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1.

Zusammenfassung: Nicht typisierbarer Haemophilus influenzae unterdriickt die Expression

von Surfactant Protein B und Surfactant Protein C in alveoliren Epithelzellen vom Typ II

Weltweit leiden Millionen Menschen unter chronischen Erkrankungen der Lunge, wie der chronisch
obstruktiven Lungenerkrankung (COPD) oder der Mukoviszidose. Gekennzeichnet sind diese
unheilbaren Erkrankungen durch einen langjéhrigen Verlauf mit intermittierend akuten
Exazerbationen, meist ausgelost durch virale oder bakterielle Erreger. Aufgrund der chronischen
Entziindung kommt es langfristig zu Verdnderungen und Umbauten des Lungenepithels. Durch die
geschwichte Immunabwehr in der Lunge werden chronische bakterielle Besiedlungen, hdufig mit
Non-Typeable Haemophilus influanzae (NTHi) und Pseudomas aeruginosa, begiinstigt, was den

Krankheitsverlauf negativ beeinflusst.

In der Lunge wird NTHi hauptséchlich {iber die Toll-like-Rezeptoren TLR2 und TLR4 erkannt.
Diese Mustererkennungsrezeptoren (Pattern Recognition Receptors, PRRs) setzen bei Kontakt mit
Pathogenen Signalkaskaden in Gang, in deren Verlauf zahlreiche Entziindungsmediatoren
freigesetzt und die zelluldire Immunabwehr aktiviert wird. Auch ein Einfluss von PRRs auf die
epithelialen Barrieren der Lunge, die Teil der pulmonalen Immunabwehr sind, ist wahrscheinlich.
So gibt es Hinweise, dass die Aktivierung epithelialer Stamm- bzw. Vorlduferzellen iiber PRRs

deren Regeneration und Differenzierung beeinflusst.

In den letzten Jahren konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass bei der Regeneration
und Differenzierung von Pneumozyten der Wnt (wingless und Int-1) -Signalweg eine bedeutende
Rolle spielt. Dickkopf 3 (DKK3) gehort zu der Familie der Dickkopf-Glykoproteine, die bei der
Regulation des Wnt-Signalwegs Einfluss haben. Durch welche genauen molekularen Mechanismen
die Aktivitdt von DKK3 reguliert wird, welchen Einfluss DKK3 auf die Regeneration der Lunge,

und damit auch auf den Verlauf chronischer Lungenerkrankungen hat, ist bisher nicht bekannt.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss von NTHi auf die Differenzierung von
murinen alveolaren Pneumozyten zu untersuchen. Weiterhin wurde die Bedeutung von TLR2/4 und

DKK3 bei der Regeneration und Differenzierung des Lungenepithels betrachtet.

Primédre Alveolarepithelzellen wurden aus Wildtypméausen, Mausen defizient fiir TLR2/4 und
Mausen defizient fiir DKK3 isoliert und in Transwells kultiviert. 48 Stunden spéter wurde ein Airlift
durchgefiihrt, um Air-Liquid-Interface (ALI) Kulturen zu erhalten. In diesen Kulturen haben die
Epithelzellen sowohl Kontakt zur Luft als auch zur Fliissigkeit, wodurch, im Vergleich zu
herkdmmlichen Zellkulturen, die Epithelzellen der Atemwege in-vitro wesentlich besser
nachgebildet und erforscht werden konnen. Die kultivierten Zellen wurden zum Zeitpunkt des
Airlifts oder 24 Stunden nach dem Airlift mit NTHi stimuliert. Der transepitheliale elektrische
Widerstand ~ (transepithelial  electrical  resistance, =~ TEER), die  Expression von

Differenzierungsmarkern und die Zytokinfreisetzung wurden gemessen.



Stimulation mit NTHi am Tag des Airlifts resultierte in einem signifikant erhéhten TEER, sowie
einer verminderten Expression von Surfactant Protein B und Surfactant Protein C, Marker fiir Typ
2 Alveolarzellen. Auch die Expression der Typ 1 Alveolarzellmarker Hopx und Aquaporin 5, sowie
Claudin 18, das entscheidend fiir die Ausbildung von Tight Junctions in Typ 1 Zellen ist, waren
vermindert. Dieser Effekt war unabhingig von TLR2/4. Jedoch kam es bei TLR2/4 defizienten
Kulturen zu einer verminderten Freisetzung des inflammatorischen Zytokins Keratinocyt-Derived
Chemokine (KC). Wurden die Zellen erst 24 Stunden nach Airlift mit NTHi stimuliert, kam es zur
Ausbildung eines verminderten TEER. Auch die Expression von Surfactant Protein B, Surfactant
Protein C und auch Hopx war vermindert. Hierbei zeigte sich jedoch kein Unterschied in der
Expression von Tight-Junction Markern. In den Kulturen aus Dkk3”-M#usen wurde ein signifikant

verminderter TEER gemessen, jedoch kein Unterschied nach Stimulation mit NTHi.

Durch die vorliegende Arbeit konnte gezeigt werden, dass NTHi einen Einfluss auf die Ausbildung
und Differenzierungsfahigkeit der epithelialen Barriere hat. Dieser Einfluss scheint unabhingig von
TLR2/4 zu sein, wird jedoch durch das Vorhandensein von DKK3 beeinflusst. Zukiinftige Studien
missen, unter anderem durch Verwendung moderner Methoden, wie Single-cell sequencing, zeigen,
iiber welche zelluldaren Mechanismen Bakterien, bzw. das Mikrobiom, die Auspragung epithelialer
Stammzellen beeinflussen und welche Rolle dies bei chronischen Lungenerkrankungen, wie der
COPD spielt. Das ALI-Regenerationsmodell kann auch genutzt werden, um den FEinfluss
verschiedener Wirkstoffe auf die epitheliale Barriere und Regeneration zu erforschen um neue
Therapieansitze fiir chronische Lungenerkrankungen, wie die COPD oder die Mukoviszidose zu

finden.



Summary: Non-typable Haemophilus influenzae suppresses the expression of Surfactant

protein B and Surfactant protein C in type II alveolar epithelial cells

Millions of people around the world suffer from chronic lung diseases such as chronic obstructive
pulmonary disease (COPD) or cystic fibrosis. These incurable diseases are characterised by a long-
term course with intermittent acute exacerbations, usually triggered by viral or bacterial pathogens.
The chronic inflammation leads to long-term modifications and remodelling of the lung epithelium.
The weakened immune defence in the lungs favours chronic bacterial colonisation, commonly with
non-Typeable Haemophilus influanzae (NTHi) and Pseudomas aeruginosa, which has a negative

impact on the progression of the disease.

In the lungs, NTHi is mainly recognised by the Toll-like receptors TLR2 and TLR4. Upon contact
with pathogens, these pattern recognition receptors (PRRs) initiate signalling cascades during which
numerous inflammatory mediators are released and the cellular immune defence is activated. It is
also likely that PRRs influence the epithelial barriers of the lungs, which are part of the pulmonary
immune defence. There is evidence that the activation of epithelial stem and progenitor cells via

PRRs influences their regeneration and differentiation.

In recent years, various studies have shown that the Wnt (wingless and Int-1) signalling pathway
plays an important role in the regeneration and differentiation of pneumocytes. Dickkopf 3 (DKK3)
belongs to the family of Dickkopf glycoproteins, which are involved in the regulation of the Wnt -
signalling pathway. The exact molecular mechanisms by which the activity of DKK3 is regulated
and the influence of DKK3 on lung regeneration, and therefore on the course of chronic lung

diseases, are not yet known.

The aim of the present study was to investigate the influence of NTHi on the differentiation of
murine alveolar pneumocytes. Furthermore, the importance of TLR2/4 and DKK3 in the

regeneration and differentiation of the lung epithelium was analysed.

Primary alveolar epithelial cells were isolated from wild-type mice, mice deficient for TLR2/4 and
mice deficient for DKK3 and cultured in transwells. 48 hours later an airlift was performed to obtain
air-liquid interface (ALI) cultures. In these cultures the epithelial cells are in contact with both air
and liquid, which, compared to conventional cell cultures, allows the epithelial cells of the airways
to be mimicked and researched much better in vitro. The cultured cells were stimulated with NTHi
at the time of the airlift or 24 hours after the airlift. Transepithelial electrical resistance (TEER),

expression of differentiation markers and cytokine release were measured.

Stimulation with NTHi on the day of the airlift resulted in a significantly increased TEER, as well
as a reduced expression of surfactant protein B and surfactant protein C, marker for type 2 alveolar

cells. The expression of the type 1 alveolar cell markers Hopx and aquaporin 5, as well as claudin

5



18, which is crucial for the formation of tight junctions in type 1 cells, was also reduced. This effect
was independent of TLR2/4. But in TLR2/4-deficient cultures there was a reduced release of the
inflammatory cytokine keratinocyte-derived chemokine (KC). If the cells were stimulated with
NTHi only 24 hours after airlift, a reduced TEER was observed. The expression of surfactant protein
B, surfactant protein C and Hopx was also reduced. However, there was no difference in the
expression of tight junction markers. In the cultures from Dkk3” mice, a significantly reduced TEER

was measured, but no difference after stimulation with NTHi.

The present study has shown that NTHi has an influence on the formation and differentiation
capacity of the epithelial barrier. This influence appears to be independent of TLR2/4, but is
influenced by the presence of DKK3. Future studies, including the use of modern methods such as
single-cell sequencing, must show the cellular mechanisms by which bacteria or the microbiome
influence the development of epithelial stem cells and what role this plays in chronic lung diseases
such as COPD. The ALI regeneration model can also be used to investigate the influence of various
active substances on the epithelial barrier and regeneration in order to find new therapeutic

approaches for chronic lung diseases such as COPD or cystic fibrosis.



3. Einleitung
3.1. Epithelien der Lunge

Der Respirationstrakt des Menschen ist aus einem Verzweigungssystem aufgebaut, bestehend aus
Luftrohre, Bronchien, Bronchiolen und den Alveolen, in denen der eigentliche Gasaustausch
stattfindet [47] (Abbildung 1). Ausgekleidet sind die Atemwege mit einem respiratorischen
Flimmerepithel, bestehend aus den Basalzellen, mukussezernierenden Becherzellen und den
namensgebenden Flimmerzellen. Dariiber hinaus sind auch noch seltene Zellen, wie zum Beispiel
Biirstenzellen zu finden. Tiefer in den Atemwegen kommen sogenannte Keulenzellen (= Club-
Zellen, ehemals Clara-Zellen) hinzu [1,9,54]. Basalzellen fungieren als Stammzellen und kénnen in
Zilien-, Becher- und Keulenzellen differenzieren [37]. In der distalen Lunge befinden sich die
Alveolen mit den Pneumozyten Typ 1, welche mit ihren groflen Zellkdrpern den grofiten Teil der
epithelialen Oberfliche bilden. Sie sind mafigeblich an der Bildung der Blut-Luft-Schranke beteiligt
und somit entscheidend fiir den pulmonalen Gasaustausch [35]. Die kubischen Pneumozyten Typ 2
produzieren den Surfactant, dieser senkt die Oberflaichenspannung und verhindert so ein Kollabieren
der Alveolen [9,15,38,54]. Bei Verletzungen des alveolaren Epithels oder zur Erhaltung der
Homoostase konnen Pneumozyten Typ 2 mit Stammezelleigenschaften proliferieren und in
Pneumozyten Typ 1 differenzieren [9,62,68]. Aber auch Keulenzellen kénnen, zumindest in der

Maus, zu Typ 2-artigen Zellen differenzieren [22,37].



Alveolen

o Zilienzelle

; , Keulenzelle s -Prcumozyt:Typ 1

andlides

I_-l Pneumozyt Typ 2

’ Becherzelle

» Basalzelle

Abbildung 1: Aufbau der Epithelien der Lunge

Die Atemwege sind ausgekleidet mit einem respiratorischen Flimmerepithel, unter anderem bestehend aus Zilienzellen,
Keulenzellen, Becherzellen und Basalzellen. In den Alveolen finden sich die Pneumozyten Typ 1, die mit ihren gro3en
Zellleibern maf3geblich an der Bildung der Blut-Luft-Schranke beteiligt sind, sowie die kubischen Pneumozyten Typ 2.

3.2. Erkrankungen der Lunge

Zahlreiche Menschen auf der ganzen Welt leiden an Erkrankungen der Lunge oder deren Folgen.
Im Jahr 2019 war laut WHO die dritthdufigste Todesursache weltweit die chronisch obstruktive
Lungenerkrankung (COPD), gefolgt von infektiosen Erkrankungen, wie der Lungenentziindung.
Todesfalle aufgrund von Krebserkrankungen der Lunge sind global die sechsthidufigste
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Todesursache. In Landern mit hohem Einkommen, beispielsweise Deutschland, verschieben sich
die Haufigkeiten leicht, bei den Erkrankungen der Atemwege ist die Mortalitit der
Krebserkrankungen hoher als die der COPD [77]. Lungenerkrankungen stellen aufgrund der
alternden Gesellschaft und ihrer hohen finanziellen Belastung des Gesundheitssystems eine
Herausforderung fiir die Zukunft dar [23,54]. COPD ist nur symptomatisch behandelbar, jedoch
vermeidbar, da sie durch Inhalation von Schadstoffen hervorgerufen wird. Trotzdem wird erwartet,

dass die Belastung durch die COPD in den kommenden Jahren noch steigen wird [26].

Die Pathogenese der COPD ist multifaktoriell bedingt. Eine zentrale Rolle spielt die chronische
Entziindung der kleinen Atemwege, ausgelost durch chronische Noxen, in Industrienationen
hauptursédchlich das Rauchen. Weitere Ursachen sind beispielsweise Luftverschmutzung durch das
Arbeiten im Bergbau oder das Kochen auf offener Flamme in geschlossenen Réumen. Aus der
Inhalation der Schadstoffe resultiert oxidativer Stress, freie Sauerstoffradikale begiinstigen die
Aktivierung von Immunzellen und férdern die chronische Entziindung iiber proinflammatorische
Signalkaskaden [3]. Es kommt zur Rekrutierung von Neutrophilen, sowie eosinophilen
Granulozyten, CD8+-Lymphozyten und Makrophagen [53]. Insbesondere bei jiingeren Patienten
kann ein genetisch bedingter Alpha-1-Antitrypsinmangel vorliegen, der ein Risikofaktor fiir die
COPD ist [25]. Beim Alpha-1-Antitrypsinmangel entsteht ein Ungleichgewicht aus Proteasen und
Protease-Inhibitoren und eine dadurch bedingte Zerstorung des Lungenparenchyms [61]. Aber auch
durch Entziindungszellen, wie Makrophagen und Granulozyten kdnnen Proteasen freigesetzt
werden, woraus ebenfalls ein gestortes Gleichgewicht der Proteasen und Anti-Proteasen resultiert
[3]. Weitere Merkmale der COPD sind die Mukushypersekretion und die Obstruktion der
Atemwege, die im Verlauf der Erkrankung durch den fibrotischen Umbau der Lunge, die
mukozilidre Dysfunktion und die Hyperreagibilitdt entstehen. Nach langjdhrigem chronischem
Verlauf kann es zu Ausbildung eines Emphysems und systemischen Auswirkungen, unter anderem
auf das Herz-Kreislauf-System kommen [25]. Die Remodellierung der Atemwege flihrt zu
Zerstorung von Alveolarsepten, Einengung des Lumens durch Verdickung der Atemwegswinde
und schlussendlich einem erhdhten Druck im GefdB3system der Lunge [53]. Aulerdem kommt es
durch die alveoldre Hypoxie zu einer Vasokonstriktion und iiber einen ldangeren Zeitraum zu
strukturellen Verdnderungen im Gefdflbett der Lunge [42]. Das Auftreten einer Pulmonalen
Hypertonie und damit einhergehendem Herzversagen bei COPD Patienten verkiirzt das Uberleben

signifikant [8]. Eine Ubersicht iiber die Pathophysiologie der COPD findet sich in Abbildung 2.

Durch virale oder bakterielle Infektionen kann es zu einer episodischen Verstirkung der
Inflammation und Verschlechterung der klinischen Symptomatik kommen, dies nennt man eine
akute Exazerbation [30]. Auch eine chronische mikrobielle Besiedlung der Lunge, begiinstigt durch,
das durch Noxen geschwichte Abwehrsystem der Lunge, ist kennzeichnend fiir die COPD [36].

H. influenzae ist ein gramnegatives kugelformiges Bakterium, dass als kommensaler Organismus in
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der nasopharyngealen Flora der meisten Menschen existiert. Einige Stdmme bilden eine
Polysaccharid-Kapsel aus, unbekapselte Stimme werden als Nicht-Typisierte-H. Influenzae (NTHi)
zusammengefasst [57]. NTHi ist der Keim mit der groBten klinischen Bedeutung, der aus Lungen
von stabilen COPD-Patienten isoliert werden kann [36,57]. Die bakterielle Kolonisation der Lunge
fiihrt zu einer Verstirkung der Inflammation, Steigerung der Mukussekretion, gestorten
Zilienfunktion und somit einer verminderten Funktion des pulmonalen Immunsystems, eine
Abwirtsspirale entsteht [56]. Zudem kann NTHi auch bei akuten Exazerbation auslésend sein

[30,36,57].

Ursachen/Noxen Chronische Entzindung Pathophysiologie Pathologische Verdnderungen
/ Oxidativer Stress Endotheliale Dysfunktion N = };
> . . ; 20 2118 T&r
& il Dysregulierte Verlust elastischer Fasern
= 2 Immunantwort und fibrotischer Umbau in
— . \ |
:_E; den kleinen Atemwegen |
~ \ Inflammationsreaktion /
Mukushypersekretion \ /
Ungleichgewicht der / ’
; - . /
ﬂ 0 {} Proteasen/Anti-Proteasen Ziliendysfunktion AR = =
Q % LS04 \‘T‘ < S
O
Bronchien Alveolen
Figar - Wandverdickung Fibrose
1patctienrauch Mukussekretion Air Trapping
Luftverschmutzung Obstruktion Uberdehnung
Infektionen

Abbildung 2: Pathophysiologie der COPD

Noxen, insbesondere Zigarettenrauch, 16sen durch den oxidativen Stress eine chronische Entziindung der Atemwege
aus. Die Freisetzung von Mediatoren 10st eine dysregulierte Immunantwort aus, welche letztendlich in endothelialer
Dysfunktion und einem fibrotischem Umbau der Lunge, begleitet von Mukushypersekretion, resultiert. Im Verlauf
kommt es zur Obstruktion der Atemwege und Uberblihung der Alveolen.

3.3. Air-Liquid-Interface Kulturen

Das Lungenepithel ist mit seiner luminalen Seite in Kontakt mit der Luft. In sogenannten Air-
Liquid-Interface (ALI) Kulturen kann humanes Bronchialepithel ex vivo in einer Art und Weise
kultiviert werden, die der Situation im Organismus nahekommt. So konnen Basalzellen aus
Lungenresektionen oder Biirstenabstrichen, die wihrend einer bronchoalveoldren Lavage gewonnen
werden, in konventioneller Zellkultur vermehrt und folgend auf Transwells ausgebracht werden
(Abbildung 3) [7,14]. In solchen Transwells haben die Zellen tiber eine Filtermembran Kontakt zum
Néahrmedium. Wird apikal, nachdem die Zellen die Membran vollstindig bedecken, das Medium im

Airlift entfernt, bildet sich ein differenziertes Flimmerepithel, indem Basal-, Becher- und
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Zilienzellen unterschieden werden konnen. ALI Kulturen mit Bronchialepithel wurde in der
Vergangenheit in zahlreichen Studien verwendet, die z.B. den Finfluss von Zigarettenrauch,
Infektionen und Wirkstoffen auf das Atemwegsepithel adressierten [6]. Auch mit Zellen aus der

Trachea der Maus konnen ALI Kulturen mit Atemwegsepithel kultiviert werden [2].

In den letzten Jahren wurden auch Protokolle zur Kultivierung von Pneumozyten in ALI Kulturen
entwickelt, wobei fiir humane Pneumozyten keine iiberzeugenden Protokolle existieren. So bilden

aus der Schweinelunge isolierte Epithelzellen auf Transwells innerhalb weniger Tage einen

Porése Membran

Nihrmedium

Porése Membran

Ndhrmedium

& Zilienzelle Keulenzelle , Basalzelle

Pneumozyt Typ 1 Pneumozyt Typ 2

Abbildung 3: Aufbau der ALI Kulturen

Das apikale Kompartiment ist durch eine pordse Filtermembran vom basalen Kompartiment getrennt. Zellen werden auf
der Membran kultiviert und kénnen so basolateral erndhrt werden. Apikal stehen sie in Kontakt mit der Luft, wodurch im
Gegensatz zu herkdmmlicher Zellkultur die Imitation der Konstellationen in der Lunge méglich ist.

konfluenten Monolayer mit typischen Interzellularverbindungen (Tight Junctions) [69]. Die

gebildete epitheliale Barriere ist zudem durch einen transepithelialen Widerstand von bis zu 2.000
0*cm? und die Expression von Pneumozyten-Markern wie Surfactant Protein C gekennzeichnet [60].

Dieses Modell kann z.B. fiir Transportstudien von Medikamenten genutzt werden. Basierend hierauf
wurde ein Protokoll etabliert, dass es erlaubt Zellen aus der distalen Lunge der Maus zu kultivieren.

Wolf et al. zeigten, dass isolierte Lungenepithelzellen eine epitheliale Barriere bilden und
11



Pneumozyten-Marker wie Surfactant Protein C exprimieren. Dieses Modell wurde unter anderem
genutzt um die Auswirkung der Defizienz des Rezeptors receptor for advanced glycation

endproducts (RAGE) auf die Bildung der epithelialen Barriere zu priifen [74,75].

3.4. Angeborenes Immunsystem und Epithelien

Das Immunsystem des Menschen hat die Aufgabe den Korper vor der schidigenden Wirkung von
Mikroorganismen, Viren, fremden Proteinen, entarteten Zellen usw. zu bewahren. Man
unterscheidet zwischen der angeborenen Immunabwehr und der erworbenen (adaptiven) Abwehr
[47]. Das angeborene Immunsystem ist ab der Geburt sofort einsatzbereit. Es besteht aus mehreren
Komponenten: Essenziell fiir das respiratorische Epithel ist die Barrierefunktion [38]. Sie wird
durch enge Zellkontakte gebildet, sogenannte Tight Junctions. Sie bilden Proteinkomplexe (u.a.
Claudine, Occludin, Zo-1 [67]), die die Dichte der epithelialen Barriere gewahrleisten [73].
Unterstiitzt wird diese Barriere durch einen diinnen Schleimfilm, gebildet von Becherzellen und
Driisen, an denen Mikroorganismen und Schmutzpartikel haften bleiben [47]. Bei der mukozillidren
Reinigung befordern die Kinozilien der Flimmerzellen diesen Schleim unaufhdrlich zum Rachen,
der dort abgehustet oder verschluckt wird [72]. Teil der angeborenen Immunabwehr sind auch
l6sliche Proteine, die zur Lyse und Opsonierung von Keimen beitragen (z.B. Lysozyme,
Komplement) [64]. Wesentlicher Bestandteil der angeborenen Abwehr sind Entziindungszellen, vor
allem Makrophagen und Granulozyten sind von Bedeutung [5,72]. Mithilfe von
Mustererkennungsrezeptoren (=Pattern Recognition Receptors, PRRs) erkennen die Abwehrzellen,
aber auch Strukturzellen wie Atemwegsepithelzellen, charakteristische Merkmale pathogener
Keime, sogenannte Pathogen-assoziierte molekulare Muster (=pathogen associated molecular
patterns, PAMPs) [44]. Werden PAMPs iiber PRRs erkannt, wird eine Signalkaskade in Gang
gesetzt, was in Epithelzellen zu einer vermehrten Bildung von Zytokinen (Tumor-Nekrose-Faktor
etc.), Chemokinen, Muzinen und antibakteriellen Peptiden fiihrt [50,72]. Solche Faktoren regulieren
die Rekrutierung und Aktivierung von Entziindungszellen, wie Neutrophilen Granulozyten und
setzen die adaptive Immunabwehr in Gang [38]. Bekannte Mustererkennungsrezeptoren sind die
Toll-Like-Rezeptoren (TLRs). TLRs sind integrale Membranproteine, die auf der Zelloberfliche
(TLR1, TLR2, TLR4, TLRS, TLR6, TLR11) oder in intrazelluldren Vesikeln (TLR3, TLR7, TLRS,
TLRY9) exprimiert werden [39]. Je nach Klasse konnen unterschiedliche Komponenten der
Pathogene erkannt werden. So kann beispielsweise TLR4 Lipopolysaccharide gram-negativer

Bakterien erkennen und TLR2 Lipoproteine und Peptidoglykane gram-positiver Bakterien, TLR3,

12



7 und 8 tragen zur Erkennung viraler Erreger bei, zudem kdnnen zytosolische Rezeptoren virale

Bestandteile, wie RNA erkennen [31,39]. Eine Ubersicht findet sich in Abbildung 4.

PAMPs
Lipopolysaccharide
Lipopeptide URAT
Peptidoglykane J J/ 1::2 i
TLR5
. TLR®6
Rl\\lA * ~ TLR 11
‘ Zytoplasma
e
Zytokine
Endosom = Interferone
Chemokine

Abbildung 4: Erkennung von PAMPs iiber den Mustererkennungsrezeptor TLR, nach [39,45]

Toll-like-Rezeptoren werden auf der Zelloberflache oder intrazellulér exprimiert und erkennen charakteristische Merkmale
von Pathogenen, sogenannte PAMPs. Darauthin wird eine Signalkaskade in Gang gesetzt, die zur Aktivierung von
Zytokinen, Interferonen und Chemokinen fiihrt.

Die adapative Immunabwehr wird im Laufe des Lebens erlernt und stetig verbessert. Aktiviert wird
sie von antigenprésentierenden Zellen, zum Beispiel Makrophagen oder dendritischen Zellen [47].
Teil der adaptiven Abwehr sind die B-Lymphozyten, die 16sliche Antikérper bilden und Mikroben
damit unschédlich machen (humorale Abwehr) wohingegen die T-Lymphozyten die zelluldre
Immunabwehr bilden [47]. Es besteht ein komplexes Zusammenspiel von T-Helferzellen, deren
Aufgabe die Erkennung eines Antigens ist, und zytotoxischen T-Zellen, welche den Erreger

angreifen, sowie den B-Zellen [38].

3.5. Lungenregeneration und DKK3

In der jlingeren Vergangenheit beschiftigten sich zahlreiche Studien mit epithelialen Stammzellen
und Vorlduferzellen des Respirationstrakts. Dabei zeigten Daten aus Single-cell Sequencing
(Einzelzellanalysen), dass sich aus Basalzellen Keulenzellen entwickeln kénnen. Aus diesen
wiederum entstehen Becher- und Zilienzellen [41,49]. Im Parenchym der Lunge sind die Typ-II-

Pneumozyten entscheidend fiir die Homoostase und Regeneration der Lunge, insbesondere nach
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einer Infektion oder Verletzungen [81]. Sie sind die Vorlduferzellen der Typ-I-Pneumozyten.
Studien an Maéusen haben ergeben, dass bei einer schweren Schidigung der Lunge auch
Keulenzellen, lokalisiert in den terminalen Bronchiolen, in Typ-2-Pneumozyten-dhnliche Zellen
differenzieren konnen. Diese exprimieren charakteristische Typ-2-Pneumozytenmarker wie
Surfactant. Ob sie bisher unerforschte Aufgaben bei der Regeneration und Reparatur des
Lungengewebes libernehmen oder tatsdchlich echte Typ-2-Pneumozyten sind, bleibt abzuwarten
und wird in der Zukunft Gegenstand weiterer Forschung sein [12,29,51,58,62]. FEinzelne
Untersuchungen gaben Hinweise darauf, dass in den menschlichen Atemwegsbronchiolen

sekretorische Epithelzellen als Vorlduferzellen fiir Typ-2-Pneumozyten fungieren konnten [10].

In den letzten Jahren adressierten verschiedene Studien, iiber welche Mechanismen die
Regeneration von Pneumozyten reguliert und welche Rolle die Wechselwirkung mit Fibroblasten
hier innehat. So konnte eine Funktion des Wnt (wingless and Int-1)/B-Catenin-Signalweges bei der
Proliferation und Differenzierung von alveolaren Vorlduferzellen nachgewiesen werden. Im
kanonischen Wnt-Signalweg vermitteln Wnt-Liganden iiber B-Catenin die Transkription von
Zielgenen, wihrend in nicht-kanonischen Wegen unabhingig von B-Catenin zelluldre Signalwege
wie Ca2*- oder MAP-Kinase-vermittelte Wege reguliert werden [55]. Frank et al. zeigten, dass die
Aktivierung von Wnt-abhéngigen Signalwegen wéhrend der Alveologenese die Proliferation von
Typ II Pneumozyten anregt, wohingegen die Blockade von Wnt-Signalwegen zur Differenzierung
zu Typ I Zellen fiihrt [21]. Lee et al. zeigten im Mausmodell und mit 3D Organoiden, dass in der
adulten Lunge spezifische mesenchymale Zellen Wnt-abhéngig die Selbsterneuerung und
Differenzierung von Typ II Zellen vermitteln [33]. Barkauskas et al. und Zacharias et al. publizierten
Protokolle, die es erlauben, humane Typ II Vorlduferzellen zu isolieren und hieraus 3D Organoide
bestehend aus Typ II und Typ I Pneumozyten zu differenzieren [9,81]. Auch in diesen Modellen
fiilhrte die Aktivierung von Wnt zur Expansion von Typ II Pneumozyten und die Inhibierung von
Wnt zur Differenzierung hin zu Typ I Pneumozyten [81]. Die Funktion von Wnt-Signalwegen
wurde auch in murinen COPD-Modellen untersucht. Baarsma et al. zeigten in Rauch- und Elastase-
abhéingigen murinen COPD-Modellen und mittels der Analyse humaner Proben, dass WNT-5A
nicht-kanonische Wnt-Signalwege aktiviert und dies zur Pathogenese der COPD beitragt [4]. Diese
Studien zeigen, dass die voriibergehende Aktivierung von Wnt-Signalwegen fiir die Entwicklung
sowie den Erhalt der Integritdt der Lunge von Bedeutung ist, eine fehlgeleitete Aktivierung des Wnt-

Signalwegs aber auch zu Lungenschiden fiihren kann.

Dickkopf 3 (DKK3) gehdrt zu der Familie der Dickkopf (DKK) Glykoproteine (DKK1 bis 4), fiir
die eine Funktion bei der Regulation von Wnt-Signalwegen beschrieben ist. Studien zeigten, dass
DKKI, 2 und 4 den Wnt/B-Catenin-Weg inhibieren, indem sie z.B. als Antagonisten direkt an LRP6
(Lipoprotein receptor-related protein 6), welches ein Bestandteil des Rezeptorkomplexes fiir Wnt-

Liganden ist, binden und den Endozytose-abhingigen Abbau von LRP6 induzieren [55]. Die
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Wirkung von DKK3, welches sich in seiner molekularen Masse und Ahnlichkeit in der Sequenz von
den anderen DKK Proteinen unterscheidet, ist hingegen unklar. So induziert es nicht die
Internalisation von LRP6 und zeigte sich kontextabhingig als Aktivator bzw. Antagonist des Wnt-
Signalwegs [19,20,43,55,80]. Die molekularen Mechanismen, die der Aktivitit von DKK3
zugrunde liegen, sowie die Rezeptoren fiir DKK3 sind unklar bzw. nicht bekannt [55]. Verschiedene
Studien untersuchten die Funktion von DKK3 bei Nieren- und Tumorerkrankungen. Eine Arbeit
von Ferrari et al. schldgt vor, dass die Expression von DKK3 in Tumor-assoziierten Fibroblasten
mit der Aggressivitidt von Brust-, Darm- und Eierstockkrebs im Zusammenhang steht und dass
DKK3 die tumorfoérdernde Funktion der Fibroblasten iiber Wnt-Signalwege reguliert. Es zeigte sich,
dass DKK3 Wnt-Signalwege potenziert, indem es Kremen (Kringle containing transmembrane
proteins), das Wnt-Signalwege negativ reguliert, destabilisiert [20]. Zhou et al. zeigten, dass DKK3
die Tumorprogression bei Pankreaskrebs iiber die Aktivierung von NF-kB fordert [83]. Im
Mausmodell konnte gezeigt werden, dass DKK3 Nierenfibrose vorantreibt [19,55]. Eine Funktion
von DKK3 bei der Regeneration der Lunge und chronischen Lungenerkrankungen ist in der

Literatur bisher nicht beschrieben.
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4. Fragestellung

Bakterielle Infektionen sind maBgeblich am Verlauf chronischer Erkrankungen der Lunge wie der
COPD und der Mukoviszidose beteiligt. Es stellt sich daher die Frage, inwiefern bakterielle
Belastung die Regeneration von Pneumozyten Typ 2 beeinflusst. In der vorliegenden Arbeit sollte
daher untersucht werden, wie sich bakterielle Exposition im Air-Liquid-Interface Modell auf die
Differenzierung von Lungenepithelzellen auswirkt. Zudem sollte gepriift werden, inwiefern Toll-

like Rezeptoren und DKK3 die Differenzierung des Epithels regulieren.
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5. Material und Methodik

5.1. Materialien und Gerite

5.1.1. Gerite und Materialien

Folgende Materialen und Geréte wurden bei dieser Arbeit verwendet.

Bezeichnung Hersteller, Land
CFX96 Touch Real time System BioRad, USA
Elisa Platte Greiner, Deutschland
Inkubator Hera Cell Heraeus, Deutschland

Inkubator Minitron

Infors HAT, Deutschland

Lichtmikroskop Axiovert 25

Zeiss, Deutschland

LS Columns Miltenyi, Deutschland
MidiMACS Separator Miltenyi, Deutschland
MyCyler BioRad, USA

NanoDrop 8000 Thermo Scientific, Deutschland
Sterilbank Hera Safe Heraeus, Deutschland

T100 Thermal Cycler BioRad, USA

Transwells (12x 6,5 mm Inserts; 0,4 pm

Poren; 24-well, clear, PET)

Corning, USA

Voltohmmessgerit Millicell ERS

Merck, Deutschland

Wasserbad

Gesellschaft fiir Laborgerite, Deutschland

Zentrifuge Heraeus Labofuge 400

Thermo Scientific, Deutschland

Zentrifuge Heraues Fresco 21

Thermo Scientific, Deutschland

Tabelle 1: Gerite und Materialien

5.1.2. Chemikalien, Kits und Reagenzien

Folgende Chemikalien, Kits und Reagenzien wurden bei dieser Arbeit verwendet.

Bezeichnung

Hersteller

Bovines Serumalbumin (BSA)

Sigma-Aldrich, USA

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, USA

Calcium Chlorid Dihydrat (CaCl, * 2 H,O)

Sigma-Aldrich, USA

CD 326 (EpCam) Antibody, mouse

Miltenyi, Deutschland

CD 326 (EpCam), Micro Beads, mouse

Miltenyi, Deutschland
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Desoxyribunuclease 1

Sigma-Aldrich, USA

Dispase

Corning, USA

DMEM/F12 mit Glutamin, Gibco

Life Technologies, USA

DuoSet Elisa

R&D Systems, USA

Ethyldiamintetraessigsédure (EDTA)

Life Technologies, USA

Fetales Kélberserum (FBS)

Life Technologies, USA

Fibronectin

Corning, USA

Glucose

Carl Roth, Deutschland

Hirn-Herz-Medium

Roth, Deutschland

Hydroxyethyl-Piperazinyl-
Ethansulfonsdure (HEPES)

Life Technologies, USA

Insulin-Transferrin-Sodium-Selenite

Sigma-Aldrich, USA

Supplement (ITSS)
Kochblutagar BD, Deutschland
Laminin Sigma-Aldrich, USA

Magnesium Sulfate Heptahydrat (MgSO4 *
7 H,0)

Sigma-Aldrich, USA

Natrium Chlorid (NaCl) Carl Roth, Deutschland
Non-Essential-Amino-Acid-Solution Sigma-Aldrich, USA

(NEAA)

NucleoSpin RNA Set Macherey-Nagel, Deutschland

p53-Aktivator

Abcam, Vereinigtes Konigreich

p53-Inhibitor

Abcam, Vereinigtes Konigreich

Penicillin-Streptomycin

Life Technologies, USA

Phsophat Buffered Saline (PBS)

Sigma-Aldrich, USA

Pierce BCA Protein Assay Kit

Thermo Scientific, Deutschland

Potassium Chloride (KCI)

Carl Roth, Deutschland

Primocin

Invivogen, USA

Revert Aid First Strand cDNA Synthesis Kit

Thermo Scientific, Deutschland

SensiMix SYBR Kit

Bioline, Deutschland

Sodium Hydroxide (NaOH)

Carl Roth, Deutschland

Sodium Phosphate dibasic heptahydrat
(Na2HPO4 * 7TH20)

Sigma-Aldrich, USA

Supplement B

BD, Deutschland

Tabelle 2: Chemikalien, Reagenzien und Kits
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5.1.3. Puffer, Losungen und Kulturmedien

Folgende Puffer, Losungen und Kulturmedien wurden bei dieser Arbeit hergestellt und

verwendet.

BSSB-Puffer
- 8gNaCl
- 04 gKCl
- 0,14 g Na,HPO4 * TH,O
- 2,38 g HEPES

- 1 g Glucose

- 0,29 g MgS0O4 * 7 H,0O

- 0,27g CaCl, * 2 H,O

- In 1000 ml Aqua bidest I16sen

- PH mit NaOH auf 7,4 einstellen
- Steril filtrieren

- 10 ml Pencillin-Streptomycin dazugeben

Complete Mouse Medium (CMM)
- 500 ml DMEM/F12 (Gibco 11320-074) mit Glutamin
- 1,25g BSA (0,25%)
- 5 ml HEPES (1omM)
- 5SmlINEAA (1%)

- 5 mg Insulin-Transferrin-Sodium-Selenite (ITSS)

- 1 ml Primocin

- ITSS in 1 ml DMEM/F12 16sen, BSA bei 37°C in 35 ml DMEM/F12 16sen
- ITSS und BSA steril filtrieren

MACS-Waschpuffer
1000 ml PBS

- 0,5¢ BSA

- 0,0545g EDTA

- Steril filtrieren

Tabelle 3: Puffer, Losungen und Kulturmedien
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5.1.4. Primer fiir PCR

Gen Primersequenz
Claudin 4 [76] Forward 5’-ACA GGT CCT GGG AAT CTC CT-3°
Reverse 5’-CAC TGC ATC TGA CCT GTG CT-3’
Occludin [76] Forward 5’-GAG TTA ACG TCG TGG ACC GGT ATC-3’
Reverse 5’-CCC TGA AAT ACA AAG GCA GGA ATG-3’
Zonula Forward 5’-AGG ACA CCA AAG CAT GTG AG-3
Occludens [76] Reverse 5’-GGC ATT CCT GCT GGT TAC A-3’
Tm4sfl Forward 5‘-GGC ACC GTC TCA TGA CTC AA-3¢
Reverse 5°-TTG TGG AGA AAG CCG ATG CT-3¢
Aquaporin-5 Forward 5’-CTG CTC CGA GCC ATC TTC TA-3’
[76] Reverse 5’-GGT GAA GTA GAT CCC CAC AAG A-3°
Surfactant Forward 5’-CAC AGC AAG GCC TAG GAA AG-¥’
Protein C [76] Reverse 5’-ATC CAA CCC AGT CCC TCT CT-3”
Claudin-18 [76] | Forward 5’- GAC CGT TCA GAC CAG GTA CA-3
Reverse 5’-GCG ATG CAC ATC ATC ACT C-3°
3-Actin [76] Forward 5°- AGC CAT GTA CGT AGC CAT C-3’
Reverse 5’-CTC TCA GCT GTG GTG GTG AA-3°
Dkk3 [79] Forward 5°-TGA GGC AGT GGC TAC ACA AG-3°
Reverse 5°“GCT GGT ATG GGG TTG AGA GA-3¢
Lyz2 [63] Forward 5°-ATG GAA TGG CTG GCT ACT ATG G-3°
Reverse 5¢-ACC AGT ATC GGC TAT TGA TCT GA-3¢
P15/Cdkn2b Forward 5‘-CCC TGC CAC CCT TAC CAG A-3°
[40] Reverse 5¢-CAG ATA CCT CGC AAT GTC ACG-3¢
Trp53 [65] Forward 5¢-CGC TGC TCC GAT GGT GAT-3¢
Reverse 5°“GGC GAA AAG TCT GCC TGT CTT-3¢
Hopx Forward 5°-TAT ACT GTC CCC TCG GAG TGT-3¢
Reverse 5°-TGC GCG TCT GAC TAA GGA TG-3*
Tla[82] Forward 5¢-AGC AAA GCC AAG ACA GTA TCG C-3°
Reverse 5°-TTA GGA CTG GGC TGG AAT GTG T-3¢
P21/Cdknla Forward 5‘-CCT GGT GAT GTC CGA CCT G-3°
[40] Reverse 5‘-CCA TGA GCG CAT CGC AAT C-3¢
P16/CDKN2A Forward 5¢-CGC AGG TTC TTG GTC ACT GT-3°
[48] Reverse 5-TGT TCA CGA AAG CCA GAG CG-3¢
Forward 5'-CCA AGT GCT TGA TGT CTA CC-3'




Surfactant Reverse 5'-CTG GAT TCT GTT CTG GCT TA-3'
Protein B [71]

Surfactant Forward 5'-GTA GCA AAG AGG TCC TGA TG-3'
Protein C [71] Reverse 5'-CCT ACA ATC ACC ACG ACA A-3'

Surfactant Forward 5'-AAG GGT GAT CCA GGT TTG CCA-3'
Protein C [32] Reverse 5'-GAG GTC CAC TTA GTC CAC GTT CT-3'

Tabelle 4: Primer fiir PCR

5.1.5. Mause

Die Organentnahmen wurde unter Beachtung des deutschen Tierschutzgesetzes durchgefiihrt.
Eine Vorabmeldung zum Tdten zu wissenschaftlichen Zwecken wurde gestellt. Die Méuse
wurden unter spezifisch-pathogenfreien Bedingungen gehalten und hatten jederzeit freien
Zugang zu Futter und Wasser. Die Lungen wurden nach Tétung der Tiere aus den folgenden
Mausstdmmen entnommen: Wildtyp C57Bl6 Méuse aus eigener Zucht oder Janvier
(Frankreich), DKK3 defiziente Mause (Dkk3”", C57B16 Hintergrund) aus eigener Zucht der AG
Prof. Fliser (Innere Medizin IV, UdS, urspriinglich DKFZ Heidelberg, AG Prof. Hermann-Josef
Grone) und TLR2/4 defiziente Mause (71r2/4”, C57B16 Hintergrund) aus eigener Zucht.

5.2. Methoden
5.2.1. Isolation muriner alveolarer Epithelzellen

Die Isolation erfolgte wie bereits beschrieben aus Wildtyp (WT), TLR2/4" und Dkk3”- Miusen.
Die Isolation erfolgte anhand eines Protokolls zur Isolation muriner alveolarer Epithelzellen,
dass entsprechend adaptiert wurde [76]. Zunichst wurde die Maus mittels intraperitonaler
Injektion von Ketamin 525 mg/kg und Xylazin 35 mg/kg euthanasiert, der Zwischenzehenreflex
gepriift und der Thorax erdffnet. Die linke Seite der Herzbasis wurde inzidiert und auf der
rechten Seite der Herzbasis eine Kaniile eingefiihrt. Somit konnte die Lunge mit warmem PBS
blutfrei gespiilt werden. Nun wurde die Trachea frei prépariert, indem Muskeln und Fett entfernt
wurden, und mittels einer Venenverweilkaniile 2 ml warme Dispase in die Lunge injiziert, die
dort fiir 2 min verblieb. Im nichsten Schritt wurden Herz und Lunge entnommen, die Lunge

von Herz, Thymus, Trachea, sowie Fett befreit und in vorgewérmte Dispase gegeben.

Die Lunge wurde im Anschluss fiir 45 min schiittelnd bei 37°C inkubiert. Nach der
Inkubationszeit wurde die Lunge in 20 ml CMM und 1 ml DNAse in ein Falcon-Tube gegeben

und mit einer Schere griindlich zerkleinert. Es folgte eine weitere circa 40-miniitige
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Inkubationszeit, ebenfalls schiittelnd, um die Zellen aus dem Gewebe herauszulosen. Der Inhalt
des Falcons wurde nun mehrfach resuspendiert, zundchst mittels einer 10 ml, dann einer 5 ml
Stabpipette und durch ein 100 pm-Zellsieb, sowie ein 40 pm-Zellsieb in einen 50 ml Falcon
filtriert. So entstand eine gewebsfreie Zellsuspension. Diese wurde fiir 5 min bei 1400 rpm (=
200 x g) zentrifugiert, der Uberstand iiberfiihrt und erneut zentrifugiert. Die Zellpellets wurden
mit 20 ml Medium und 1 ml DNAse resuspendiert und auf 2 Petrischalen verteilt. Um eine

Adhésion der Makrophagen zu gewéhrleisten, wurden diese fiir 60-90 min bei 37°C inkubiert.

Im néchsten Schritt wurde die Zellsuspension, sowie 10 ml BSSB-Puffer, die zum Waschen der
Petrischalen verwendet wurden, in ein Falcon-Tube iiberfiihrt. Es folgte eine Zentrifugation bei
1400 rpm (= 200 x g) fiir 5 min, das Zellpellet wurde mit 1 ml BSSB-Puffer resuspendiert und
mit 5 ul Anti-EpCAM-PE fiir 20 min bei 4°C rotierend inkubiert. Anschlieend wurde die
Zellsuspension erneut zentrifugiert (1400 rpm (=200 x g), 5 min) und nach Zugabe von 125 pl
Microbeads fiir 20 min bei 4°C rotierend inkubiert. Die Funktion der Microbeads besteht in der
Bindung der im vorherigen Schritt mit Antikdrpern markierten CD326"-Zellen. Diese konnen
hierdurch durch magnetische Zell-Separation unter Zuhilfenahme einer MACS-Saule
herausgefiltert werden. Dafiir wurde die Sadule zundchst mittels MACS-Waschpuffer
vorbereitet, anschlieBend durchlduft die Zellsuspension die Séule gefolgt von 10 ml BSSB-
Puffer. Um eine angereicherte Typ 2-Alveolarzell-Suspension zu erhalten, wurde im letzten
Schritt ziigig 5 ml CMM (mit 10% FBS versetzt) durch die Séule gedriickt und der Durchlauf

aufgefangen. Mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer wurde die Anzahl der Zellen bestimmt.

5.2.2. Kultivierung und Stimulation der Zellen

Zur Kultivierung wurden Transwell-Air-Liquid-Interface-Platten gewdhlt, die zuvor mit
Laminin und Fibronektin gecoatet wurde. Als Ndhrmedium wurden mit 10% FBS versetztes
CMM verwendet. Es wurden 0,5%10° Zellen in 200 pl Nahrmedium apikal auf die Transwells
pipettiert. In das basolaterale Kompartiment wurden 800 pl Nahrmedium gegeben. Das Medium
wurde tdglich gewechselt. Nach 48 Stunden wurde ein Airlift durchgefiihrt. Dies bedeutet, dass
das apikale Medium entfernt wurde, wodurch die kultivierten Zellen apikal in Kontakt zur Luft
waren (Abbildung 3). Ab diesem Zeitpunkt ist die Oberseite der Zellschicht der Luft ausgesetzt,
wihrend die Basalseite der Zellen durch ein fliissiges Nahrmedium versorgt wird. Dies
ermdglicht eine mdglichst spezifische in-vitro Nachbildung der Atemwege. Der genaue

Versuchsaufbau der jeweiligen Experimente ist weiter unten beschrieben.
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5.2.3. NTHi-Losung

Aus einem klinischen Isolat von NTHi wurde zur Anzucht von Bakterien eine Vorkultur
abgenommen und bei 37°C in 50 ml Hirn-Herz-Medium mit 1 % Supplement B angeimpft.
Nach 24 Stunden wurden die Bakterien auf Kochblutagar ausgestrichen und iiber Nacht bei
37°C inkubiert. AuBerdem wurde hiervon zur Gewinnung weiterer Hauptkulturen mit
Einzelkolonien weitere Vorkulturen angeimpft. Zur Inaktivierung und Lysierung der Bakterien
wurde die Flissigkultur zunéchst abzentrifugiert (2500 x g, 15 min) und das erhaltene Zellpellet,
nach Verwerfen des Uberstands, in PBS gewaschen. Bei einer Temperatur von 70°C wurden die
Bakterien inaktiviert und anschlieend mittels Ultraschallsonde fiir eine Dauer von 45 sek
lysiert. Dabei wurde die Suspension auf Eis gekiihlt. Um die vollstindige Inaktivierung des
Lysats zu liberpriifen, wurde ein Kontrollausstrich auf Kochblutagarplatten angefertigt. Mithilfe
des Pierce BCA Protein Assay Kit (Verwendung nach Herstellerangaben) wurde die
Quantifizierung der Gesamtproteinmenge durchgefiihrt und die Konzentration auf 2,5 mg/ml
eingestellt [52]. Vor der Verwendung wurde eine weitere Verdiinnung mit CMM (mit 10% FBS

angereichert) durchgefiihrt um eine 5%-ige Losung zu erhalten.

5.2.4. Messung des Widerstands

Taglich wurde ab Versuchstag 1 (Aussaat an Tag 0) bei allen kultivierten Zellen der
transepitheliale elektrische Widerstand (TEER) mittels eines Voltohmmessgerits gemessen, um
die Differenzierung der Zellen zu messen und zu dokumentieren. Dieser Wert ist ein Marker flir
die Integritét zelluldrer Barrieren [59]. Die Epithelien der Atemwege und der Alveolen bilden
eine physikalische und auch immunologische Barriere zwischen den luftleitenden und den
iibrigen Abschnitten der Lunge [46,73]. Diese Barriere wird gebildet durch interzelluldre
Proteinkomplexe, den apikalen Tight Junctions, Adherens Junctions und den Desmosomen [13].
Tight Junctions ermdglichen unter Aufrechterhaltung der Barrierefunktion eine Diffusion und
Stofftransporte zwischen apikalen und basolateralen Kompartimenten [59]. Mithilfe eines
Voltohmmeters kann eine quantitiative Bestimmung der Entwicklung und Differenzierung der

Barrierefunktion erfolgen ohne die kultivierten Zellen zu beschidigen [59].

Zunichst wurde apikal und basolateral das Medium abgesaugt und 800 pl warme PBS-Losung
basolateral, sowie 200 pul warme PBS-Losung apikal dazugegeben. Dann wurde vorsichtig, um
das Alveolarepithel nicht zu verletzten, mittels zweier stabformiger Elektroden der elektrische
Widerstand bestimmt (Abbildung 5). Aus dem gemessenen Wert Rrorar lésst sich unter
Beriicksichtigung der Flache des Inserts (Marea) und dem sogenannten Rprank, also dem
gemessenen Widerstand in einem nicht mit Zellen kultivierten Well, der TEER Wert wie folgt

berechnen:
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TEER [Qcm?] = (RroraL — ReLank) [©2] * Marea [em?]
Dabei gilt Rprank = 120 Q und Magrea = 0,33¢cm * 0,33cm * = 0.342cm?

Nach Abschluss der Messungen wurde das apikale und basale PBS vorsichtig abgesaugt und die
Zellen wieder mit Ndhrmedium versorgt. Apikal wurde, je nach Ablauf und Zeitpunkt des

aktuell durchgefiihrten Versuchs, erneut mit NTHi stimuliert.

Electrode Electrode
n n

l Layer of cells

T W w— w— w— —
Semipermeable Membrane

Abbildung 5: Durchfiihrung der TEER Messung [59]

Fiir die Durchfithrung der TEER Messung wird das Medium entfernt und PBS-Losung in die ALI Kultur gegeben.
Eine Messelektrode wird apikal, die zweite Messelektrode wird in das basale Kompartiment verbracht. Nach
Durchfiihrung der Messung wird die PBS-Losung entfernt und die Zellen wieder mit Ndhrmedium versorgt.

5.2.5. RNA-Isolation und Umschreibung

Zur Gewinnung der RNA aus den kultivierten Zellen wurden zunéchst B-Mercaptoethanol und
Lysepuffer im Verhéltnis 1:100 auf die Zellen gegeben. Nach kurzer Einwirkzeit erfolgte die
Isolation der RNA anhand des NucleoSpin RNA Kits, dabei wurden die Herstellerangaben zur
Vorgehensweise befolgt. Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurde eine
spektralphotometrische Messung mit dem NanoDrop 8000 durchgefiihrt. Dabei wird die
Abschwichung der Strahlungsintensitit registriert und mittels Lambert-Beer‘schem-Gesetz die
Konzentration der RNA berechnet. Die Umschreibung der RNA in cDNA wurde mithilfe des
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit durchgefiihrt.
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Das zugehorige Protokoll des T100 Thermal Cyclers lautet wie folgt:

65°C fiir 5 min
- 4°C fiir 5 min
- 42°C fiir 60 min
- 70°C fiir 5 min
- 4°C Infinite Hold

Die synthetisierte cDNA wurde in RNAse-freiem Wasser verdiinnt und im néchsten Schritt

mittels quantitativer Real Time PCR analysiert.

5.2.6. Quantitative Real Time PCR

Zur Messung der Genexpression wurde eine quantitative Real Time PCR durchgefiihrt. Dabei
wird die cDNA zunédchst bei 95°C denaturiert, anschlieBend kommt es bei 60°C zur
Primerbindung und Elongation der DNA. Dieser Schritt wird mehrfach wiederholt und dabei
mittels Fluoreszenzmessung die Menge der entstandenen doppelstrangigen DNA quantifiziert.

Der Reaktionsansatz setzt sich wie folgt zusammen:

12,5 pl SensiMix SYBR Green

0,1 ul Forward Primer
0,1 pul Reverse Primer
7,3 ul PCR-HO

S5ul cDNA

Die verwendeten Primer sind in Abschnitt 5.1.4 Primer fiir PCR aufgefiihrt. Das verwendete

Protokoll des CFX96 Touch Real Time Systems lautet:

95°C fiir 10:00 min
—» 2 95°C fiir 00:15 min
- 60°C fiir 0:30 min + Plate Read
— - Wiederholung 40x
- Melt Curve 65°C bis 95°C, + 0,5°C/Zyklus + Plate Read
- 5°C Infinite Hold
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5.2.7.ELISA

Zur Quantifizierung der Zytokinkonzentration wurde aus Zellkulturiiberstinden ein ELISA
durchgefiihrt. Verwendet wurde hierfir das DuoSet Elisa. 96-Well Platten wurden mit
Antikorpern beschichtet und mit ELISA Diluent geblockt. Anschlieend erfolgte die Hinzugabe
der, mit ELISA Diluent verdiinnten, Proben und es erfolgte eine Inkubation der Platte tiber

Nacht bei 4°C. Das weitere Vorgehen ist dem Herstellerprotokoll zu entnehmen.

5.2.8. Statistik

Fiir die statistische Auswertung der Experimente wurde die Software GraphPad Prism (San
Diego, Kalifornien, USA) verwendet. Ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant
angesehen. Fiir die Berechnung der Signifikanz zweier Gruppen wurde der Student’s Test
verwendet. Die Analyse zwischen mehreren Gruppen erfolgte mittels Varianzanalysen (analysis
of variance, ANOVA) mit anschlieBendem post-hoc Turkey Test. Die verwendeten statistischen
Verfahren sind in den Legenden der Abbildungen angegeben. Die Abbildungen wurden mithilfe
der Software Sketchbook erstellt.
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6. Ergebnisse

6.1. Stimulation mit NTHi fithrt zu einer verminderten Expression von Pneumozyten-

Markern

Akute und chronische Lungenerkrankungen, wie virale Pneumonien und die COPD, sind héufig mit
einer Schiadigung bis hin zum Verlust von Lungenparenchym verbunden. Proliferierende Typ 2
Pneumozyten, aber auch Club-Zellen tragen entscheidend zur Homoostase und Regeneration der
Lunge bei. Um zu priifen, inwiefern Bakterien, die gerade auch bei der COPD héufig die Lunge
besiedeln, sich auf die Regeneration von Pneumozyten auswirken, wurden Lungenepithelzellen aus
WT-, sowie TIr2/4"-Miusen isoliert und in Transwells als ALI kultiviert (Abbildung 6). Nach 48
Stunden wurde ein Airlift durchgefiihrt, indem das apikale Medium abgesaugt wurde. Folgend
wurden die Kulturen mit NTHi oder Kontrollmedium apikal stimuliert. Der transepitheliale
elektrische Widerstand (TEER) wurde 24-stiindig gemessen. Das basolaterale Medium wurde 24-
stiindig gewechselt. 48 Stunden nach der Stimulation mit NTHi wurde das basaolaterale Medium
abgenommen und bei -80°C verwahrt. Die Zellen wurden fiir die Isolation von mRNA und folgende

RT-PCR Analysen in einen Lysepuffer aufgenommen.

bl — bk —

Medium  Zellen

Tag O: Tag 2:
Tag4: L se
Aussaat der Tag1 Airlift + Tag3 degr Zell\:en
Zellen Stimulation

Abbildung 6: Versuchsaufbau

Isolierung der murinen alveolaren Epithelzellen aus WT und TLR247 Miusen und Aussaat in ALI Kulturen (Tag 0); 48
Stunden spéter Absaugen des apikalen Mediums und Stimulation mit NTHi oder Kontrollmedium (Tag 2); 48 Stunden
spéter Aufnahme der Zellen in Lyse-Puffer zur RT-PCR Analyse und Einfrieren des basolateralen Mediums bei -80°C
(Tag 4).

Abbildung 7 zeigt die Entwicklung des TEER kultivierter alveolarer Epithelzellen aus WT- und
Tlr2/4"-Miusen. An Tag 4 war der TEER bei NTHi-behandelten ALI Kulturen verglichen mit

Kontrollmedium behandelten ALI Kulturen signifikant erhdht. Dieser Unterschied war jedoch
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unabhéngig vom Toll-Like-Rezeptorstatus der kultivierten Zellen. Die Ausschiittung von Zytokin
KC, gemessen aus den Uberstinden an Tag 4, zeigte sich signifikant hoher in den mit NTHi

stimulierten Kulturen.
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Abbildung 7: (A) Entwicklung des TEER in kultivierten alveolaren Epithelzellen aus WT und TLR2/4”- Miusen
und (B) Quantifizierung der Zytokin KC Ausschiittung

Aus WT und TLR2/4”- Miusen wurden alveolare Epithelzellen isoliert und in ALI Kulturen ausgesit. Die Kulturen
wurden ab dem Tag des Airlift mit NTHi oder PBS apikal stimuliert. Wéhrend der Kultivierungsphase von 4 Tagen
wurde tdglich der TEER bestimmt. Aus dem basolateralen Medium wurde mittels ELISA die Ausschiittung des Zytokins
KC gemessen. Statistik: (A) Two-Way-Anova; MW=SD; (B) One-Way-Anova; MW+SD; Zusammengefasste Daten aus
drei (WT) und zwei (TLR2/4”") unabhiingigen Experimenten; Signifikanzniveau: **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001

Weiterhin  wurde mittels semi-quantitativer RT-PCR die Expression verschiedener,
zelltypspezifischer Gene gemessen (Abbildung 8). Die Expression der Typ-2-Zell Marker Sfipb und
Sfipc fiel nach Stimulation mit NTHi signifikant ab, wohingegen Sfipd vermehrt exprimiert wurde.
Auflerdem vermindert die Behandlung mit NTHi die Expression des Typ-1-Zell Markers Hopx,
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sowie die Expression von Agp5 und Cldnl8. Cldnl8 kodiert ein integrales Membranprotein, das
entscheidend ist zur Ausbildung von Tight Junctions bei Pneumozyten Typ 1. In der Wildtyp-
Gruppe zeigte sich auBerdem ein signifikanter Abfall der Expression von Lyz2 (Typ-2-Zellen oder
Makrophagen). Die gemessenen Unterschiede bei Cldn4, Ocin, T1-alpha, sowie Tjpl (Zo-1) waren

nicht signifikant.
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Abbildung 8: Stimulation mit NTHi vermindert die Expression von Sf#pb und Sfipc

Bei alveolaren Epithelzellen von WT und TLR24”-Miusen wurde 48 Stunden nach der Aussaat in ALI Kulturen ein
Airlift durchgefiihrt und mit NTHi stimuliert. Weitere 48 Stunden spéter wurden die Zellen lysiert und quantitative RT-
PCR durchgefiihrt. Statistik: unpaired t-Test, Zusammengefasste Daten aus drei (WT) und zwei (TLR2/47)
unabhingigen Experimenten; MW+SEM; Signifikanzniveau: p<0,05; **p< 0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001. Jeder
Datenpunkt représentiert ein unabhéngiges Experiment.

Folgend wurde betrachtet, wie sich die Stimulation mit NTHi auf die Expression von Pneumozyten-
Markern auswirkt, nachdem sich eine dichte Barriere ausgebildet hat. Hierfiir wurden alveolare
Epithelzellen aus WT-Maiusen isoliert und in ALI Kulturen kultiviert (Abbildung 9). Nach 48
Stunden wurde ein Airlift durchgefiihrt. Weitere 24 Stunden spéter wurden 20 pl NTHi oder
Kontrollmedium apikal auf die Zelloberfliche aufgebracht. Das basolaterale Medium wurde 24-
stiindig gewechselt. 24 Stunden nach der Stimulation mit NTHi wurde das basaolaterale Medium
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abgenommen und bei -80° C verwahrt. Die Zellen wurden fiir die Isolation von mRNA und folgende

RT-PCR Analysen in einen Lysepuffer aufgenommen.
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Abbildung 9: Versuchsaufbau

Isolierung der murinen alveolaren Epithelzellen aus WT und TLR2/47- Mausen und Aussaat in ALI Kulturen (Tag 0); 48
Stunden spéter Absaugen des apikalen Mediums (Tag 2); 24 Stunden spiéter Stimulation mit NTHi oder Kontrollmedium
(Tag 3); weitere 24 Stunden spater Aufnahme der Zellen in Lyse-Puffer zur RT-PCR Analyse und Einfrieren des

basolateralen Mediums bei -80°C (Tag 4).

Der an Tag 4 gemessene TEER ist in Abbildung 10 dargestellt. Verglichen werden kultivierte
alveolare Epithelzellen, welche mit NTHi behandelt wurden, mit Kontrollmedium behandelten

Kulturen. Die behandelten Kulturen zeigten dabei einen signifikant verminderten TEER.
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Abbildung 10: Messung des TEER an Tag 4

Alveolare Epithelzellen wurden aus WT Méusen isoliert und in ALI Kulturen ausgesét (Tag 0). An Tag 2 erfolgte der
Airlift, an Tag 3 Stimulation mit NTHi. Dargestellt ist die TEER-Messung an Tag 4. Statistik: t-Test, Zusammengefasste
Daten aus vier unabhéngigen Experimenten; MW=SEM; Signifikanzniveau: *p<0,05; **. Jeder Datenpunkt
reprasentiert ein unabhéngiges Experiment.
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Mittels RT-PCR wurde auBerdem die Expression einiger zelltypspezifischer Gene gemessen

(Abbildung 11). Es zeigte sich ein signifikanter Abfall der Expression von Sfiph und Sfipc nach

Stimulation mit NTHi. Weiterhin war die Expression der Gene Lyz2 und Hopx in den behandelten

Kulturen gehemmt. Die Marker Sfipd, T1-alpha, Agp5, Ocln, Cldn 4 und Cldn 18 zeigten keine

signifikanten Unterschiede im Vergleich der mit NTHi und Kontrollmedium behandelten Kulturen.
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Abbildung 11: Stimulation mit NTHi hemmt die Expression von Sfipb und Sfipc
Bei alveolaren Epithelzellen von WT Mausen wurde 48 Stunden nach der Aussaat in ALI Kulturen ein Airlift
durchgefiihrt. 24 Stunden spiter wurde mit NTHi stimuliert. Weitere 24 Stunden spiter wurden die Zellen lysiert und
quantitative RT-PCR durchgefiihrt. Statistik: t-Test, Zusammengefasste Daten aus vier unabhéngigen Experimenten;
MW=SEM; Signifikanzniveau: **p< 0,01; ***p<0,001. Jeder Datenpunkt représentiert ein unabhéngiges Experiment.
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6.2. Die Defizienz von DKKS3 fiihrt zu einer verminderten epithelialen Barriere

DKK3 reguliert Wnt-Signalwege, die die Differenzierung von Pneumozyten regulieren [20,55].
Nicht-publizierte Experimente der Arbeitsgruppe zeigten, dass die Defizienz von DKK3 sich in
Krankheitsmodellen auf die Lungenfunktion auswirkt. Alveolare Epithelzellen wurden aus WT-,
sowie Dkk3”-Miusen isoliert und in Transwell-Air-Liquid-Interface-Platten kultiviert (Abbildung
9). Nach 48 Stunden wurde ein Airlift durchgefiihrt. Weitere 24 Stunden spéter wurden 20 pl einer
NTHi-Losung oder Kontrollmedium apikal auf die Zelloberflache aufgebracht. Der TEER wurde
24-stiindig gemessen. Das basolaterale Medium wurde 24-stiindig gewechselt. 24 Stunden nach der
Stimulation mit NTHi wurde das basaolaterale Medium abgenommen und bei -80°C verwahrt. Die
Zellen wurden fiir die Isolation von mRNA und folgende RT-PCR Analysen in einen Lysepuffer

aufgenommen.

Abbildung 12 zeigt die Entwicklung des TEER in kultivierten alveolaren Epithelzellen aus WT- und
Dkk3"-Miusen. Dabei zeigte sich an Tag 4 ein signifikant niedrigerer TEER in den ALI Kulturen
der DKk3 defizienten Méuse im Vergleich zu den Wildtyp-Mé&usen.
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Abbildung 12: Entwicklung des TEER in kultivierten alveolaren Epithelzellen aus WT und Dkk3” Miusen

Aus WT und Dkk3”-Miusen wurden alveolare Epithelzellen isoliert und in ALI Kulturen ausgesit. Wihrend der
Kultivierungsphase von 4 Tagen wurde tdglich der TEER bestimmt. Statistik: Two-Way-Anova; Zusammengefasste Daten
aus drei (WT) und zwei (DKK3”") unabhiingigen Experimenten; MW=+SD; Signifikanzniveau: **p< 0,01.

Zudem wurde mittels RT-PCR die Expression verschiedener zelltypischer Gene gemessen
(Abbildung 13). Bei den ALI Kulturen aus Wildtyp-Miusen zeigte sich bei der Stimulation mit
NTHi, verglichen mit Kontroll-Medium, eine signifikant niedrigere Expression der Gene Lyz2,
Hopx, Sfipbund Sfipc. Eine verstirkte Expression nach Stimulation mit NTHi zeigte T/-alpha. Kein
Unterschied konnte bei der Expression von Agp35, Cldn4, Cldni8, Ocln, Tjpl, Tm4sf1-2, Dkk3 und
Sfipd in Wildtyp-Mausen gemessen werden.
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Abbildung 13: Relative Induktion nach Stimulation mit NTHi in WT und DKK3”*-Miusen

Bei alveolaren Epithelzellen wurde 48 Stunden nach Aussaat ein Airlift durchgefiihrt. 24 Stunden spéter wurde mit
NTHi stimuliert. Weitere 24 Stunden spater wurden die Zellen lysiert und quantitative RT-PCR durchgefiihrt. Statistik:
unpaired t-test; Zusammengefasste Daten aus drei (WT) und zwei (DKK3"") unabhingigen Experimenten; MW+SEM;
Signifikanzniveau: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Jeder Datenpunkt représentiert ein unabhéngiges Experiment.
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Die kultivierten alveolaren Epithelzellen aus Dkk3”-Miusen zeigten eine signifikant verminderte
Expression von Sfipc, sowie Lyz2 in der mit NTHi stimulierten Gruppe im Vergleich zur

Kontrollgruppe. Die iibrigen gemessenen Unterschiede waren nicht signifikant.

6.3. Einfluss von p53-Aktivator und p53-Inhibitor auf Lungenepithelzellen

Das Tumorsupressorgen p53 reguliert eine Vielzahl von Signalwegen in der Zelle, beispielsweise
den Zellzyklus, die Apoptose und die Reparatur von geschiadigter DNA [70]. Es fungiert als
Transkriptionsfaktor und kann die Proliferation geschiadigter Zellen verhindern und den
programmierten Zelltod einleiten [65]. Aktuelle Studien deuten darauf hin, dass p53 bei der
Differenzierung von Pneumozyten eine Rolle spielt [62]. Um die Rolle von p53 bei der
Differenzierung von Pneumozyten ndher zu betrachten, wurden in das Kulturmedium ab dem Tag

des Airlifts ein Inhibitor (10 wmol/l) bzw. Aktivator (1,5 wmol/l) von p53 gegeben (Abbildung 14).

=
— )
N/

Medium  Zellen

Tag 2: Airlift +
Tag 0: Aussaat e L Tag 4: Lyse
> der Zellen >> Tagl >> |nh|b|tlon;;\;<t|werung >> Tag3 >> der Zellen >

Abbildung 14: Versuchsaufbau

Isolierung der murinen alveolaren Epithelzellen aus WT-Mausen und Aussaat in ALI Kulturen (Tag 0); 48 Stunden
spéter Absaugen des apikalen Mediums und Stimulation mit p53-Aktivator, p53-Inhibitor oder Kontrollmedium (Tag 2);
weitere 48 Stunden spéter Aufnahme der Zellen in Lyse-Puffer zur RT-PCR Analyse und Einfrieren des basolateralen
Mediums bei -80 °C (Tag 4).

Das basolaterale Medium wurde 24-stiindig gewechselt. Der TEER wurde alle 24 Stunden

gemessen. Weitere 48 Stunden nach dem Airlift wurde das basolaterale Medium abgenommen und
bei -80°C eingefroren. Die Zellen wurden zur Isolation von mRNA und zur weiteren Analyse mittels

RT-PCR in Lyse-Puffer aufgenommen.

In Abbildung 15 ist die Entwicklung des gemessenen TEER {iiber die Zeit dargestellt. Die mit

Aktivator-Losung stimulierten ALI Kulturen zeigten im Vergleich zu den Kontroll-Kulturen eine
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signifikante Verringerung an Tag 3 und Tag 4. Der TEER kultivierter alveolare Epithelzellen, die
mit Inhibitor-Losung behandelt wurden, war an Tag 4 signifikant niedriger als in der nicht

stimulierten Gruppe, jedoch signifikant hoher als in der Gruppe der mit Aktivator stimulierten ALI

Kulturen.

150+
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O 1 L} 1 1
N Vv D

Abbildung 15: Entwicklung des TEER in kultivierten alveolaren Epithelzellen aus WT-Miiusen

Aus WT-Méusen wurden alveolare Epithelzellen isoliert und in ALI Kulturen ausgesit. Wéhrend der Kultivierungsphase von
4 Tagen wurde téglich der TEER bestimmt. 48 Stunden nach der Aussaat wurde ein Airlift durchgefiihrt und mit p53-
Aktivator oder p53-Inhibitor stimuliert. Statistik: Daten aus einem Experiment. Two-Way-Anova; MWz+SD;
Signifikanzniveau: ***p<0,001.

Weiterhin wurden RT-PCR-Analysen aus der isolierten mRNA durchgefiihrt (Abbildung 16). Die
Expression der Gene Cldn4, p16 (CDKN2A), p21 (Cdknla) und Trp53 war in den Kulturen, welche
mit Aktivator-Losung behandelt wurden, im Vergleich zu den unbehandelten Kulturen signifikant
erhoht. Bei den mit Inhibitor-Losung stimulierten alveolaren Epithelzellen war die Expression des
Gens Hopx signifikant erhoht im Vergleich zur nicht stimulierten Kultur. Die iibrigen gemessenen

Unterschiede waren nicht signifikant.
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Abbildung 16: Relative Induktion nach Stimulation mit pS3-Aktivator oder Inhibitor in WT-Miusen

Bei alveolaren Epithelzellen wurde 48h nach Aussaat ein Airlift durchgefiihrt mit p53-Aktivator oder Inhibitor stimuliert. 48
Stunden spéter wurden die Zellen lysiert und quantitative RT-PCR durchgefiihrt. Statistik: Daten aus einem Experiment,
t-test; MW=SD; Signifikanzniveau: *p<0,05; ***p<0,001.
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7. Diskussion

Bei akuten Lungenerkrankungen wie der Pneumonie und dem Acute Respiratory Distress Syndrom
(ARDS) kommt es hiufig zu einer massiven Schidigung der Lunge. Hiervon sind besonders die
Alveolen bzw. die Pneumozyten betroffen. Auch chronische Lungenerkrankungen sind mit einem
Verlust an Lungenstruktur und epithelialen Schédden verbunden. Fiir ein tieferes Verstéindnis solcher
Erkrankungen ist es wichtig zu verstehen, auf welche Weise das Lungenepithel regeneriert und
welche zelluldren Mechanismen zu seiner Schidigung beitragen. Die vorliegende Arbeit
untersuchte im ALI-Modell, inwiefern das Pathogen NTHi die Regeneration der epithelialen
Barriere beeinflusst. Dies ist von Interesse, da chronische Lungenerkrankungen wie die COPD oft
mit chronischen Infektionen der Lunge einhergehen und der Kontakt von Pneumozyten mit
Bakterien oder bakteriellen Faktoren potentiell die Regenerationsfahigkeit von Pneumozyten

beeinflusst.
7.1. Exposition mit NTHi beeinflusst die Ausbildung der epithelialen Barriere

Alveolarepithelzellen Typ 2 (AT2-Zellen) haben eine wichtige Funktion bei der Regeneration des
Lungenparenchyms nach Schéddigung, beispielsweise durch Infektion [66]. In dieser Arbeit wurde
ein ALI-Modell verwendet, in dem isolierte Typ 2 Zellen eine epitheliale Barriere aufbauen. Wolf
et al. zeigten, dass sich in diesem Modell innerhalb von 5 Tagen eine epitheliale Barriere aufbaut
und dies mit einer verminderten Expression von Typ 2 Markern wie Surfactant C und einer
gesteigerten Expression von Markern einhergeht, die von Typ 1 Zellen exprimiert werden, z.B.
Aquaporin 5 und Claudin 18. Es kommt also zu einer Differenzierung von Typ 2 zu Typ 1 Zellen
[74,75]. Dies wird auch von mittels Single-cell sequencing erhobenen Daten der Arbeitsgruppe
bestitigt [78]. Auch in dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich innerhalb von 48 Stunden
nach dem Airlift eine epitheliale Barriere mit einem Widerstand von iiber 300 Qcm? aufbaut. Dies
ist im Einklang mit der Arbeit von Wolf et. al und den erwédhnten Single-cell Analysen mit einer
robusten Expression von Typ 1 und Typ 2 Pneumozyten-Markern. Die Single-cell Analysen zeigten
zudem, dass am Aufbau der epithelialen Barriere auch Keulenzellen beteiligt sind und diese sich in
Richtung Typ 2 Zellen differenzieren [78]. Dies ist im Einklang mit Studien, die zeigten, dass
Keulenzellen in der Maus Stammzellen fiir Pneumozyten sein kénnen. Dies wurde auch in ex vivo

Organoid-Modellen gezeigt [12,34].

Ein pralimindres Experiment mit einem Aktivator von p53 unterstreicht, dass das Modell gut genutzt
werden kann, um den Einfluss von Wirkstoffen auf die Differenzierung von Lungenepithelzellen
bzw. die Ausbildung einer epithelialen Barriere zu testen. Der p53-Aktivator filhrte zu einer

verminderten Barriere und einer gesteigerten Expression p53-regulierter Gene wie p21 und p16.

Lungen von Patienten mit chronischen Lungenerkrankungen wie der COPD oder der

Mukoviszidose sind stark mit Bakterien bzw. bakteriellen PAMPs besiedelt [18,56]. Um zu priifen,
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inwiefern Bakterien in diesem Modell die Bildung der Barriere beeinflussen, wurden am Tag des
Airlift inaktivierte NTHi apikal auf die ALI Kulturen gegeben. In einer Serie von Experimenten
zeigte sich, dass die Stimulation mit NTHi wihrend der Ausbildung der Barriere zu einem
signifikant erhohten transepithelialen Widerstand fiihrte. Dies weist darauf hin, dass Pneumozyten
Bakterien detektieren und dadurch die Regeneration der epithelialen Barriere beschleunigt wird.
Moglicherweise fiihrt der Kontakt mit Bakterien bei Lungenepithelzellen zu einer verstérkten
Proliferation, was den Aufbau bzw. die Regeneration der epithelialen Barriere beschleunigt. RT-
PCR Analysen ergaben, dass die Ausbildung der epithelialen Barriere in Anwesenheit von Bakterien
mit einer stark verminderten Expression des Typ 2 Markers Surfactant C einherging. Die Expression
des Typ 1 Markers Tlalpha zeigte sich hingegen hier leicht gesteigert. Dies konnte darauf
hindeuten, dass Bakterien in der Regenerationsphase die Differenzierung von Typ 2 Zellen Richtung
Typ 1 Zellen verstiarken. Weitergehende Analysen wie zum Beispiel Single-cell sequencing konnten
in weiteren Studien Aufschluss geben, auf welche Weise Bakterien die Differenzierung von Typ 2
Zellen im Ali-Modell beeinflussen und inwiefern Stammzellfunktionen von Typ 2 Zellen durch
Bakterien beeinflusst werden und dies bei Erkrankungen eine Rolle spielt. Hier wire es interessant
zu priifen, ob akute und chronische bakterielle Belastung dazu fiihrt, dass Typ 2 Zellen zu
,.pathogenen‘ Pneumozyten differenzieren, die den Verlauf der COPD negativ beeinflussen. Solche
fehlgeleiteten Pneumozyten wurden bereits flir die idiopathischen Lungenfibrose beschrieben

[17,24].

Verschiedene Studien zeigten, dass NTHi in der Lunge besonders iiber TLR2 und TLR4 detektiert
werden [27]. Es wurden daher Pneumozyten aus TLR2/4-defizienten Méausen isoliert und im ALI-
Modell mit Pneumozyten aus Wildtyp-Miusen verglichen. Uberraschenderweise zeigte sich in der
Ausbildung der epithelialen Barriere zwischen TLR2/4-defizienten Pneumozyten und Wildtyp-
Pneumozyten kein signifikanter Unterschied. Auch in der Wirkung von NTHi auf die Expression
der Typ 2 (Surfactant C) und Typ 1 (T1alpha) Marker war kein Unterschied nachweisbar. Die durch
NTHi induzierte Abgabe des Zytokins KC war bei TLR2/4-Pneumozyten jedoch stark vermindert.
Dies zeigt, dass TLR2/4 die NTHi-induzierte Entziindungsreaktion von Pneumozyten vermittelt.
Dieses Ergebnis steht im Einklang mit Arbeiten von Jungnickel et al., in denen gezeigt wird, dass
die durch inaktivierte NTHi hervorgerufene pulmonale Entziindung in TLR2/4 defizienten Mausen
extrem vermindert ist [27,28]. Diese Ergebnisse legen nahe, dass der durch Bakterien erhhte
transepitheliale Widerstand und die verminderte Expression von Typ 2 Markern unabhéngig von
TL2/4 verlduft. Es ist denkbar, dass weitere Rezeptoren und Signalkaskaden wie NOD-abhéngige
Signalwege durch NTHi aktiviert werden und die Differenzierung von Typ 2 Pneumozyten
beeinflussen [84]. Dies scheint plausibel, da auch die Expression von Surfactant C in TLR2/4-
defizienten Mausen stark vermindert ist. Es ist auch denkbar, dass bakterielle Bestandteile post-

translational tight junctions und somit den epithelialen Widerstand beeinflussen.
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7.2. Exposition mit NTHi vermindert die epitheliale Barriere und Expression von Typ 2

Markern in differenzierten Epithelzellen

Es stellte sich des Weiteren die Frage, inwiefern die Exposition mit NTHi epitheliale Eigenschaften
beeinflusst, nachdem sich eine epitheliale Barriere aufgebaut hat. Es zeigte sich, dass NTHi eine
Abnahme an epithelialer Barriere induziert. Ahnliches wurde auch schon fiir
Atemwegsepithelzellen gezeigt. Chun et al. zeigten, dass bakterielle Faktoren, iiber TLR2, die
Ausschiittung von Ca?* in Atemwegsepithelzellen Signale induzieren [16]. Dies fiihrt {iber den
Protease-abhingigen Abbau von Occludin und E-Cadherin zu einer Verminderung der epithelialen
Barriere und ermdglicht die Rekrutierung bzw. den Ubertritt von Leukozyten an die epitheliale
Oberflache. Es konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass Bakterien {iber TLR2 sowie p38 MAPK
und TGF-p abhingige Signalwege Bestandteile der Tight Junctions herunterregulieren und dies zu
einem Verlust an epithelialer Barriere fithrt [11]. Da in dieser Arbeit die Stimulation mit NTHi
keinen Einfluss auf die Expression von Tight Junction Faktoren wie Occludin hatte, ist es denkbar,
dass die verminderte Barriere post-transkriptionell, z.B. iiber Proteasen, vermittelt wird, dhnlich,
wie in der Arbeit von Chun et al.. Inwieweit die in dieser Arbeit beobachteten Effekte iiber TLR2
vermittelt werden — Studien zeigten, dass das Gram-negative Bakterium NTHi auch TLR2
aktivieren kann — oder liber andere Rezeptoren wie TLR4, die dhnliche Signalkaskaden aktivieren,
ist allerdings unklar [27]. Neben dem Verlust epithelialer Barriere fiihrte die Stimulation mit NTHi
zu einer starken Verminderung der Expression von Typ 2 Markern wie Sfipb und Sfipc. Der
zugrunde liegende Mechanismus hierfiir ist unklar. Es ist denkbar, dass die Verminderung der
Barriere bei akuter Stimulation mit Bakterien wie bei Atemwegsepithelzellen die Rekrutierung von
Leukozyten wie neutrophilen Granulozyten unterstiitzt [ 16]. Dies konnte mit einer Aktivierung von
Stammzelleigenschaften in Typ 2 Zellen einhergehen, um Gewebeschdden auszugleichen.
AuBlerdem konnte es auch zu einer voriibergehenden verminderten Expression von Sftpc fiihren.
Weitere Studien, die moderne Methoden wie Single-cell sequencing nutzen, konnten hier
Aufschluss geben, inwiefern die Stimulation mit NTHi zu einer De- bzw. transienten

Umdifferenzierung von Typ 2 Zellen fiihrt.

7.3. Aus DKK3-defizienten Miusen isolierte epitheliale Zellen bilden eine verminderte

epitheliale Barriere aus

Verschiedene Studien zeigten, dass DKK3 auf die Aktivierung von Wnt-abhéngigen Signalwegen
wirkt und dass Wnt Stammzellfunktionen von Pneumozyten reguliert [20,55]. Um Hinweise auf die
Funktion von DKK3 bei der Ausbildung der epithelialen Barriere zu erlangen, wurden epitheliale

Zellen aus DKK3-defizienten Méusen isoliert. Es zeigte sich, dass DKK3-defiziente
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Lungenepithelzellen eine stark verminderte Barriere ausbildeten. Dies ging mit einer verminderten
Expression von Pneumozyten-Markern einher. Diese Daten legten zundchst nahe, dass DKK3-
defiziente Pneumozyten eine verminderte Differenzierung aufweisen. Single-cell Analysen der
Arbeitsgruppe zeigten jedoch, dass sich kein Unterschied in der Auspragung der Pneumozyten bzw.
der Differenzierung der Typ 2 zu Typ 1 Pneumozyten zwischen WT und DKK-3-defizienten Zellen
zeigte. Vielmehr war der Anteil an Keulenzellen bei aus DKK3-defizienten Mausen isolierten
Epithelzellen nach vier Tagen auf Transwells erhoht (Daten in Vorbereitung zur Publikation). Die
verminderte epitheliale Barriere und Expression von Pneumozyten Markern scheint daher eher ein
Resultat der unterschiedlichen Verhéltnisse zwischen Pneumozyten und Keulenzellen zu sein.
Inwiefern DKK3 zur Differenzierung von Keulenzellen in Richtung Pneumozyten beitrdgt, bedarf

weiterer Studien.
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8. Ausblick

Die koordinierte Differenzierung verschiedener Zelltypen mit Stammzellkapazitit ist fiir die
Lungenhomdostase und -regeneration von wesentlicher Bedeutung. Im Alveolarbereich sind sich
selbst erneuernde AT2-Zellen Vorlduferzellen von Alveolarepithelzellen Typ 1 (AT1-Zellen). AT2-
Zellen haben aus diesem Grund eine wichtige Funktion bei der Homdostase und Regeneration des
Lungenparenchyms nach Schéden, beispielsweise durch eine Infektion. Es wird vermutet, dass bei
chronischen Lungenerkrankungen wie der COPD, der Mukoviszidose und Asthma die
Differenzierungsfahigkeit der Stammzellen in der gesamten Lunge nachhaltig abnimmt, was zu
abnormalen Zelltypen und daher sehr wahrscheinlich zum Verlust an Lungenfunktion fiihrt. Es stellt
sich daher die Frage, inwiefern eine bakterielle Exposition die Stammzelleigenschaften von AT2
Zellen beeinflusst. Dies konnte in weiteren Experimenten im ALI-Modell mittels Single-cell
sequencing analysiert werden, da diese Methodik eine tiefgehende Analyse von
Differenzierungswegen und den zugrundeliegenden Signalwegen erlaubt. Ergénzend hierzu
konnten Proben aus Patienten analysiert werden. Die erzielten Ergebnisse sind gerade vor dem
Hintergrund von Stammzelltherapien, die auch im Bereich der chronischen Lungenerkrankungen

entwickelt werden, von Interesse.
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10. Abkiirzungsverzeichnis

ALI Air-Liquid-Interface

AQP5 Aquaporin 5

ARDS Acute Respiratory Distress Syndrom

ATI Alveoalrepithelzelle Typ 1

AT2 Alveoalrepithelzelle Typ 2

BSA Bovines Serumalbumin

BSSB Balancierte Salz Losung B

bzw. bezichungsweise

Cdknla cyclin-dependent kinase inhibitor 1a/p21
Cdkn2a cyclin-dependent kinase inhibitor 2a/p16
cDNA komplementére Desoxyribonukleinsdure
CLDN18 Claudin 18

Cldn4 Claudin 4

CMM Complete Mouse Medium

COPD Chronisch obstruktive Lungenerkrankung
DKK3 Dickkopf-related protein 3

DMEM/F12 Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

etc. et cetera

FBS Fetales Kélberserum

HEPES Hydroxyethyl-piperazinyl-ethansulfonsédure
Hopx Homeodomain-only protein

ITSS Insulin-Transferrin-Natriumselenit

KC Keratinocyte-derived chemokine

KCl Kaliumchlorid

LRP6 Lipoprotein-receptor-related Protein 6
Lyz2 Lysozym 2

MACS Magnetische Zell-Isolation

MAPK/MAP-Kinase

mitogenaktivierte Proteinkinase

min Minute

mRNA messenger Ribonukleinsdure
MW Mittelwert

NaCl Natriumchlorid

NaOH Natriumhydroxid
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NEAA Nicht-essentielle Aminosduren-Losung
NF-xB Nukleérer Faktor Kappa B

NTHi Nicht-typisierter Haemophilus influanzae
Ocln Occludin

PAMP Pathogen assoziierte molekulare Muster
PBS Phosphatgepufferte Salzlosung

PRR Mustererkennungsrezeptor

p-wert Wabhrscheinlichkeitswert

RAGE receptor for advanced glycation endproducts
RNA Ribonukleinsédure

rpm Rotationen pro Minute

RT-PCR Reverse Transkriptase Polymerase-Ketten-Reaktion
SD Standardabweichung

sek Sekunden

SEM Standardfehler

Sftpb Surfactant Protein B

Sftpc Surfactant Protein C

Sftpd Surfactant Protein D

TEER Transepithelialer elektrischer Wiederstand
TGF-B Transformierender Wachstumsfaktor
TJP1/20-1 Tight-Junction Protein 1/Zonula Occludens Protein 1
TLR Toll-like Rezeptor

Trp53 Tumor Protein 53

Usw. und so weiter

WHO Weltgesundheitsorganisation

Wnt wingless und Int1

WT Wildtyp
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