieren. Auch ist unklar, ob nicht andere Zelltypen
inklusive Leukozyten zu dem Signal beigetragen haben. Zusätzlich könnte auch die Tatsa-
che, dass diese Autoren Patienten mit sehr weit fortgeschrittener Erkrankung untersuchten,
sowie Unterschiede in der Methodologie für die abweichenden Befunde verantwortlich sein.
Dies gilt ganz besonders, wenn man die gravierenden Unterschiede zwischen unterschiedli-
chen cDNA-Arrays in Rechnung stellt.

Für IGFBP-3 und IGFBP-rP1 konnte die Aufregulation in Fibroblasten von Patienten
mit Emphysem mit der qPCR bestätigt werden.

Experimentelle Daten, die an fötalen Lungenfibroblasten der Ratte gewonnen wurden,
zeigen, dass IGFBP-3 nach Stimulation mit IL-1beta und TNF-alpha vermehrt in das Zellkul-
turmedium sezerniert wurde (Price et al. 2002); dies könnte eine Verknüpfung mit dem in-
flammatorischen Zustand der Lunge herstellen.

Sowohl die mRNA für IGFBP-3 innerhalb der Zelle als auch das sezernierte IGFBP-3-
Protein in konditionierten Zellkulturmedien seneszenter diploider humaner Fibroblasten wur-
den im Vergleich zu Kulturen junger Zellen vermehrt gefunden (Goldstein et al. 1991; Moer-
man et al. 1993). Ferner besteht vermutlich eine Beziehung zur natürlichen in vivo Alterung
(Goldstein et al. 1993) sowie einer prämaturen Alterung, wie sie beim Werner-Syndrom vor-
liegt (Murano et al. 1991). Aus diesen Befunden ergibt sich ein Gesamtbild, das die Hypo-
these der Seneszenz von Lungenfibroblasten beim Emphysem unterstützt. In diesem Szena-
rio tritt dann als Konsequenz der Schäden und der Inflammation, die durch das Rauchen in
der Lunge hervorgerufen werden, ein verändertes Verhalten der Fibroblasten zutage, das
möglicherweise zu Beginn durch Epithel- und/oder Entzündungszellen und von ihnen freige-
setzte Mediatoren ausgelöst wird, in der Folge aber auch in Abwesenheit dieser Zellen persi-
stiert und insgesamt einem seneszenten Phänotyp der Fibroblasten nahekommt oder ihn
darstellt. Die vermutlich epigenetischen Alterationen, die zur Persistenz des Phänotyps füh-
ren, wurden allerdings im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht.

Die Analyse vorliegender Daten zur Wirkung von IGFBP-rP1 untermauert dies. So ist
IGFBP-rP7 in der Lage, das Wachstum von Brustkrebszellen über Seneszenz-ähnliche Me-
chanismen zu inhibieren; dieser Effekt machte sich u.a. in einer erhöhten Positivfärbung der
Zellen für SA-beta-Gal bemerkbar (Wilson et al. 2002). Darüber hinaus wurde eine Aufregu-
lation von IGFBP-rP1 in seneszenten humanen Brustepithelzellen beschrieben (Swisshelm
et al. 1995).

Während IGFBP-3 primär an IGF-I bindet (Moerman et al. 1993), bindet IGFBP-rP1
stärker an Insulin und interferiert auf diese Weise mit dessen Rezeptorbindung. Als Konse-
quenz verhindern IGFBP-rP1 und IFGBP-3 die Signaltransduktion ihres jeweiligen Liganden
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über Autophosphorylierung der Insulinrezeptor-beta-Untereinheit und Phosphorylierung des
Insulinrezeptorsubstrates-I; diese Veränderungen interferieren u.a. mit der Signalkaskade
der Proliferation (Yamanaka et al. 1997). Die IGFBPs und IGFBP-rPs können ebenfalls eine
Stimulation des IGF-I-Rezeptors (IGF-IR) durch IGF-I oder IGF-II (Hwa et al. 1999) oder In-
sulin (King et al. 1980) beeinträchtigen; dies wiederum beeinflusst die Produktion von Kolla-
gen, einem zentralen Protein der extrazellulären Matrix, durch Lungenfibroblasten und kann
über diesen Weg einen Einfluss auf die Reparatur von Gewebeschäden ausüben (Goldstein
et al. 1989).

Da die Unterschiede im Phänotyp der Fibroblasten nach mehreren Wochen in Kultur
beobachtet wurden, sind sie weder transient noch direkt von der inflammatorischen Umge-
bung in vivo abhängig. Es scheint somit eine vernünftige Annahme, dass die Persistenz der
Veränderungen zumindest teilweise auf epigenetische Faktoren zurückzuführen ist. Prinzipi-
ell scheinen die Proteine der Insulinkaskade auf diesem Wege reguliert werden zu können.
So wurde beispielsweise für IGFBP-rP1(mac25) bei der Maus eine Regulation der Genex-
pression über Methylierung der DNA nachgewiesen (Komatsu et al. 2000).

Die Aufregulation von IGFBP-3 und IGFBP-rP1 in Lungenfibroblasten können als Beleg
für einen seneszenten Phänotyp beim Emphysem angesehen werden. Ob die erhöhte Ex-
pression der mRNA allerdings einen frühen Schritt in der Entwicklung der replikativen Se-
neszenz oder eine Konsequenz anderer Mechanismen darstellt, lässt sich aus den vorlie-
genden Daten nicht folgern.

Eine aktive Rolle der IGFBPs an der Seneszenz kann insbesondere deshalb ange-
nommen werden, da diese Proteine mit mitogenen Substanzen wie IGF-I und IGF-II oder
Insulin interagieren. Sowohl IGF-I als auch IGF-II werden von interstitiellen mesenchymalen
Zellen, Epithelzellen und Makrophagen in der Lunge produziert und können die Zellprolifera-
tion, auch diejenige von Fibroblasten regulieren (Aston et al. 1995; Price und Stiles 2000). Im
Unterschied zu den „Kompetenzfaktoren“, die einer Zelle den Eintritt in den Zellzyklus er-
möglichen, gehören die IGFs (oder Somatomedin B) zu den „Progressionsfaktoren“, die es
einer kompetenten Zelle ermöglichen, die G1- und die S-Phase zu durchlaufen (Pledger et
al. 1977; Stiles et al. 1979). Unabhängig davon könnte eine Inhibition dieser Substanzen zu
einer verminderten mitogenen Aktivität beitragen.

Außerdem scheint der Insulin/IGF-I-Signaltransduktionsweg in verschiedenen Spezies
(Hefen, Fadenwürmer, Fruchtfliegen und Nager) eine Verknüpfung mit der Lebensdauer des
Organismus aufzuweisen. Hierbei gehen verminderte Insulinsignale, verstärkte Sensitivität
gegenüber Insulin und verminderte Plasmalevel von IGF-I mit einer Langlebigkeit einher
(Barbieri et al. 2003a). Bei den genannten Spezies sind Mutationen von Genen, die dem
humanen Insulin/IGF-I-Signalantwortsweg analog sind, bekannt, die die Lebensspanne des
Organismus verlängern. Solche Befunde fördern die Vermutung, dass grundlegende Alte-
rungsmechanismen möglicherweise hochkonserviert vorliegen und eine Beziehung zur In-
duktion von Langlebigkeit besitzen, bei der ebenfalls Zellen eine geringere Teilungsaktivität
aufweisen. Somit scheinen Insulin und IGF-I bei der Kontrolle sowohl von Langlebigkeit als
auch von Alterung eine Rolle zu spielen. Insulinresistenz steht im Verdacht, einen Bezug zu
Alterung und oxidativem Stress aufzuweisen (Barbieri et al. 2003b). Alterung scheint insge-
samt mit einem Anstieg von oxidativem Stress, hauptsächlich durch Rückgang der antioxida-
tiven Aktivität, aber auch vermehrte Oxidantienproduktion durch Mitochondrien, sowie durch
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Zunahme der Konzentration von pro-oxidativen Substanzen wie Glukose und Insulin ver-
knüpft zu sein. Zudem scheint mit der Alterung ein Anstieg der Insulinresistenz einher zu
gehen. Ferner ist bei Langlebigkeit ein niedriger Grad von oxidativem Stress und Insulinresi-
stenz zu finden, der sich nicht eindeutig auf genetische Faktoren, insbesondere das Insulin-
gen, zurückführen lässt (Barbieri et al. 2003b). Die Unterschiede und Analogien zwischen
Langlebigkeit und Alterung sind derzeit Gegenstand intensiver Forschung und nur zum Teil
geklärt. Dies gilt um so mehr, als zwischen den auf eine Zelle und den auf einen Organismus
bezogenen Interpretationen zu unterscheiden ist und trotz aller Konservierung über die Evo-
lution Speziesunterschiede bestehen. Letztere beispielsweise deuten an, dass bei Säugern
und insbesondere beim Menschen die Beziehung wesentlich komplexer ist als beim Faden-
wurm oder der Hefe.

5.5.2 LOXL2
In der Lunge und in Fibroblasten von Mäusen mit genetisch bedingtem Emphysem

fand sich ein Defizit an Lysyloxidase, einem kupferabhängigen Enzym, welches bei der Bil-
dung und Reparatur der extrazellulären Matrix eine wesentliche Rolle spielt, indem es Elasti-
ne und Kollagene vernetzt (Starcher et al. 1977). Weiterhin wurde eine Abregulation der
mRNA für sowie des Proteingehaltes von Lysyloxidase nach Stimulation von Lungenfibrobla-
sten fötaler Ratten mit cigarette smoke extract (CSE) beobachtet (Chen et al. 2005). Bei der
Reparatur von elastaseinduzierten Schäden in fötalen Pulmonalfibroblasten der Ratte fand
sich allerdings keine unterschiedliche Expression der mRNA für Lysyloxidase (Morris et al.
1998).

Das Lysyloxidase-ähnliche Protein 2 (LOXL2) ist ebenfalls an der Vernetzung der Kol-
lagene und Elastine der extrazellulären Matrix beteiligt (Csiszar 2001). Es wurde in Fibrobla-
sten bei replikativer und stressinduzierter prämaturer Seneszenz aufreguliert gefunden
(Pascal et al. 2005).

In dem vorliegenden explorativen 12K-Array erwiesen sich eine Reihe von Genen der
Lysyloxidase-Familie als aufreguliert (Lysyloxidase (NM_002317), Lysyloxidase-like 1
(NM_005576), Lysyloxidase-like 2 (NM_002318), Lysyloxidase-like 3 (NM_032603)). Zu-
nächst wurde die Regulation der Expression des Gens für Lysyl oxidase-like 2 (LOXL2) mit-
tels qPCR überprüft und konnte nicht bestätigt werden, zumindest nicht in den Fibroblasten-
proben, die für die qPCR herangezogen wurden und die unabhängig von denen waren, die
für den cDNA-Array verwandt wurden. Die übrigen Mitglieder dieser Genfamilie wurden noch
keiner weiteren Analyse unterzogen.

5.5.3 Ornithin-Decarboxylase-Antizym 1
Eine Überproduktion eines regulatorischen Proteins für die Ornithin-Decarboxylase

(ODC), nämlich des ODC-Antizyms 1 (OAZ1), wurde von Newman und Mitarbeitern
(Newman et al. 2004) in Korrelation mit der Inhibition des Zellwachstums in einer Vielzahl
von Zellarten beschrieben. Dieses Gen wurde in seiner Expression insbesondere deswegen
überprüft, als eine Abregulation beim Emphysem, wie sie im cDNA-Array angedeutet war,
gegen die Hypothese einer zellulären Seneszenz sprechen würde. Die Überprüfung mittels
qPCR ergab jedoch keine differenzielle Regulation dieses Genes.
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5.5.4 CDK4
Als ein wichtiger Vertreter der zellzyklusassoziierten Faktoren wurde die Zyklin-

abhängige Kinase 4 (CDK4) in die Überprüfung der Genexpression einbezogen, da es Hin-
weise gab, die für eine Abregulation in seneszenten Zellen sprachen (Lucibello et al. 1993).
Wiederum ergab die qPCR keine differenzielle Regulation dieses Genes. Dieses Ergebnis
allerdings sollte nicht zu weitreichenden Schlüssen verleiten, da die Regelung der CDK4
nicht primär auf Transkriptionsebene stattfindet. Immerhin hätten Unterschiede in der basa-
len Expression zwischen den Gruppen eine Hinweis auf die Beteiligung dieses Enzyms ge-
liefert.

5.5.5 FOS-like antigen 1
Im explorativen Array war FOSL1 (Fra1) beim Emphysem abreguliert gefunden wor-

den. Allerdings konnte die Abregulation von FOLS1 in der qPCR nicht bestätigt werden. In
Anbetracht der methodologischen Unwägbarkeiten heißt dies jedoch nicht notwendigerwei-
se, dass dieses Gen bei der Entstehung eines Emphysems irrelevant ist; wegen seiner viel-
fältigen pathophysiologischen Bedeutung sollen daher die Funktionen von FOSL1 im folgen-
den kurz dargestellt werden.

Von FOSL1 ist bekannt, dass es in der Zellproliferation eine Rolle spielt und durch Zi-
garettenrauch aufreguliert werden kann (Reddy und Mossman 2002). Es ist ein Mitglied der
Aktivatorprotein-1-Familie (AP-1), die sich aus Fos-, Jun- und ATF-Proteinen zusammen-
setzt. Die einzelnen AP-1-Komponenten haben verschiedene spezifische Funktionen in Zell-
proliferation, Differenzierung, Apoptose und anderen biologischen Prozessen (Bakiri et al.
2002). Die Jun-Proteine umfassen c-Jun, JunB und JunD; die Fos-Proteine c-Fos, FosB,
Fra1 (FOSL1) und Fra2. Fra1 besitzt im Unterschied zu c-Fos und FosB keine Transaktivie-
rungsdomäne, die für die Onkogenese und zelluläre Transformation benötigt wird (Matsuo et
al. 2000). Während der in vitro-Alterung von humanen Fibroblasten wurde der Eintritt in die
Seneszenz und das Ausbleiben der Replikation mit einer Abnahme und Verschiebung der
Proteine der jun- und fos-Famile in Zusammenhang gebracht (Sheerin et al. 2001).

Eine Interaktion von Fra1 und anderen Faktoren mit Nrf2 scheint über die Regulation
der Glutamylcystinligase (GCL) einen Einfluß auf die Gluthation(GSH)-Biosynthese auszu-
üben (Rahman 2005). Diese Funktion könnte möglicherweise einen Anknüpfungspunkt an
den ursprünglich inflammatorischen Zustand der Lunge herstellen sowie mittels eines er-
höhten Pegels an oxidativen Schäden die Persistenz des Phänotyps der Fibroblasten erklä-
ren.

Bei Herzfibroblasten der Ratte fand sich eine Vermittlung der Transkription von MMP-2
über eine funktionsfähige AP-1-Bindungsstelle und die Bindung von Fra1-JunB- und FosB-
JunB-Heterodimeren (Bergman et al. 2003). Eine Regulation der Matrixmetallproteinasen
könnte also ebenfalls die zelluläre Seneszenz begleiten und zu dem Fortschreiten der Schä-
digungen der Lunge auch nach Abstinenz vom Zigarettenrauchen beitragen.

Zusätzlich ist interessant, dass eine Verbindung der Regulation von FOSL1 in Verbin-
dung mit der Resistenz von Bronchialepithelzellen gegen Retinsäure (RA) gefunden wurde
(Ma et al. 2003). Diese Autoren fanden unter den Zielgenen für die all-trans-RA das FOSL1
bei RA-Resistenz abreguliert. Retinsäuren (natürliche oder auch synthetische Derivate des
Vitamin A), die u.a. bei der Krebstherapie eingesetzt werden), wurden ebenfalls als mögliche
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Therapie für das Lungenemphysem diskutiert, zumal Tierversuche vielversprechende Er-
gebnisse lieferten (Massaro und Massaro 1997). Allerdings haben klinische Daten (FORTE
trial) bislang beim Menschen keine Evidenz dafür erbracht, dass eine relativ unspezifische
Substanz wie Retinsäure den komplexen Prozess der Morphogenese, der zur Reparatur des
Lungenemphysems erfordert wird, steuern kann. In der Krebstherapie findet man sowohl RA-
Responder als auch RA-Resistenzen, ohne dass die Gründe hierfür bislang geklärt wären.

Eine mögliche Anbindung an das Insulin/IGF-Signalnetzwerk könnten die Regulation
von Adipozyten P2 und Fra1 in Präadipozyten durch Fettsäuren liefern. In murinen Fibrobla-
sten wurde das Adipozyten P2 nicht durch Fettsäuren induziert, wohl aber Fra1 (Distel et al.
1992). Diese Befunde sind wegen der bei Patienten mit Lungenemphysem häufig oder gar
regelhaft beobachteten Kachexie von Interesse (Cook et al. 2001; Coxson et al. 2004). Auch
scheint es, dass übergewichtige Raucher im Vergleich zu normalgewichtigen Rauchern ein
geringeres Risiko besitzen, eine COPD zu entwickeln (Harik-Khan et al. 2002). Ferner kann
Hungern bei Mäusen und Ratten zu einer Lebensverlängerung und einer Rarefizierung des
Lungengewebes im Sinne eines Lungenemphysems führen (Massaro et al. 2004; Sahebjami
und Domino 1989; Sahebjami und Wirman 1981). Für die Lebenverlängerung bei Mäusen
zumindest scheint aber die Abwesenheit von Adipozyten ausreichend zu sein. Diese bislang
wenig verstandenen Befunde deuten einen tiefliegenden Zusammenhang zwischen der Ent-
wicklung einer lokalen Erkrankung (des Lungenemphysems) und globalen, systemischen
Faktoren an.

Die AP-1-Genfamilie stellt insgesamt eine zentrale Regulationsstelle für die Genex-
pression einer Vielzahl von Signalwegen dar, die ihrerseits von einer Vielzahl toxischer Sti-
muli beeinflusst wird (Reddy und Mossman 2002). Über diese Zentralität der Regulations-
steuerung könnte eine differenzielle Regulation von FOSL1 als Mitglied dieser Genfamilie in
der Pathogenese des Emphysems eine Rolle spielen.

5.5.6 Unterschiede und Gemeinsamkeiten zwischen den Befunden der mittels zweier Metho-
den erfassten Genexpression

Die Untersuchung der Genexpression ergab einige auf den ersten Blick widersprüchli-
che Ergebnisse, aber auch einige konsistente Befunde. Eine Reihe von Genen wie IGFBP5,
FOSL1, OAZ1, LOXL2, CDK4 wiesen gemäß dem cDNA-Array eine differenzielle Expression
auf der Ebene der mRNA auf. In unabhängigen Anzuchten der Fibroblasten und bei Zugrun-
delegung einer größeren Patientenzahl ließ sich die unterschiedliche Expression anhand der
qPCR nicht bestätigen. Einzig für IGFBP-3 und IGFBP-rP1 konnte die differenzielle Expres-
sion in Fibroblasten von Patienten mit Lungenemphysem sowohl dem Vorzeichen nach als
auch mit statistischer Signifikanz bestätigt werden.

Die Unterschiede zwischen diesen Ergebnissen können mehrere Ursachen haben.
Zum einen handelt es sich bei den in der qPCR untersuchten Kulturen um unabhängige An-
zuchten der Fibroblasten, da die mRNA, die für den explorativen Array verwendet wurde, für
weitere Versuche nicht zur Verfügung stand. Somit war eine direkte Überprüfung der Befun-
de des cDNA-Arrays nicht möglich. Die unvermeidbare biologische oder technische Variabi-
lität in der Anzucht verschiedener Proben der Zellen aus Primärkultur könnte einen Einfluss
auf die Genexpression gehabt haben. Ferner ist es möglich, dass beim Prozess des Poo-
lens, d.h. der Zusammenfassung der mRNA für den cDNA-Array, nicht-repräsentative Pro-
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ben das Ergebnis verzerrt haben. Auch ist denkbar, dass Unterschiede der Aufarbeitung der
mRNA und der Effektivität der reversen Transkription in cDNA eine Rolle gespielt haben.
Darüber hinaus muss man damit rechnen, dass die Oligonukleotide des cDNA-Arrays eine
andere Empfindlichkeit und Spezifität als die Primer der qPCR aufweisen und Querempfind-
lichkeiten bei aller Sorgfalt nie auszuschließen sind. Die schwer kalkulierbaren sterischen
Probleme beim Zugang der Sonden zu den Oligonukleotiden sowie andere Probleme der
cDNA-Arrays inklusive Beladungskontrolle und Normierung sind wohlbekannt. Daher sind die
Diskrepanzen zwischen cDNA-Array und qPCR bereits aus methodologischen Gründen kei-
neswegs als ungewöhnlich anzusehen.

Zum anderen wurde bei der qPCR eine größere Fallzahl als beim explorativen Array
betrachtet. Für den letzteren waren die Kulturen auf besonders große Unterschiede zwi-
schen den Gruppen bezüglich ihrer Verdopplungszeit hin ausgewählt worden. Während also
der cDNA-Array die am stärksten verschiedenen Phänotypen der Fibroblasten abdeckte,
wurde in der qPCR ein breiteres Spektrum von Schweregraden der Schädigung der Fibro-
blasten betrachtet. Daher ist denkbar, dass die Unterschiede zwischen den Gruppen relativ
zur Streuung innerhalb der Gruppen kleiner waren, mit der Folge, dass sich keine statistisch
signifikanten Unterschiede mehr ermitteln ließen, obgleich die Methode genauer als der
cDNA-Array war. Andererseits stellt sich die Frage, inwieweit bei extrem fortgeschrittener
Erkrankung die eigentlich krankheitsspezifischen Prozesse nicht durch sekundäre Änderun-
gen überlagert sind. Unter diesem Aspekt ließe sich argumentieren, dass die Analyse mittel-
schwer erkrankter Patienten am ehesten die kausalen, persistierenden Veränderungen des
Phänotyps zeigen kann. Anhand der vorliegenden Daten ist es nicht möglich, zwischen die-
sen einander widersprechenden Argumenten zu entscheiden. Auch stellt sich die Frage, in-
wieweit durch zu weitgesteckte Ziele und unrealistische klinische Fragestellungen nicht die
Methode der Zellkultur, die notwendigerweise Artefakte mit sich führt, über Gebühr bean-
sprucht wird. Sinnvoller scheint es, die grundlegenden molekularen Mechanismen tiefgründi-
ger zu untersuchen, um dann gezielt im Organismus selbst nach den korrespondierenden
spezifischen Mustern der Alteration zu suchen. Die relativ unspezifischen und damit in ihrer
wissenschaftlichen Aussagekraft begrenzten genetischen und morphologischen bzw. histo-
logischen Analysen würden von spezifischen Vorgaben vermutlich profitieren.

Ferner ist bei der Interpretation zu beachten, dass bei einigen Genen Hinweise darauf
vorliegen, dass ihre Regulation vom Konfluenzgrad der Zellkultur abhängen könnte. Dies gilt
z.B. in besonderer Weise für das Matrix Gla Protein (MGP), das im cDNA-Array ebenfalls
unterschiedlich exprimiert gefunden wurde (Daten nicht gezeigt) und dessen Analyse aus
diesen Gründen nicht weiter verfolgt wurde. In solchen Fällen könnten unterschiedliche
dichte Bereiche von Zellen in der untersuchten Population zu einer Verschiebung der Ex-
pression geführt haben, auch wenn im Mittel die Konfluenz in den Kulturgefäßen ähnlich sein
sollte. Für IGFBP-3 und IGFBP-rP1 ergab sich bei visueller Analyse der Kulturen keine Evi-
denz für eine Abhängigkeit der Genexpression vom Konfluenzgrad der Kultur. Um so be-
deutsamer erscheint, dass bei allen Unterschieden der Methodik die Befunde für IGFBP-3
und IGFBP-rP1 in der qPCR Bestand hatten. Daher lässt sich vermuten, dass eine differen-
zielle Regulation auf der Ebene der mRNA eine Rolle bei der Entwicklung eines Lungenem-
physems spielen könnte, da sie auch in einem möglicherweise leichtergradigen Stadium der
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Krankheit zu beobachten war. Ferner ist die mögliche Ankopplung an systemische Faktoren
mittels der Insulinachse von besonderem Interesse.

5.6 Sezerniertes IGFBP-3

Eine unterschiedliche Genexpression kann wertvolle Hinweise auf die Mechanismen
geben, die den beobachteten Proliferationsunterschieden zugrunde liegen könnten. Um ei-
nem derartigen Befund weiteres Gewicht zu verleihen, ist allerdings der Nachweis des von
der entsprechenden mRNA codierten Proteins notwendig. Da man vom IGFBP-3 weiß, dass
es von Zellen sezerniert wird (Goldstein et al. 1991), wurde der Versuch unternommen, die-
ses Protein im konditionierten Zellkulturmedium nachzuweisen.
Wertete man nur diejenigen Kulturen, bei denen die gemessene Proteinmenge oberhalb der
Nachweisgrenze des verwendeten ELISA lag, so ergab sich eine signifikant erhöhte Menge
an IGFBP-3 in den konditionierten Zellkulturmedien der Fibroblasten der Patienten mit Em-
physem. Dieses Ergebnis belegt einen direkten Zusammenhang zwischen Genexpression
und Proteinsynthese bzw. -sezernierung in den analysierten Zellkulturen.

Diese Daten sind allerdings mit einer gewissen Vorsicht zu betrachten. Zum einen
überlappen sich die Bereiche der gefundenen Proteinmengen, wenn man die fraglichen
Werte, die an der unteren Grenze des Nachweisbereiches des ELISA lagen, als auf Null ge-
setzte Werte in die Analyse mit einbezog. Zum anderen ist bekannt, dass IGFBP-3 durch
Proteasen abgebaut werden kann (Salahifar et al. 1997; Salahifar et al. 2000). Möglicherwei-
se unterlagen also die Proben, bei denen kein IGFBP-3 in den Zellkulturüberständen nach-
weisbar war, einer Degradation des Proteins durch Proteasen. Eine mögliche Interferenz des
ELISA mit der Anwesenheit von IGF-I oder IGF-II war den Daten des 12K-Arrays zufolge
wenig wahrscheinlich, da keine Expression der mRNA für diese Wachstumsfaktoren gefun-
den wurde.

Die hypothetische Beteiligung von IGFBP-3 oder IGFBP-rP1 an der Pathogenese des
Lungenemphysems muss durch weitere Untersuchungen geklärt werden. Diese könnten
funktioneller Natur sein, beispielsweise durch Supplementierung des Zellkulturmediums mit
IGFBP-3 oder IGFBP-rP1 und die Analyse der Proliferation der Zellen. Andererseits ließe
sich unter Verwendung relativ neuer Technologien versuchen, durch Genabschaltung mittels
inhibierender RNA-Sequenzen („siRNA-Intervention“) die Gene für IGFBP-3 und IGFBP-rP1
selektiv auszuschalten, um eine mögliche Veränderung des Phänotyps bzw. der Proliferation
der Fibroblasten herbeizuführen und auf diese Weise eine kausale Beteiligung der ausge-
schalteten Gene an diesem Phänotyp zu belegen.

5.7 Schlußfolgerungen
Die in dieser Arbeit gewonnenen Daten zeigen einen veränderten Phänotyp paren-

chymaler Lungenfibroblasten bei Patienten mit Emphysem im Vergleich zu Patienten ohne
Lungenemphysem, aber vergleichbarer Anamnese bezüglich des Zigarettenrauchens. Die
beobachteten Charakteristika der Fibroblasten deuteten auf eine Alterung der Zellen hin.
Dies spiegelte sich in einer verminderten Zellteilungsrate, morphologischen Unterschieden
und der Expression von Seneszenz-assoziierten Genen wider. Die Unterschiede gingen



63

nicht mit einer Verkürzung der Telomeren einher und waren nicht mit dem Alter der Patienten
assoziiert. Angesichts dieser Befunde scheint es gerechtfertigt, die zelluläre Seneszenz als
induzierte Seneszenz zu deuten, die im Verlauf der Erkrankung zu einer vorzeitigen Alterung
der Zellen geführt hat.

Fibroblasten, die in ihrer proliferativen Kapazität eingeschränkt sind, können vermutlich
nicht mehr in ausreichendem Maße an der Reparatur von Gewebeschäden und der Auf-
rechterhaltung der Struktur der Lunge teilnehmen. Allerdings setzt diese Argumentation vor-
aus, dass ein steter turn-over von Lungenzellen stattfindet und dass ortsständige Fibrobla-
sten bei dem erforderlichen Zellersatz eine Rolle spielen. Beide Frage sind zur Zeit beim
Menschen nicht geklärt. Es ist plausibel, dass eine Beeinträchtigung der Homöostase des
Lungengewebes auf Dauer zu einer fortschreitenden Zerstörung der hochkomplexen, viel-
fach gegliederten alveolären Struktur führen kann und somit die Entstehung eines Emphy-
sems begünstigt oder vorantreibt.

Da die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Untersuchungen unter Zellkulturbedin-
gungen stattfanden, gilt in jedem Fall die Einschränkung, dass hierbei ein artifizielles System
vorlag, das u.U. eine besondere und nur teilweise der Realität im Organ entsprechende
Form von Stress auf die Zellen ausübte. Gleiches gilt für die verglichen mit dem Gewebe
völlig unrealistischen Bedingungen subkonfluenter Kulturen eines einzelnen Zelltyps, die
dieser Untersuchung zugrundelagen. Ungeachtet dessen schienen jedoch die Veränderun-
gen des Phänotyps der Fibroblasten der Patienten mit Lungenemphysem so tief verankert,
dass sie auch unter diesen Bedingungen zutagetraten.

5.8 Ausblick

5.8.1 Implikationen der Befunde in Hinsicht auf COPD als systemische Erkrankung
Die Befunde zur möglichen Beteiligung der Insulin/IGF/IGFBP-Familie an der Pathoge-

nese des Lungenemphysems bieten das Potential einer Verknüpfung lokaler und systemi-
scher Faktoren. Ähnliche Untersuchungen, wie hier für Lungenfibroblasten durchgeführt, an
Fibroblasten anderer Organe wie z.B. der Haut könnten darüber hinaus die Frage beant-
worten, ob die Änderung des zellulären Phänotyps organspezifisch ist. Solche Untersuchun-
gen sind für die Zukunft geplant. Zu berücksichtigen ist hierbei, dass selbst in der Lunge Fi-
broblasten eine sehr heterogene Population darstellen. So findet man im Lungenparenchym
emphysematöse Bereiche, in denen die Fibroblasten in ihrer Proliferation vermindert vorlie-
gen (Holz et al. 2004), während in den Atemwegen bei der COPD z.T. fibrotisierende Verän-
derungen beobachtet wurden, die man am ehesten mit einer Proliferation der Fibroblasten in
Verbindung bringen könnte (O'Byrne und Postma 1999). Hieraus leitet sich die Frage ab, ob
sich der Phänotyp der Fibroblasten zwischen verschiedenen Kompartimenten der Lunge
innerhalb eines Patienten unterscheidet (emphysematöse Bereiche, nicht emphysematöse
Bereiche, Atemwege). Allerdings ist die Möglichkeit im Auge zu behalten, dass die beson-
ders in den Atemwegen zu findenden entzündlichen Prozesse die peribronchiale und lokal
begrenzte Fibrosierung letztlich reaktiv bewirken und die Fibrosierung somit nicht notwendi-
gerweise mit einem veränderten Phänotyp im Sinne einer geringer ausgeprägten Seneszenz
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einhergehen muss. Beobachtungen, die an Gewebe von Patienten mit Lungenfibrose ge-
macht wurden, weisen beispielsweise keineswegs konsistent in die Richtung einer vermehr-
ten Proliferation von Fibroblasten in vitro. Insofern, als Zellen in verschiedenen Stadien und
Schweregraden einer Erkrankung eine unterschiedliche Rolle spielen können, sollte die As-
soziation zwischen dem zellulären Phänotyp in Kultur und den histologischen und morpholo-
gischen Alterationen im Organ nicht überstrapaziert werden. Dennoch könnten solche Unter-
suchungen zur Abschätzungen der Wirkungen und Nebenwirkungen etablierter und in Er-
probung befindlicher medikamentöser Therapien der COPD beitragen. Mit Blick auf antient-
zündliche Medikamente, die in vielen Fällen auch die zelluläre Proliferationsrate beeinflus-
sen, könnten beispielsweise positive Effekte einer Medikation auf das eine Kompartiment der
Lunge mit unvorhergesehenen negativen Wirkungen auf ein anderes verbunden sein.

5.8.2 Implikationen für Interventionsversuche als Therapie des Emphysems
Da die beiden Hauptformen der COPD (chronisch-obstruktive Bronchitis und Lun-

genemphysem) deutliche pathophysiologische Unterschiede aufweisen, sind unterschiedli-
che Therapieansätze denkbar oder sogar erforderlich, sobald sich ergibt, dass diesen beiden
Krankheitsformen unterschiedliche Mechanismen zugrundeliegen. Aus diesem Grunde ist
eine differenzierte Betrachtung hilfreich.

So scheinen beim Emphysem gerade anti-inflammatorische Therapien nur einen ge-
ringen Einfluss auf den Verlauf der Erkrankung zu haben (Sherrill et al. 1999). Dies legt na-
he, dass zusätzlich zur Inflammation weitere Faktoren bei der Pathogenese des Emphysems
eine Rolle spielen. Tierversuche haben Hinweise darauf gegeben, dass die Therapie der
schwergradigen COPD mit Kortisonpräparaten, wie sie zur Zeit empfohlen wird, gemischte
und z.T. problematische Wirkungen haben könnte, da zum einen Prozesse des Remodelling
und der (möglicherweise fehlgesteuerten) Wundheilung der Lunge unterbunden werden kön-
nen (Tomic et al. 2005), zum anderen über eine erhöhte Expression von Matrix-Proteinen
bzw. Inhibition von Antiproteasen eine alveoläre Lungenzerstörung hervorgerufen werden
kann (Choe et al. 2003). Analog ist bei Erkrankungen der Haut, wie dem atopischen Ekzem,
eine Inhibition des Wachstums von Hautfibroblasten durch eine langdauernde Kortisonbe-
handlung bekannt.

Therapien, bei denen Vitamin-A-(Retinsäure)-derivate eine Regeneration eines künst-
lich erzeugten Emphysems unterstützten, waren bei der Ratte erfolgreich (Massaro und
Massaro 1997). Die Daten zu der Wirksamkeit bei der Maus sind kontrovers (Fujita et al.
2004; Hind und Maden 2004). Beim Menschen zeigten ähnliche Präparate praktisch keine
Wirkung (FORTE trial, NHI, Präsentation auf dem Kongress der American Thoracic Society
2004). Zum einen sind hierfür vermutlich Unterschiede zwischen den Spezies, zum anderen
Unterschiede in der Erzeugung des Emphysems verantwortlich. Während bei der Ratte nur
eine sehr kurze Einwirkdauer der Schadsubstanz vorlag, ist die Entwicklung eines Emphy-
sems beim Menschen an eine viele Jahre anhaltende inhalative Schadstoffbelastung gebun-
den. Somit steht beispielsweise für eine epigenetische Umprogrammierung sehr viel mehr
Zeit zur Verfügung. Dies lässt vermuten, dass eine regenerative Therapie beim Menschen
am aussichtsreichsten bei den Patienten mit beginnender, noch nicht weit fortgeschrittener
Erkrankung sein könnte.
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Die einzig effektive therapeutische Intervention bei der COPD bleibt vermutlich in ab-
sehbarer Zeit weiterhin die Aufgabe des Rauchens. Dass eine effektivere Prävention des
Rauchens noch wünschenswerter wäre, liegt auf der Hand. Da jedoch weltweit mit einer Zu-
nahme der Prävalenz der COPD gerechnet werden muss, sind die Bemühungen zum Ver-
ständnis der Erkrankung weiterhin in hohem Maße gerechtfertigt.

Da die vorliegende Arbeit nicht ohne Hinblick auf mögliche Beiträge zur Entwicklung
einer kausalen Therapie konzipiert wurde, könnten nachfolgende Versuche eine „Repro-
grammierung“ der Zellen zum Ziel haben. Hierbei könnte man zum einen eine dauerhafte
Proliferationsreduktion bei den Zellen der Kontrollpatienten bewirken, um Wirkmechanismen
der möglicherweise beteiligten Gene und Proteine zu verifizieren, zum anderen eine Be-
schleunigung der Zellteilung der Fibroblasten von Patienten mit Emphysem anstreben. Aller-
dings bedarf es dazu konkreter Anhaltspunkte über in Frage kommende Mechanismen. Nach
den in dieser Arbeit dargelegten Befunden könnte ein solcher Ansatz darin bestehen, Unter-
schiede in der Reaktion der Fibroblasten auf die Wachstumsfaktoren Insulin, IGF-I und/oder
IGF-II nachzuweisen und die Frage zu klären, ob eine Konzentrationserhöhung dieser Fakto-
ren möglicherweise zu einem veränderten Wachstum führt. Allerdings berühren diese Unter-
suchungen insofern noch nicht den Kern der möglichen epigenetischen Umprogrammierung,
als sie sich in konventioneller Weise externer Stimuli bedienen.

Einen guten Ausgangspunkt könnte eine frühere Untersuchung darstellen, die anhand
von minimalen Zellkulturmedien die Wirksamkeit bestimmter Faktoren als mitogene Faktoren
untersuchte (Bitterman et al. 1983). In dieser Untersuchung dienten die zu untersuchenden
Proteine als basale Progressionsfaktoren, mit denen die Wirksamkeit anderer zugesetzter
Komponenten als Kompetenzfaktoren getestet wurden. Diesen experimentellen Ansatz
könnte man umkehren, ein entsprechendes Basalmedium mit festgelegten Kompetenzfakto-
ren herstellen und die Insulin-ähnlichen Faktoren abwechselnd als Progressionsfaktoren
einsetzen.

Betrachtet man Alterung und Seneszenz mit den damit einhergehenden verlangsamten
Stoffwechselvorgängen als einen tumorsuppressiven Mechanismus, so ließe sich spekulie-
ren, dass ein Schutz des Organismus vor genetischen Schäden bzw. vor der Transmission
derartiger Schäden auf Tochterzellen im Sinne einer Reaktion auf die Noxe Zigarettenrauch
als Nebenfolge die Entwicklung eines Lungenemphysems nach sich ziehen kann. Eine wei-
tere für die Forschung interessante Implikation ist, dass eine genetische Prädisposition nicht
nur in den die Entzündung steuernden Genen, sondern auch in den Genen gesucht werden
sollte, die die Reaktion von Strukturzellen auf die Entzündung bestimmen. Hierfür liegen im
Vergleich zu den Genen der (akuten) Entzündung bzw. Entzündungsantwort sehr viel weni-
ger Daten vor, da sich dieses langfristige Antwortverhalten notwendigerweise den ebenso
komplexen wie zentralen Fragen der Regulation der Integrität eines Organs oder Organis-
mus stellen muss. Zwar ist das menschliche Genom inzwischen in einer verbesserten Versi-
on sequenziert und dokumentiert, doch ist ein Verständnis der regulativen Netzwerke, das zu
einem therapeutisch handhabbaren Wissen führt, in keiner Weise erreicht. Insofern sind für
das Verständnis des Lungenemphysems vermutlich – und nur scheinbar paradoxerweise –
von der Stammzellforschung wesentliche Impulse zu erwarten, und dies keineswegs nur
unter dem Aspekt der Therapie.
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5.8.3 Stammzellen
Mesenchymale Stammzellen (mesenchymal stem cells, MSC) sind von großem Inter-

esse im Zusammenhang mit der Therapie des Emphysems, könnten sie doch das Potential
bergen, die verlorengegangenen Strukturen der Lunge wiederherzustellen. Solche mesen-
chymalen Stammzellen sind im menschlichen Organismus nachweisbar. Es handelt sich um
multipotente Zellen, die sich entlang verschiedener Entwicklungslinien zu Knorpel-, Knochen-
oder Fettgewebe entwickeln können (chondrogenic, osteogenic, adipogenic lineage)
(Sabatini et al. 2005).

In fötalen humanen Lungen wurden solche mesenchymalen Stammzellen (MSCs) mit
einer fibroblastenähnlichen Morphologie identifiziert; ihr Vorkommen in der adulten Lunge
wurde ebenfalls berichtet (Sabatini et al. 2005).

Strukturelle Ähnlichkeiten humaner, adulter, bronchialer, fibroblastenähnlicher Zellen
mit mesenchymalen Vorläuferzellen aus dem Knochenmark oder fötalen Lungen und ihre
Fähigkeit, sich entlang der drei mesenchymalen Entwicklungslinien zu differenzieren, lassen
vermuten, dass diese Zellen in der adulten Lunge vorhanden und möglicherweise an Repa-
raturprozessen beteiligt sind (Sabatini et al. 2005).

Ebenso von Interesse sind Beobachtungen, dass sich transgene Fibroblasten bei Mäu-
sen intratracheal applizieren lassen, diese durch das Epithel migrieren und sich in den Al-
veolarwänden festsetzen (Kuang et al. 2005). Auf diese Weise könnten sie strukturelle
Schäden des Parenchyms direkt auf zellulärer Ebene reparieren, indem sie die geschädigten
Zellen ersetzen. Des weiteren könnten transgene Fibroblasten eingesetzt werden, um die
Sezernierung bestimmter Gene zu ermöglichen oder zu verstärken, die möglicherweise wäh-
rend der Pathogenese des Emphysem unterdrückt wurden. Alternativ könnten neutralisie-
render Strukturen (siRNA) gegen überexprimierte Gene in den Alveolarwänden auf diesem
Wege ebenfalls appliziert werdenunt. Allerdings ist als Einschränkung zu beachten, dass die
Maus bereits basal eine ausgeprägte Fähigkeit zur Regeneration oder Neubildung alveolären
Gewebes besitzt und dass ebenso die verwendeten Modelle, die in der Regel massive Inter-
ventionen beinhalten, nicht zwingend auf den chronischen Krankheitsverlauf des Emphy-
sems beim Menschen übertragbar sind.

5.8.4 Interaktion von Fibroblasten und anderen Lungenzellen
In der vorliegenden Arbeit wurden nur Fibroblasten untersucht. Zweifelsohne ist es je-

doch nicht ausreichend, sich bei der Untersuchung des Emphysems alleine auf diesen Zell-
typ zu beschränken. Beispielsweise ist beim Asthma bekannt, dass Mediatoren, die von
Epithelzellen während der Reparatur und bei wiederkehrender Schädigung freigesetzt wer-
den, die Proliferation von benachbarten Myofibroblasten beschleunigen. Unter den sezer-
nierten und pro-proliferativen Faktoren waren bFGF (basic fibroblast growth factor), PDGF
(platelet-derived growth factor), IGF-1, TGF-beta2 (transforming growth factor-beta2) und
Endothelin-1 (Zhang et al. 1999).

Andere Zellarten der Lunge, die ebenfalls der schädigenden Noxe Zigarettenrauch
ausgesetzt sind, könnten analoge Veränderungen wie die Fibroblasten erleiden. Dies gilt um
so mehr, als die in dieser Arbeit beschriebenen Änderungen des Phänotyps der Fibroblasten
relativ unspezifischer Natur sind und vermutlich auch in anderen Zelltypen auftreten können.
Ferner sind vielfältige Interaktionen zwischen verschiedenen Zelltypen, insbesondere seitens
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Fibroblasten, möglich. Plantier et al. (2005) fokussierten in der Analyse des Lungenemphy-
sems bereits auf diesen Aspekt, indem sie eine mögliche Interaktion von Fibroblasten und
Epithelzellen bei der Reparatur alveolärer Schäden untersuchten. Ihrer Hypothese nach ist
die Sezernierung von hepatocyte growth factor (HGF) und keratinocyte growth factor (KGF)
durch Fibroblasten für eine effektive Reparatur des geschädigten Epithels notwendig. Im
Vergleich von Fibroblasten von Patienten mit Emphysem und Fibroblasten von Kontrollpati-
enten wurden basal und nach Stimulation mit IL-1beta bzw. Prostaglandin E(2) geringere
Mengen an intrazellulärem und sezerniertem HGF beim Emphysem detektiert, wobei weder
Retinsäuren (all-trans und 9-cis) noch N-Acetylcystein als Schutz gegen oxidative Schäden
das Verhältnis zwischen den Gruppen verändern konnten. Die Sezernierung von KGF unter-
schied sich nicht zwischen den Gruppen und war auch nicht mit IL-1beta stimulierbar
(Plantier et al. 2005). Dies verweist auf die Möglichkeit von Interaktionen durch Botenstoffe,
deren Expression ihrerseits möglicherweise innerhalb epigenetisch festgelegter Grenzen
erfolgt.
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6. Zusammenfassung
Die wiederholte Exposition des Menschen gegenüber inhalierten oxidativen Noxen

unterschiedlicher Genese ist ein wesentlicher Faktor bei der Entstehung umweltinduzierter
Erkankungen. Zu diesen Noxen gehört neben arbeitsplatzbezogenen Noxen in Form aggres-
siver Gase und Partikel insbesondere der inhalative Zigarettenrauch (aktiv wie passiv) als
Hauptschadstoffbelastung im Innenraumbereich. Das aktive Rauchen, und in geringerem
Maße das Passivrauchen, können die Entstehung einer chronisch-obstruktiven Lungen-
erkrankung (COPD) bewirken. Über die genannten Noxen hinaus kann die Entwicklung der
Erkrankung durch andere Umwelt- und Verhaltensfaktoren begünstigt werden.

Eine pathophysiologisch bedeutsame Komponente der COPD ist das Lungenemphy-
sem. Es ist durch eine Zerstörung der alveolären Strukturen gekennzeichnet, die sich im
Verlust der elastischen Spannung der Lunge und ihrer Gasaustauschfähigkeit widerspiegelt.
Da Fibroblasten eine Schlüsselrolle in der Aufrechterhaltung der Struktur der Lunge spielen,
fokussierte die vorliegende Arbeit auf umweltinduzierte Veränderungen im Verhalten dieses
Zelltyps. Sie ging von der Beobachtung aus, dass Raucher häufig Zeichen einer vorgezoge-
nen Alterung aufweisen, dass oxidative Noxen Zellen in Kultur in einen gealterten Zustand
versetzen können, dass gealterte Zellen eine geringere Bereitschaft zur Zellteilung zeigen
und dass die Erkrankung Zeichen eines autonomen Progresses aufweist, der nicht alleine
durch akute Entzündung erklärt werden kann. Daraus ergab sich die Hypothese, dass pa-
renchymale, d.h. dem alveolären Bereich entstammende Fibroblasten der Lunge Zeichen
einer vorgezogenen Alterung (Seneszenz) im Vergleich zu den Zellen von Rauchern ohne
Lungenemphysem aufweisen. Derartige Änderungen hätten die Störung der Regeneration
der Lunge und somit einen Gewebeabbau im Verlauf der Jahre zur Folge.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte somit geklärt werden, (1) ob und wie sich das Wachs-
tum der Fibroblasten beim Lungenemphysem von demjenigen der Kontrollzellen unterschei-
det, (2) ob der Phänotyp der Fibroblasten von Patienten mit Emphysem Zeichen einer vor-
zeitigen Alterung aufweist, (3) welche für eine zelluläre Seneszenz möglicherweise relevan-
ten Gene unter den standardisierten Bedingungen der Kultur eine dauerhaft veränderte Ex-
pression aufweisen.

Auf dieser Basis wurden Lungenfibroblasten aus Operationsresektaten von Patienten
mit und ohne Emphysem untersucht. Die Charakterisierung der aus Explantaten gewonne-
nen Kulturen umfasste zunächst eine Reinheitsbestimmung der Zellkulturen. Hierbei ergab
sich, dass in der zweiten Passage nach Primärkultur die Fibroblasten nahezu in Reinkultur
vorlagen.

Sodann wurde die Zellteilungsrate der Fibroblastenkulturen in beiden Gruppen wäh-
rend der exponentiellen Wachstumsphase quantifiziert. Es wurde eine signifikant vermin-
derte Verdopplungsrate der Fibroblasten von Patienten mit Emphysem beobachtet. Da die
Zellen im Abstand von 5-6 Wochen von der Entnahme untersucht wurden, ließ sich schlie-
ßen, dass die Fibroblasten der Patienten mit Emphysem intrinsisch verändert waren und
nicht akuter inflammatorischer Reize bedurften, um sich anders als die Kontrollzellen zu ver-
halten. Gealterte Zellen unterscheiden sich von nicht gealterten Zellen nicht nur durch eine
geringere Teilungsrate, sondern auch durch eine geringere maximale Zahl von Teilungen.



69

Daher wurde in Langzeitkulturen untersucht, ob die langsamere Proliferation beim Emphy-
sem mit einer geringeren proliferativen Kapazität einhergeht bzw. ob die Fibroblasten bei
genügend großer zur Verfügung stehender Zeit die gleiche maximale Zahl von Teilungen
erreichen, wie die Kontrollzellen.

Die Unterschiede der initialen Steigung der Zellteilungskurven waren gleichsinnig zu
den in den Kurzzeitversuchen beobachteten Unterschieden. Der Median der maximalen Zahl
der Populationsverdopplungen bis zur Stagnation des Wachstums in serieller Passage lag
bei den Zellen der Patienten mit Emphysem um ca. 6 Verdopplungen niedriger, wenn auch
wegen der großen Streuung innerhalb der Gruppen der Unterschied nicht statistisch signifi-
kant war. Die Analyse der initialen Form der Kurven ergab ebenfalls eine Verschiebung um 6
Verdopplungen bei den Zellen der Patienten mit Emphysem. Dieser Befund bestätigte die
Annahme, dass die verminderte Proliferationsrate der Lungenfibroblasten von Patienten mit
Emphysem persistierende, intrinsische Änderungen widerspiegelte.

Als phänomenologischer Indikator der Zellalterung wurde im nächsten Schritt die Ex-
pression der Seneszenz-assoziierten beta-Galaktosidase untersucht. In der Tat fand sich in
den Zellen der Patienten mit Lungenemphysem eine signifikant stärkere Aktivität dieses En-
zyms, im Sinne einer zellulären Seneszenz. Die Validität dieses Nachweises konnte mittels
serieller Anfärbungen bestätigt werden.

Einer chronologischen zellulären Alterung liegt i.a. als zentraler Mechanismus die Ver-
kürzung der am Ende der Chromosomen befindlichen Telomeren zugrunde, die als Abwärts-
zähler der verbleibenden Zellteilungskapazität fungieren. Daher wurden mit Hilfe einer im-
munologischen Technik die Telomerenlängen vergleichend untersucht. Die Telomerenlängen
waren nicht zwischen den Gruppen verschieden und die Wahrscheinlichkeit eines dennoch
bestehenden Unterschiedes konnte auf einen Wert von weniger als 5 % berechnet werden.
Daher scheint die beobachtete reduzierte Proliferationsrate auf Telomeren-unabhängigen
Mechanismen zu beruhen; dies spricht stärker für den Typ einer durch Noxen induzierten als
einer chronologischen Seneszenz.

Um einen Überblick über die Mechanismen zu gewinnen, die eine derartige Form der
Seneszenz charakterisieren, wurde mit Hilfe eines 12.000 Gene umfassenden cDNA-Arrays
(Genchip) die Expression (mRNA) einer für das Genom repräsentativen Menge von Genen
in Zellkultur exploriert. Eine Auswahl der auf diese Weise qualitativ identifizierten Gene wur-
de dann in unabhängig angezogenen Zellkulturen mit Hilfe der quantitativen Echtzeit-PCR
(qPCR) auf ihre Expression hin überprüft.

Der explorative cDNA-Array wurde mit zusammengefassten Proben jeweils dreier Fi-
broblastenkulturen von Patienten mit und ohne Emphysem durchgeführt; er zeigte summa-
risch eine größere Zahl ab- als aufregulierter Gene beim Emphysem. Die im Array beobach-
teten Unterschiede der Genexpression zwischen den Gruppen konnten in der qPCR-
Untersuchung für die bekanntermaßen Seneszenz-assoziierten Gene IGFBP-3 und IGFBP-
rP1 bestätigt werden, die beim Emphysem signifikant aufreguliert vorlagen. Beide Gene co-
dieren für Proteine, die die Effekte von Insulin und Insulin-artigen Faktoren steuern. Eine
unterschiedliche Expression anderer Gene, die nach Literaturbefunden mit zellulärer Senes-
zenz assoziiert sind und im Array in der Regel unterschiedlich ausgeprägt gefunden wurden,
ließ sich in der qPCR nicht bestätigen; dies betraf FOSL1, LOXL2, OAZ1, CDK4, IGFBP-5, -
rP2 (CTGF) und -rP4 (Cyr61).
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Da eine unterschiedliche Genexpression nicht notwendigerweise eine unterschiedliche
Proteinsynthese nach sich zieht, wurde zusätzlich die Proteinmenge von IGFBP-3 im Über-
stand der Zellkulturen analysiert. In Übereinstimmung mit den Expressionsbefunden fand
sich IGFBP-3 vermehrt bei Fibroblasten, die von Patienten mit Emphysem stammten.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass parenchymale Lungenfibroblasten von Pati-
enten mit Lungenemphysem eine verminderte Proliferationsrate und -kapazität besitzen. In
Verbindung mit den Daten der Anfärbung für einen zellulären Seneszenzmarker spricht dies
für das Vorliegen eines seneszenten zellulären Phänotyps beim Emphysem. Die Tatsache,
dass einerseits die Änderungen in Kultur persistierten und dass andererseits kein Unter-
schied der Telomerenlängen bestand, legt eine durch epigenetische Mechanismen vermit-
telte induzierte Seneszenz der Zellen nahe. Die mittels gestaffelter Analyse der Genexpres-
sion gefundene Aufregulation von anti-proliferativen Proteinen der Insulinachse wie IGFBP-3
und IGFBP-rP1 in Lungenfibroblasten von Patienten mit Emphysem erlaubt es darüber hin-
aus, eine Verbindung zwischen dem lokalen Verhalten von Strukturzellen und systemischen,
über Insulin und insulinartige Wachstumsfaktoren vermittelten Änderungen zu schlagen. Die-
se Daten sind neuartig und erscheinen hilfreich für das Verständnis der Pathogenese des
Lungenemphysems. Da sie modellhaft das Ergebnis einer chronischen Belastung mit einer
Noxe auf Zellen widerspiegeln, ist anzunehmen, dass der in dieser Arbeit verfolgte Ansatz
und die diesen Ansatz bestätigenden Daten auch für das Verständnis anderer, durch Umwelt
und/oder Verhalten induzierter Erkrankungen förderlich sind.
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8. Anhang

8.1 Charakteristika der Teilkollektive der Patienten

Tabelle 6: Patientencharakteristika der Teilkollektive der Untersuchungen der Zelldiffe-
renzierung (inkl. Apoptose und Nekrose), des Einflusses der Kryokonservierung und des
sezernierten Proteins

                                                                                                                                 
Kontrollen Emphysem

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                   

n 10 10
Alter [J] 63,5 (54;67) 65,5 (58; 70)
Geschlecht [w / m] 4 / 6 0 / 10
Größe [cm] 175,5 (159,0; 177,0) 175,5 (168,0; 182,0)
Gewicht [kg] 75,5 (62,0; 80,0) 65,5 (65,0; 82,0)
BMI [kg/m²] 24,7 (24,5; 25,8) 23,2 (20,6; 24,8)
Rauchstatus# [py] 22,5 (20,0; 30,0) 47,5 (40,0; 75,0) *

VK [%Soll] 102,4 (87,6; 110,5) 74,6 (72,0; 90,0) *
FEV1 [%Soll] 94,8 (83,9; 103,3) 39,6 (34,2; 46,0) **
FEV1/VK [%Soll] 95,8 (94,2; 102,0) 49,3 (44,1; 54,0) **
FEV1/FVK [%] 78,7 (76,3; 79,4) 39,3 (34,0; 44,7) **
ITGV [%Soll] 103,8 (94,4; 110,0) 175,5 (165,8; 193,9) **
RV [L] 2,3 (2,0; 2,5) 4,6 (4,3; 6,3) **
TLK [L] 6,6 (4,8; 7,1) 8,4 (7,5; 9,9) **
RV/TLK [%] 41,6 (32,6; 45,2) 59,1 (52,3; 65,0) **
GOLD-Stadium 
[0/I/II/III/VI] 10/0/0/0/0 0/0/2/8/0
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         

Die Tabelle zeigt Medianwerte und Quartile (in Klammern); für das Geschlecht und die
GOLD-Klassifikation sind die Fallzahlen je Kategorie angegeben; *p<0,05, **p<0,01 be-
zogen auf den Unterschied zwischen den Gruppen; #geschätzte Rauchmenge anhand
der Patientenakten. VK = Vitalkapazität, FEV1 = forciertes exspiratorisches Volumen in
einer Sekunde, FVK = forcierte Vitalkapazität, ITGV = intrathorakales Gasvolumen, RV =
Residualvolumen, TLK = totale Lungenkapazität. Die Sollwerte wurden den Richtlinien
der European Respiratory Society entnommen (Quanjer et al. 1993), Klassen (Schwere-
grade) der COPD (GOLD 2005).                                                                                                                                                 



86

Tabelle 7: Patientencharakteristik des Teilkollektives der Untersuchung des Langzeit-
wachstums der Lungenfibroblasten

                                                                                                                                 
Kontrollen Emphysem

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                   

n 7 7
Alter [J] 66 (44; 73) 65 (58; 70)
Geschlecht [w / m] 3 / 4 0 / 7
Größe [cm] 176 (159; 178) 179 (170; 183)
Gewicht [kg] 76 (62; 80) 66 (65; 86)
BMI [kg/m²] 24,9 (24,5; 25,8) 23,1 (19,8; 26,9)
Rauchstatus# [py] 20 (20; 25) 40 (20; 75)

VK [%Soll] 103,1 (87,6; 110,5) 75,1 (71,6; 90,0)
FEV1 [%Soll] 102,1 (83,9; 108,0) 38,7 (34,2; 49)**
FEV1/VK [%Soll] 99,3 (94,2; 103,2) 53,2 (44,6; 54,0)**
FEV1/FVK [%] 79,3 (76,3; 82,7) 40,9 (36,5; 44,7)**
ITGV [%Soll] 103,6 (94,4; 110,0) 185,1 (156,0; 222,3)**
RV [L] 2,16 (2,04; 2,52) 5,63 (4,18; 6,42)
TLK [L] 6,6 (4,5; 7,5) 9,5 (8,0; 9,9)**
RV/TLK [%] 38,1 (32,6; 50,2) 57,8 (52,3; 67,8)*
GOLD-Stadium 
[0/I/II/III/VI] 7/0/0/0/0 0/0/1/5/1
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         

Die Tabelle zeigt Medianwerte und Quartile (in Klammern); für das Geschlecht und die
GOLD-Klassifikation sind die Fallzahlen je Kategorie angegeben; *p<0,05, **p<0,01 be-
zogen auf den Unterschied zwischen den Gruppen; #geschätzte Rauchmenge anhand
der Patientenakten. VK = Vitalkapazität, FEV1 = forciertes exspiratorisches Volumen in
einer Sekunde, FVK = forcierte Vitalkapazität, ITGV = intrathorakales Gasvolumen, RV =
Residualvolumen, TLK = totale Lungenkapazität. Die Sollwerte wurden den Richtlinien
der European Respiratory Society entnommen (Quanjer et al. 1993), Klassen (Schwere-
grade) der COPD (GOLD 2005).                                                                                                                                                 
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Tabelle 8: Patientencharakteristik des Teilkollektives der Untersuchung der Seneszenz-
assoziierten beta-Galalaktosidase
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  

Kontrollen Emphysem
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  

n 9 8
Alter [J] 65 (54; 67) 61,5 (54,5; 70,0)
Geschlecht [w / m] 3 / 6 0 / 8
Größe [cm] 172 (163; 176) 175,5 (171,0; 180,0)
Gewicht [kg] 69 (63; 80) 66 (65; 73)
BMI [kg/m²] 24,5 (23,3; 25,8) 22,3 (21; 23,5)
Rauchstatus# [py] 27,5 (20; 40,5) 40 (16; 54,5)

VK [%Soll] 103,1 (98,8; 108,3) 74,6 (67; 90) *
FEV1 [%Soll] 102,1 (86,0; 106,3) 35,7 (32,25; 44,75) **
FEV1/VK [%Soll] 99 (96,0;103,2) 50,1 (45,1; 54) **
FEV1/FVK [%] 79,3 (78,4; 82,7) 40,2 (37,2; 46,2) **
ITGV [%Soll] 110 (94,4; 121,2) 208,1 (170,6; 240,8) **
RV [L] 2,12 (1,93;2,52) 6,37 (4,9; 7,2) **
TLK [L] 6,69 (4,57; 7,54) 9,88 (8,75; 10,32) **
RV/TLK [%] 38,1 (33,4; 45,1) 66 (53,2; 71,7) **
GOLD-Stadium 
[0/I/II/III/VI] 9/0/0/0/0 0/0/1/6/1
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         

Die Tabelle zeigt Medianwerte und Quartile (in Klammern); für das Geschlecht und die
GOLD-Klassifikation sind die Fallzahlen je Kategorie angegeben; *p<0,05, **p<0,01 be-
zogen auf den Unterschied zwischen den Gruppen; #geschätzte Rauchmenge anhand
der Patientenakten. VK = Vitalkapazität, FEV1 = forciertes exspiratorisches Volumen in
einer Sekunde, FVK = forcierte Vitalkapazität, ITGV = intrathorakales Gasvolumen, RV =
Residualvolumen, TLK = totale Lungenkapazität. Die Sollwerte wurden den Richtlinien
der European Respiratory Society entnommen (Quanjer et al. 1993), Klassen (Schwere-
grade) der COPD (GOLD 2005).
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Tabelle 9: Patientencharakteristik des Teilkollektives der Untersuchung der Telomerenlänge

                                                                                                                                 
Kontrollen Emphysem

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                   

n 8 8
Alter [J] 66,5 (60; 74,5) 60 (57; 68)
Geschlecht [w / m] 3 / 5 0 / 8
Größe [cm] 171,5 (161,5; 177,0) 172 (167,5; 179,5)
Gewicht [kg] 69,5 (65,0; 78,5) 66 (65; 74,5)
BMI [kg/m²] 25,2 (23,8; 25,9) 22,8 (22,3; 23,6) *
Rauchstatus# [py] 25 (20; 46) 56,3 (18,5; 72,5)

VK [%Soll] 108 (98,5; 113,8) 74,4 (72,1; 87,3) **
FEV1 [%Soll] 104,8 (93,0; 113) 35,7 (33,8; 47,5) **
FEV1/VK [%Soll] 100,7 (97; 104,8) 50,2 (44,8; 61,1) **
FEV1/FVK [%] 80,3 (76,6; 84,5) 40,2 (37,2; 51,9) **
ITGV [%Soll] 108 (101; 121,6) 169,9 (161,5; 213) **
RV [L] 2,27 (1,98; 2,81) 5,01 (4,36; 6,37) *
TLK [L] 6,87 (4,71; 7,58) 8,11 (7,27; 10,02)
RV/TLK [%] 40,7 (31,8; 47,7) 62,7 (52,2; 68,1) *
GOLD-Stadium 
[0/I/II/III/VI] 8/0/0/0/0 1/0/0/7/0
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         

Die Tabelle zeigt Medianwerte und Quartile (in Klammern); für das Geschlecht und die
GOLD-Klassifikation sind die Fallzahlen je Kategorie angegeben; *p<0,05, **p<0,01 be-
zogen auf den Unterschied zwischen den Gruppen; #geschätzte Rauchmenge anhand
der Patientenakten. VK = Vitalkapazität, FEV1 = forciertes exspiratorisches Volumen in
einer Sekunde, FVK = forcierte Vitalkapazität, ITGV = intrathorakales Gasvolumen, RV =
Residualvolumen, TLK = totale Lungenkapazität. Die Sollwerte wurden den Richtlinien
der European Respiratory Society entnommen (Quanjer et al. 1993), Klassen (Schwere-
grade) der COPD (GOLD 2005).                                                                                                                                                 
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Tabelle 10: Patientencharakteristik des Teilkollektives der Genexpressionsuntersuchung (12K-
cDNA-Array)

                                                                                                                                 
Kontrollen Emphysem

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                   

n 3 3
Alter [J] 67 (66; 67) 64 (51; 66)
Geschlecht [w / m] 0 / 3 0 / 3
Größe [cm] 178 (168; 181) 182 (160; 183)
Gewicht [kg] 77 (75; 89) 82 (64; 90)
BMI [kg/m²] 26,6 (24,3; 27,2) 24,8 (19,8; 26,8)
Rauchstatus# [py] 22,5 (20; 25) 50,0 (20; 80)

VK [%Soll] 87,2 (59,8; 110,5) 71,6 (61,8; 95,6)
FEV1 [%Soll] 92,3 (58; 117,9) 38,7 (28; 40,7)*
FEV1/VK [%Soll] 105,4 (96; 105,6) 44,6 (42; 53,2)*
FEV1/FVK [%] 80,1 (73,9; 82,7) 30,0 (30; 40,9)*
ITGV [%Soll] 90,2 (88,5; 123) 181 (165,8; 222,3)*
RV [L] 2,52 (1,99: 6,7) 4,67 (4,3; 6,42)
TLK [L] 7,54 (5,23; 9,29) 8,70 (8,08; 9,47)
RV/TLK [%] 38,1 (33,4; 72,12) 57,8 (49,4; 67,8)
GOLD-Stadium 
[0/I/II/III/VI] 3/0/0/0/0 0/0/0/2/1
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         

Die Tabelle zeigt Medianwerte und Quartile (in Klammern); für das Geschlecht und die
GOLD-Klassifikation sind die Fallzahlen je Kategorie angegeben; *p<0,05, **p<0,01 be-
zogen auf den Unterschied zwischen den Gruppen; #geschätzte Rauchmenge anhand
der Patientenakten. VK = Vitalkapazität, FEV1 = forciertes exspiratorisches Volumen in
einer Sekunde, ITGV = intrathorakales Gasvolumen, RV = Residualvolumen, TLK = totale
Lungenkapazität. Die Sollwerte wurden den Richtlinien der European Respiratory Society
entnommen (Quanjer et al. 1993), Klassen (Schweregrade) der COPD (GOLD 2005).                                                                                                                                                 
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Tabelle 11: Patientencharakteristik des Teilkollektives der Genexpressionsuntersuchung
(qPCR)

                                                                                                                                 
Kontrollen Emphysem

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                   

n 9 10
Alter [J] 65 (59;67) 65,5 (58; 70)
Geschlecht [w / m] 4 / 5 0 / 10
Größe [cm] 175 (159;177) 175,5 (168,0; 182,0)
Gewicht [kg] 75 (62;77) 65,5 (65,0; 82,0)
BMI [kg/m²] 24,5 (24,5;25,4) 23,2 (20,55; 24,76)
Rauchstatus# [py] 20 (20;25) 47,5 (40,0; 75,0) *

VK [%Soll] 103,1 (87,6;110,5) 74,6 (72,0; 90,0) *
FEV1 [%Soll] 98,2 (83,9;103,3) 39,6 (34,2; 46,0) **
FEV1/VK [%Soll] 96,0 (94,3; 102,0) 49,4 (44,1; 54,0) **
FEV1/FVK [%] 78,4 (76,3; 79,3) 39,3 (34,0; 44,7) **
ITGV [%Soll] 103,6 (94,4;104,4) 175,5 (165,8; 193,9) **
RV [L] 2,37 (2,04;2,52) 4,6 (4,3; 6,3) **
TLK [L] 6,47 (4,82;6,64) 8,4 (7,5; 9,9) **
RV/TLK [%] 45,1 (33,4;45,2) 59,1 (52,3; 65,0) **
GOLD-Stadium 
[0/I/II/III/VI] 9/0/0/0/0 0/0/2/8/0
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         

Die Tabelle zeigt Medianwerte und Quartile (in Klammern); für das Geschlecht und die
GOLD-Klassifikation sind die Fallzahlen je Kategorie angegeben; *p<0,05, **p<0,01 be-
zogen auf den Unterschied zwischen den Gruppen; #geschätzte Rauchmenge anhand
der Patientenakten. VK = Vitalkapazität, FEV1 = forciertes exspiratorisches Volumen in
einer Sekunde, ITGV = intrathorakales Gasvolumen, RV = Residualvolumen, TLK = totale
Lungenkapazität. Die Sollwerte wurden den Richtlinien der European Respiratory Society
entnommen (Quanjer et al. 1993), Klassen (Schweregrade) der COPD (GOLD 2005).                                                                                                                                                 

8.2 Steriles Arbeiten
Die Arbeiten an den Zellkulturen erfolgten unter sterilen Bedingungen. D.h. die Arbeits-

flächen wurden mit Bacillol (Bode Chemie, Hamburg, Deutschland) bzw. Incidin foam (Eco-
lab GmbH, Wien, Österreich) und die Hände mit Sterilium desinfiziert sowie alle verwendeten
Pipetten und sonstigen Geräte, die in direkten Kontakt mit den Zellen kommen, entweder
strahlensterilisiert bezogen oder vor Verwendung bei 121°C im Autoclaven dampfsterilisert.
Die verwendeten Zellkulturreagenzien wurden nur unter sterilen Bedingungen geöffnet bzw.
dosiert. Die Manipulation der Kulturen selbst wurden an einer sterilen Werkbank (LaminAir
HB 2472, Heraeus) durchgeführt.
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8.3 Abbildungen zur qPCR

Abbildung 10: qPCR - Schmelzkurve

In der Abbildung sind die Schmelzkurven der Doppelbestimmung eines Primertests (IGFBP-
rP1 (IGFBP7), oberes Linienpaar) und der entsprechenden Blindprobe mit Wasser (unteres
Linienpaar) dargestellt (x-Achse: Temperatur [°C], y-Achse: Fluoreszenzintensität). Während
in der Blindprobe nur eine geringe Ausgangsfluoreszenz ohne steilen Abfall der Temperatur
im weiteren Verlauf zu erkennen, folglich kein Amplifikat in diesen Proben vorhaben ist, zeigt
die Fluoreszenz des Primertest eine plötzliche Abnahme bei ca. 87°C; ein typischer Verlauf
für dieses PCR-Amplifikat ohne Nebenprodukte oder Primerdimere.

Abbildung 11: qPCR - Amplifikation einer Standardreihe

In der Abbildung ist der typische Verlauf der Fluoreszenz in 10fach Verdünnungen eines
PCR-Amplifikates (Verdünnungsstufen 10-4 bis 10-10, hier für das LOXL2-Gen) während der
Amplifikation zu erkennen. Jede Kurve repräsentiert eine Konzentrationsstufe (x-Achse: In-
tensität des Fluoreszenzsignales, y-Achse: PCR-Zyklen)
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Abbildung 11: qPCR – Doppelbestimmung einer Standardreihe

In der Abbildung ist die Korrelation der Crossing points (Cp) der Amplifikation zweier Standard-
reihen (PBGD) in unabhängigen PCR-Ansätzen dargestellt (beide Achsen: Crossing points,
R²=0,9996).

Cp

Cp
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