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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Asthma bronchiale ist eine chronisch entziindliche Erkrankung der Atemwege. Neben der
Inflammation ist Asthma durch weitere pathologische Merkmale wie eine
Atemwegshyperreagibilitdit und strukturelle Veranderungen sowie eine veranderte
mukoziliare Clearance gekennzeichnet. Bei durchschnittlich 24 % der Asthma-Patienten
kommt es zu wiederkehrenden Verschlimmerungen der Krankheit, den sogenannten Asthma-
Exazerbationen, die mit einem erhohten Bedarf an Medikamenten, Krankenhausaufenthalten
und einer verschlechterten Lebensqualitdt verbunden sind. Bis heute konnen diese
Exazerbationen weder verhindert noch frithzeitig erkannt werden. Das Atemwegsepithel
spielt eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie von Asthma. Weiterhin ist es essentiell in
Asthma-Exazerbationen involviert, da es respiratorischen Viren, den Hauptauslosern von
Exazerbationen, als Zielzellen der Infektion dient. In dieser Arbeit wurde deshalb ein in vitro
Modell einer Asthma-Exazerbation entwickelt und das Atemwegsepithel als Quelle fir

potentielle Biomarker der friilhen Phase einer Asthma-Exazerbation in vitro untersucht.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde ein 3D-Zellkulturmodell zur Nachstellung einer Asthma-
Exazerbation etabliert und charakterisiert. Die verwendeten primdren humanen
Bronchialepithelzellen von lungen-gesunden und asthmatischen Spendern bildeten in vitro
unter Air-liquid Interface (ALI-) Zellkulturbedingungen nach 28 Tagen ein pseudostratifiziertes
Atemwegsepithel, welches aus Basalzellen, zilientragenden Zellen und sekretorischen Zellen
bestand. Durch Stimulation mit rekombinantem humanen Interleukin-13 (rhIL-13)
differenzierte dieses Epithel zu einem mukdsen Thy-polarisierten epithelialen Phanotyp.
Dieser war durch eine Becherzellmetaplasie und die Expression von unter anderem dem
Hauptmuzin MUC5AC sowie CCL26, CLCA1 und SerpinB2 charakterisiert. Da der GroRteil der
Asthma-Exazerbationen durch respiratorische Viren ausgel6st wird, wurde das virale Surrogat
Poly(l:C), welches die doppelstrangige RNA eines sich replizierenden Virus nachstellt, zur
Induktion einer antiviralen Inflammation eingesetzt. Durch die Kombination der Gabe von
rhiL-13 und Poly(l:C) wurde in vitro in ALI-Kulturen von lungen-gesunden und asthmatischen
Spendern eine epitheliale Antwort ausgelost, die sowohl morphologisch als auch in Bezug auf
bekannte Mediatoren einer Asthma-Exazerbation sehr &dhnlich war. So wurde die

Genexpression einiger pro-inflammatorischer Zytokine, Interferone und chemotaktischer Zell-
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Lockstoffe einer Exazerbation signifikant induziert. Durch Gesamt-Transkriptomanalysen
wurde die Nahe des etablierten in vitro Modells der friihen epithelialen Antwort einer Asthma-
Exazerbation zur in vivo Situation in einem unabhangigen experimentellen Ansatz bestatigt.

Im zweiten Teil wurden mithilfe der Gesamt-Transkriptomanalysen sechs Gene identifiziert,
deren Proteinprodukte als potentielle Biomarker der friithen Phase einer Asthma-Exazerbation

dienen konnten. Diese Kandidaten sind IL-6, IP-10, ISG15, MCP-1, RANTES und TNF-a.

AulRerdem konnten beim Vergleich der Antwort des in vitro Modells einer Asthma-
Exazerbation mit Zellen lungen-gesunder und asthmatischer Spender Unterschiede in der
Genexpression nachgewiesen werden. So waren einige Gene, wie zum Beispiel IP-10, in
Zellkulturen von asthmatischen Spendern signifikant gegeniiber lungen-gesunden Spendern
erhoht. Diese Unterschiede lieen sich nicht mit dem experimentellen Aufbau oder dem
Modell des unstimulierten differenzierten ALl-Epithels erklaren, da sich diese bei den
Experimenten nicht unterschieden. Dementsprechend kdnnten diese Unterschiede zum
Beispiel auf epigenetische Modifikationen zuriickzufiihren sein, die die primaren humanen
Bronchialepithelzellen bei der De- und Re-Differenzierung beibehalten. In
Anschlussuntersuchungen zur vorgelegten Arbeit werden die Methylierungsmuster von in
vitro Epithelien von lungen-gesunden und asthmatischen Spendern im in vitro Modell einer

Asthma-Exazerbation analysiert.
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Abstract

Bronchial asthma is a chronic inflammatory disease of the airways. It is characterised by
pathological features such as airway hyperresponsiveness, structural changes and a
dysregulated mucociliary clearance. Some patients suffer from recurrent worsening of the
disease termed asthma exacerbations associated with a higher demand for medication,
hospitalization and decreased quality of life. To date, these exacerbations cannot be predicted
nor prevented at an early stage. The airway epithelium plays an important role in the
pathophysiology of asthma and respiratory viruses target epithelial cells. Therefore, in this
thesis an in vitro model of asthma exacerbations was developed. This model was used for
further investigating the in vitro epithelial response aiming at the identification of potential

biomarkers characteristic of the early processes of an asthma exacerbation.

In this thesis, a 3D-cell culture model mimicking an asthma exacerbation war established and
characterised. In this model, primary human bronchial epithelial cells derived from healthy
and asthmatic donors were cultured under air-liquid interface (ALI-) conditions for 28 days to
build up a pseudostratified epithelium composed of basal cells, ciliated cells and secretory
cells. When these cultures were stimulated with recombinant human interleukin-13 (rhiL-13),
a mucosal Thy-polarised epithelial phenotype was generated. This in vitro generated epithelial
phenotype was characterised by a goblet cell metaplasia and the expression of the main mucin
MUCS5AC plus CCL26, CLCA1 and SerpinB2. Most asthma exacerbations are triggered by
infections with respiratory viruses. Therefore, the viral surrogate Poly(l:C) that mimic double-
stranded RNA of replicating viruses, was used to induce an antiviral inflammation in vitro. The
application of rhiL-13 and Poly(l:C) were combined to provoke an epithelial response in ALI-
cell cultures of healthy and asthmatic donors similar to an asthma exacerbation in vivo. The
epithelial response was associated with morphological features and gene expression changes
similar to processes in vivo during an asthma exacerbation. Thus, gene expression of various
pro-inflammatory cytokines, interferons and chemoattractants of an exacerbation were
induced. Whole-genome transcriptome analyses confirmed the proximity of the established
in vitro ALI-model of the early epithelial response during an asthma exacerbation to the in vivo

situation.
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Furthermore, the whole-genome transcriptome analysis revealed six mediators which were
identified as potential biomarkers for the early phase of an asthma exacerbation. These

candidates are IL-6, IP-10, ISG15, MCP-1, RANTES and TNF-a.

Moreover, comparisons of ALl-cell cultures from healthy and asthmatic donors stimulated
with rhiL-13 and Poly(l:C) to mimic an asthma exacerbation had demonstrated differences
regarding the gene expression levels. For example, the gene expression of IP-10 was
significantly increased in ALI-cultures of bronchial epithelial cells from asthmatics compared
with those of donors with healthy lungs. These changes cannot be explained with the
experimental set-up or the morphology of unstimulated ALl-epithelia from healthy and
asthmatic donors, because both do not differ. These findings might be explained for example
with epigenetic modifications that are conserved in the basal cells during de- and re-
differentiation. In subsequent analysis of this thesis, patterns of methylation will be
investigated using in vitro epithelia from healthy and asthmatic donors in the in vitro model

of asthma exacerbations.
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1.1 Asthma bronchiale

1.1.1 Die Atemwegserkrankung Asthma bronchiale

Asthma bronchiale zahlt zu den haufigsten chronischen Lungenerkrankungen. Wahrend in
2013 ungefahr 242 Millionen Menschen von dieser Krankheit betroffen waren, schatzte das
Global Asthma Network in 2018 bereits einen Anstieg auf 339 Millionen Erkrankte weltweit
(1, 2). Die Anzahl an betroffenen Patienten soll bis zum Jahr 2025 auf 400 Millionen Falle
ansteigen (3). Vor allem in wirtschaftsstarken Landern ist die Pravalenz von Asthma sehr hoch.
Studien aus den Jahren 2002 und 2003 ergaben, dass in Australien mit 21,5 % die hochste
Pravalenz ermittelt wurde, gefolgt von Schweden (20,2 %), den Vereinigten Koénigreichen
(18,2 %), den Niederlanden (15,3 %) und Brasilien (13,0 %) (4). Fur die Untersuchung der
weiteren Verbreitung von Asthma werden seit 2017 bis einschlielRlich 2019 aktuelle Daten
ermittelt (1). Trotz der hohen Pravalenz gilt Asthma nur in weniger als 1 % aller Todesfalle als
Todesursache. Schatzungen der Global Burden of Disease Collaboration zufolge, starben in
2016 420.000 Menschen an Asthma, sprich mehr als 1.000 Menschen pro Tag. Die
Gesamtkosten fur diese Erkrankung betrugen zwischen 1999 und 2002 alleine in Europa 19,3
Milliarden Euro. Zu diesen Kosten zahlen direkte Aufwendungen fir Medikamente,
Behandlungen und Krankenhausaufenthalte, aber auch indirekte Kosten, die durch
Arbeitszeitausfalle und Einschrankungen der Arbeitskraft entstehen. Dementsprechend zahlt
Asthma bronchiale zu einer der 6konomischen Hauptbelastungen fir die Gesundheitssysteme
(1).

Die Relevanz von Asthma bronchiale ist sehr hoch, da die Pravalenz weiter ansteigt, die
Krankheit haufig im Kindes- beziehungsweise Jungendalter entsteht und bisher nicht heilbar
ist. The Global Initiative for Asthma (GINA) definiert Asthma bronchiale als eine heterogene
Erkrankung, die durch eine chronische Entziindung der Atemwege charakterisiert ist. Damit
verbunden sind klinische Symptome wie eine Atemflusslimitierung, ein pfeifendes Atmen
(Giemen), Atemnot, ein Engegefiihl in der Brust und Husten, welche sowohl im zeitlichen
Verlauf als auch in der Intensitat schwanken (2). Pathologische Merkmale von Asthma sind

neben der chronischen Atemwegsentziindung, eine Atemwegshyperreagibilitit (AHR)
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gegenlber verschiedenen Substanzen, strukturelle Veranderungen der Atemwege
(Remodeling) und eine veranderte mukozilidre Clearance (5).

Da schon friih erkannt wurde, dass Asthma eine heterogene Erkrankung ist, wurden
urspriinglich zwei Klassen definiert: Das atopische (extrinsische) Asthma charakterisiert durch
messbares Immunoglobulin E (IgE) gegen verschiedene Allergene und das nicht-allergische
(intrinsische) Asthma. Der GroRteil der Patienten ist dem atopischen Asthma zuzuordnen (6).
Weitere Untersuchungen haben jedoch zusatzliche Unterschiede gefunden, sodass
verschiedene Phanotypen basierend auf klinischen und morphologischen Merkmalen oder im
Zusammenhang mit der Behandlung unterschieden werden (7, 8). Der Phanotyp impliziert
allerdings keine pathophysiologischen Mechanismen, welche sich bei Asthma grundlegend
unterscheiden kénnen, sodass zusatzlich die Unterscheidung anhand des Endotyps fir eine
spezifischere Therapie eingeflihrt wurde. Der Endotyp wird nach molekularen Mechanismen

und den charakteristischen molekularen Mediatoren klassifiziert (8).

1.1.2 Die Entstehung von allergischem Asthma

Bis heute ist noch nicht genau verstanden, wie Asthma entsteht. Es wird allerdings davon
ausgegangen, dass die Initilerung auf einem Zusammenspiel aus korpereigenen und
umweltbedingten Faktoren wahrend der Entwicklung des Immunsystems basiert (9).

Beim allergischen eosinophilen Asthma wird von einem verschobenen Gleichgewicht
zwischen der Typ-1 T-Helferzellen (Thi)-vermittelten Immunantwort in Richtung der Typ-2 T-
Helferzellen (Thy)-vermittelten Antwort ausgegangen (9). Wahrend Zytokine der Thi-
assoziierten Inflammation fir die Immunantwort gegen Infektionen verantwortlich sind,
werden durch die aktivierten Thy-Zellen Zytokine fir die allergische Entziindung freigesetzt (9,
10). Im Rahmen der Hygiene-Hypothese wird davon ausgegangen, dass fiir die Ausbildung des
Gleichgewichtes der Thi- und Thz-Immunantwort der Kontakt mit Viren, Bakterien und
anderen Umweltfaktoren von grofRer Bedeutung ist (11-15). Durch fehlenden Kontakt behalt
das Kind wahrend seiner Entwicklung eine Tho-verbundene Immunantwort, welche mit pro-
inflammatorischen Zytokinen einhergeht, wodurch eine allergische Reaktion bei
nachfolgendem Kontakt mit Umweltallergenen beglinstigt wird (9, 11). Vor allem der Kontakt
mit Allergenen von Hausstaubmilben und Schaben werden mit der Sensibilisierung und somit

dem erhohten Risiko der Entstehung von Asthma in Verbindung gebracht (16, 17).
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Infektionen mit Parainfluenzaviren und dem respiratorischen syncytialen Virus (RSV) kénnen
eine Bronchiolitis und immer wieder auftretenden Husten ausldsen. Treten diese Infektionen
zu bestimmten Zeitpunkten der Entwicklung in anfalligen Kindern auf, kénnen diese ein
Risikofaktor fiir die Entstehung von Asthma sein. Diese erhdhte Anfalligkeit wird durch
genetische Faktoren und eine abnormale Immunantwort der Kinder gesteuert (18, 19). Es
wurden bereits genetische Modifikationen beschrieben, die in Prozesse der Pathophysiologie
von Asthma involviert sind und somit die Initiierung und Chronifizierung beglinstigen (20, 21).
Zusatzlich werden weitere Umweltfaktoren wie Zigarettenrauch, verschmutzte Luft und
Ubergewicht als Risikofaktoren fiir die Initiierung und Chronifizierung von Asthma diskutiert

(13).

1.1.3 Die inflammatorische Antwort beim allergischen eosinophilen Asthma
Die Mehrheit der Asthma-Patienten zeigt einen allergischen eosinophilen Phanotyp (22), in
dessen Pathophysiologie Thy-Zellen eine zentrale Rolle Gbernehmen. Diese Form der
Erkrankung entsteht oftmals im Kindesalter und wird von anderen allergischen Erkrankungen
wie atopischer Dermatitis und allergischer Rhinitis begleitet (22, 23).

Eingeatmete Allergene werden zundchst von dendritischen Zellen im Atemwegsepithel
aufgenommen und durch Cathepsin S prozessiert (24-26). Diese Allergene sind sehr
unterschiedlich, aber oftmals Proteasen wie Der p1 und Der p 9, zwei Allergene aus der
Hausstaubmilbe. Pollenallergene dagegen enthalten lipophile Prostaglandin-E-ahnliche
Phytostane (25). Vor allem dendritische Zellen, welche den Interferon-regulierenden Faktor 4
(IRF4) und Integrin a-M (CD11b) exprimieren, nehmen Allergene der Hausstaubmilbe auf (27,
28). Parallel zur Internalisierung und Prozessierung durch die dendritischen Zellen produzieren
Atemwegsepithelzellen die Interleukine IL-1a und IL-1p nach einem Allergenkontakt. IL-1f ist
an der Rekrutierung von dendritischen Zellen beteiligt, indem es die Produktion
rekrutierungsrelevanter Chemokine durch interstitielle Lungenfibroblasten induziert. IL-1a
dagegen wirkt autokrin auf die Epithelzellen und induziert so die Produktion der Zytokine
Thymic Stromal Lymphopoietin (TSLP), Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender
Faktor (GM-CSF) und IL-33, welche fiir die Aktivierung der dendritischen Zellen wichtig sind.
Die Epithelzellen synthetisieren zusatzlich IL-25 und IL-33, welche zusammen mit TSLP und
GM-CSF Typ-2 innate lymphoide Zellen (ILC2) zur Produktion von IL-13 anregen, wodurch die

Migration der gereiften dendritischen Zellen zu lokalen Lymphknoten unterstitzt wird (29).
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IL-25, IL-33 und TSLP induzieren auflerdem die Expression vom OX40-Liganden (OX40L) auf
den dendritischen Zellen (30, 31), welcher fiir die spatere Th;-Reifung eine wichtige Rolle
spielt (32). Die chemotaktischen Signale fir die Migration der gereiften dendritischen Zellen
in die Lymphknoten wird Gber die Chemokinrezeptoren CCR7 und dessen Liganden CCL19 und
CCL21 vermittelt (33). In den Lymphknoten prasentieren die dendritischen Zellen
anschliefend Peptidfragmente der Allergene Uber Molekile des
Hauptkompatibilitatskomplexes 1l (MHC II) naiven T-Zellen (26). Der essentielle Schritt der
Sensibilisierung ist die Aktivierung der T-Zellen durch die Interaktion mit den prasentierten
Antigenen. Fir die Bindung an den T-Zellrezeptor ist zusatzlich die Bindung der ko-
stimulierenden Molekiile CD80 oder CD86 auf den dendritischen Zellen an CD28 auf den T-
Zellen essentiell (34, 35). Die darauffolgende Reifung zur Th,-Zelle findet durch die Expression
des Transkriptionsfaktors GATA3 durch die aktivierte T-Zelle in Anwesenheit von IL-4 statt
(36). Die Produktion von IL-4 wird durch die Interaktion vom Tumornekrosefaktor-Rezeptor
0OX40 auf T-Zellen und OX40L auf den dendritischen Zellen induziert (32, 37). Zusatzlich wird
die antigen-induzierte Proliferation und Reifung der Thy-Zellen durch die Freisetzung von IL-
1B durch Makrophagen, Monozyten, dendritische Zellen, glatte Muskelzellen und
Epithelzellen unterstitzt (38-40). Die gereiften Th;-Zellen werden nun durch die Chemokine
CCL11, CCL24, CCL26, CCL7, CCL13, CCL17 und CCL22 zurlick zu den Atemwegen rekrutiert (41,
42). Dort produzieren Thy-Zellen verschiedene Zytokine wie IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 und GM-CSF,
deren Freisetzung essentielle Mechanismen der Entziindungsreaktion in Asthma induzieren
(40, 43, 44).

IL-4 und IL-13, welche von Thj-Zellen sezerniert werden, leiten in B-Zellen den
Isotypenklassenwechsel zu IgE und dessen Produktion ein (45, 46). Dieses IgE kann an den
hochaffinen IgE Rezeptor FCeRI auf Mastzellen binden. Diese Mastzellen werden bei einem
erneuten Kontakt mit dem Allergen durch die Bindung und Kreuzvernetzung des Antigens und
der IgE-FCeRI-Komplexe aktiviert (47). Als Teil dieser frihen Antwort werden
Mastzellmediatoren wie Histamin, Leukotrien D4, Proteasen und Prostaglandin D; durch die
Degranulation der Mastzellen freigesetzt (40, 48-50). Diese Mediatoren wiederum induzieren
die Vasodilation, Kontraktion der glatten Muskulatur sowie Mukus-Sekretion und sind in
Prozesse der AHR involviert (47). AuBerdem kénnen Mastzellen den Tumornekrosefaktor-a
(TNF-a) bilden, welcher in den Atemwegen von Asthmatikern hochreguliert ist und zur AHR

beitragt (51-53). Mastzellen konnen auch bei Kontakt mit einem IgE-unabhangigen
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aktivierenden Stimulus die Migration der dendritischen Zellen in die lokalen Lymphknoten und
die Induktion der Tha-Immunantwort veranlassen (47).

Eine weitere wichtige Zellpopulation bei der allergischen Inflammation ist die Population der
Eosinophilen. Sie wurden bei Patienten mit stabilem Asthma in den Wanden der Atemwege
und bei unkontrolliertem Asthma im Sputum und in der bronchoalveoldren Lavage (BAL)
nachgewiesen (54, 55). Eosinophile sind im Gegensatz zu den Mastzellen, die der schnellen
Immunreaktion zuzurechnen sind, der spaten inflammatorischen Antwort zuzuordnen. Die
CD34*-Vorlauferzellen der Eosinophilen werden durch freies IL-3 und GM-CSF aus dem
Knochenmark rekrutiert und beide Mediatoren leiten weiterhin die Differenzierung ein. IL-5,
welches von Thy-Zellen produziert und sezerniert wird, ist fiir die weitere Reifung, Migration
in die Atemwege, Aktivierung, und das Uberleben der Eosinophilen essentiell (56-59). Die
Rekrutierung der Eosinophilen zum Ort der Entziindung wird durch die Eotaxine CCL11, CCL24
und CCL26, die Monozyten-chemotaktischen Proteine MCP-3, MCP-4 und das Chemokin
Regulated On Activation, Normal T cell Expressed and Secreted RANTES (CCL5) vermittelt (40).
Die reifen Eosinophilen enthalten granuldre basische Proteine wie MBP (Major Basic Protein),
EPO (eosinophile Peroxidase) und ECP (eosinophiles kationisches Protein), Eikosanoide wie
Prostacyclin PGl,, Cysteinylleukotriene und Superoxide, welche zur Schadigung des

Atemwegsepithels und der Entstehung der AHR beitragen (58, 59).

1.1.4 Remodeling-Prozesse in asthmatischen Atemwegen

Neben den inflammatorischen Prozessen weisen die Atemwege von Asthmatikern auch
strukturelle Veranderungen auf, die fir die Pathophysiologie dieser Krankheit charakteristisch
sind. Diese strukturellen Veranderungen werden als Remodeling bezeichnet und tragen zur
typischen AHR und stetigen Verschlechterung der Lungenfunktion beim chronischen und
schwergradigem Asthma bei (60).

Die Atemwege von Asthma-Patienten weisen stark verdickte Wande auf, wodurch der Radius
des Lumens stark verringert ist (Abb. 1.1). Diese Verdickungen korrelieren mit dem
Schweregrad der Erkrankung (61). Die Basalmembran ist aufgrund von Einlagerungen
verschiedener Molekiile wie interstitiellem Kollagen Typ |, lll und V, Laminin a2 und B2 sowie
Tenascin in die Lamina reticularis stark verdickt (62-64). Eosinophile kénnen das Zytokin
Transforming Growth Factor 8 (TGF-B) produzieren, welches Fibroblasten dazu anregt,

extrazelluldre Matrixproteine zu produzieren. Gleichzeitig wirkt TGF-B auf Enzyme
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inhibierend, welche diese extrazelluldre Matrix wieder abbauen wiirden (65). Diese Zunahme
in der Starke der Lamina reticularis spiegelt sich im Schweregrad der Erkrankung, dem
chronischen Zustand und der charakteristischen AHR wider (66, 67). Die glatte Muskulatur
weist eine starke Hypertrophie sowie Hyperplasie auf und tragt ebenfalls zur AHR bei (68, 69).
Mastzellen konnten bei diesem Prozess eine Rolle spielen, da sie verschiedene Mediatoren
synthetisieren, die direkt auf die Atemwegsmuskelzellen wirken kénnen. Diese Mediatoren
vermitteln, dass die Zellen der glatten Atemwegsmuskulatur ihren Phanotyp dndern und somit
an der Einlagerung der Matrixproteine und Kollagene mitwirken. Weiterhin kénnen sie die
Konstriktion der glatten Muskulatur sowie Proliferation der Muskelzellen anregen (70). Die
Proliferation der glatten Atemwegsmuskelzellen wird zusatzlich durch autokrine Signale durch
TGF-B unterstitzt (71). Diese Zunahme an Muskulatur findet sowohl in den kleinen als auch
groBen Atemwegen statt (69). Die Atemwege werden weiterhin durch BlutgefaRe verdickt, da

diese sowohl in der Anzahl als auch GrofRe bei Asthma zunehmen (Abb. 1.1) (72).
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Abb. 1.1: Strukturelle Verdnderungen in Atemwegen von Asthmatikern. Die Atemwege von Asthmatikern
zeigen strukturelle Verdnderungen, Remodeling genannt. Das Epithel (Ep) weist eine Becherzellhyperplasie
und Mukus-Hypersekretion auf. Die Basalmembran (Bm) ist verdickt und das Volumen der glatten Muskulatur
(gM) nimmt stark zu. Zusatzlich nehmen die BlutgefdRRe (Bg) in Anzahl und GréRe zu. Abbildung gedndert nach
Wadsworth et al., 2012 (73).
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In  diese Prozesse scheint der Angiogenese-fordernde vaskuldre endotheliale
Wachstumsfaktor (VEGF) involviert zu sein, welcher bei Asthma in den Atemwegen vermehrt
synthetisiert wird (74). Freigesetztes IL-13 wirkt zuséatzlich auf die Becherzellen des Epithels,
welches die Atemwege zum Lumen auskleidet. Es entsteht eine Becherzellmetaplasie mit
einer Hypersekretion von Mukus, wodurch es zur weiteren Obstruktion der Atemwege kommt
(Abb. 1.1) (73, 75). Zusatzlich |6sen sezernierte Produkte der Eosinophilen und Mastzellen
Verletzungen und Schaden am Atemwegsepithel aus, sodass dauerhafte Reparaturereignisse
stattfinden. Diese scheinen bei Asthma im Epithel fehlreguliert und somit essentiell am

Atemwegs-Remodeling beteiligt zu sein (60).

1.2 Das Atemwegsepithel

1.2.1 Der Aufbau des Atemwegsepithels

Das Atemwegsepithel bildet die Grenzschicht zwischen dem Gewebe und der Umwelt, indem
es die innere Wand der Atemwege auskleidet. Es ist ein gerichteter Verband aus acht
verschiedenen Zelltypen, die in drei Gruppen eingeordnet werden konnen: Basalzellen,
kubische zilientragende Zellen und kubische sekretorische Zellen (Abb.1.2) (76). Die
Basalzellen sitzen der Basalmembran auf (77). Undifferenzierte Basalzellen kénnen zu
zilientragenden und sekretorischen Zellen differenzieren (78). Die ausdifferenzierten
zilientragenden und sekretorischen Zellen reichen bis zur apikalen Seite des Epithels, sodass
sie mit dem Lumen im direkten Kontakt stehen (79, 80). Die zilientragenden Zellen sind an der
apikalen Seite mit circa 300 Zilien pro Zelle besetzt, welche fiir die mukozilidre Clearance
koordiniert bewegt werden, dem sogenannten Zilienschlag. Da diese Bewegungen mit einem
hohen Energiebedarf verbunden sind, sind eine groRe Anzahl an Mitochondrien direkt neben
den Zilien angeordnet. Zusatzlich befindet sich ein dichtes Netzwerk aus Mikrotubuli an der
apikalen Seite der zilientragenden Zellen (76, 81). Bei den sekretorischen Zellen sind die
Becherzellen und Clubzellen die verbreitetsten Zelltypen, wobei die Becherzellen den
hauptsachlichen Anteil in den groRen Atemwegen des Menschen einnehmen (76, 82). Die
Clubzellen stellen die sekretorischen Zellen in den Bronchiolen dar und sind in den grof3en

Atemwegen kaum vorhanden (80). Die Becherzellen sind durch die Produktion von Mukus
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charakterisiert und enthalten dementsprechende membrangebundene Granula mit Muzinen
(83).

Das aus diesen unterschiedlichen Zelltypen zusammengesetzte Atemwegsepithel bildet eine
physikalische Barriere zwischen Lumen und darunterliegendem Atemwegsgewebe, indem
verschiedene Zell-Zell-Kontakte zwischen den einzelnen Epithelzellen gebildet werden
(Abb. 1.2) (73, 84). Die Zwischenrdume zwischen den apikalen Zellen werden durch die
sogenannten Tight Junctions abgedichtet (85). Durch diese Strukturen wird der parazelluldre
Transport von lonen, Wasser und einigen Makromolekilen reguliert und gleichzeitig die
Polaritat der Zellen erhalten. Die Tight Junctions setzen sich aus Tricellulin, Occludin und
Claudinen zusammen (86). Zusatzlich sind die Zellen der apikalen Epithelschicht noch durch
Adherens Junctions miteinander verbunden, um die Zellintegritat aufrecht zu erhalten. Diese
Verknlipfung besteht aus Cadherin-Catenin-Komplexen, welche die Aktin-Zytoskelette der
benachbarten Zellen miteinander verbinden (87). Uber Desmosomen sind Basalzellen
untereinander verbunden und stellen Verknipfungen zwischen Basalzellen und den

kubischen differenzierten Zellen her (Abb. 1.2) (77, 88). Weiterhin bilden Epithelzellen

sekretorische Zelle
(Becherzelle/Clubzelle)

Tight Juncti O /

on )
ML
Adherens
Junction \.\

Desmosom

zilientragende Zelle

Basalzelle

Hemidesmosom

Basalmembran

Abb. 1.2: Aufbau des humanen bronchialen Atemwegsepithels. Das Epithel besteht aus Basalzellen,
zilientragenden Zellen und sekretorischen Zellen, die in Becherzellen und Clubzellen unterschieden werden
konnen. Die Zellen sind untereinander Uber Tight Junctions, Adherens Junctions, Desmosomen und
Hemidesmosomen miteinander und mit der Basalmembran verbunden. Abbildung gedandert nach Wadsworth
etal., 2012 (73).
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Integrin-Heterodimere wie Integrin a6pf4, welches an Laminin-5 in der Basalmembran bindet
um Verbindungen zwischen den Basalzellen und der Basalmembran herzustellen, die
sogenannten Hemidesmosomen (Abb. 1.2) (89). Zwischen dem Zytoplasma benachbarter
Zellen gibt es zusatzliche so genannte Gap Junctions, welche eine direkte Kommunikation

zwischen den Zellen erlaubt (90).

1.2.2 Die Funktionen des Atemwegsepithels

Das Atemwegsepithel fungiert es vor allem als Schutzschicht und vermittelt die
Kommunikation zum Gewebe und den darin enthaltenen Zellen. Neben mechanischen
Schutzmechanismen sind die Epithelzellen auch in Prozesse der angeborenen Immunitat
involviert, sodass es eine wichtige Rolle bei obstruktiven Atemwegserkrankungen wie Asthma
spielt (73, 84).

Eine wichtige Aufgabe des Atemwegsepithels ist die mukozilidgre Clearance, sprich der
Abtransport von Schadstoffen aus dem Atemwegslumen. An diesen Prozessen sind
Becherzellen sowie submukdse Driisen durch die Produktion von Mukus sowie zilientragende
Zellen mit dem Zilienschlag beteiligt (73). Der von sekretorischen Zellen sezernierte Mukus
besteht aus hydratisierten Gel-bildenden Muzinen und enthalt einige protektive Molekdile,
wie Defensine, IgA, Lactoperoxidase, Katalase, Superoxid-Dismutase sowie Antioxidantien
(91). Auf der apikalen Seite des Epithels bildet der Mukus eine Gelschicht, von der
eingeatmete Partikel und Pathogene umschlossen und anschlielend durch den Zilienschlag
abtransportiert werden (84). Zusatzlich konnen die Becherzellen und Clubzellen bei einer
Verletzung fir die Wundheilung de-differenzieren und proliferieren (73, 92).

Als Bestandteil der Immunantwort exprimieren Epithelzellen verschiedenste sogenannte
Pattern Recognition Receptors (PRRs). Dazu gehoren die Toll-like Rezeptoren (TLRs), NOD-
dhnlichen Rezeptoren und RIG-I-dhnlichen Rezeptoren. Diese erkennen Bakterien und Viren,
wodurch die Produktion verschiedener Molekiile induziert wird, sodass letztendlich
immunologische Zellen rekrutiert und aktiviert werden, die in die Inflammation und adaptive
Immunitat involviert sind (84).

Zusatzlich sind von Epithelzellen synthetisierte und sezernierte Faktoren an der Regulierung
verschiedener Immunzellen beteiligt. So produzieren Epithelzellen zum Beispiel TGF-B, ein

chemotaktischer Lockstoff fur die innaten lymphoiden Zellen (93). TGF-B inhibiert zusatzlich
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die Proliferation von T-Lymphozyten und steigert die Differenzierung von Tregl-Zellen, welche

IL-10 produzieren (94).

1.2.2 Die Rolle des Atemwegsepithels bei der Pathogenese von Asthma

Das Atemwegsepithel ist essentiell in die Pathogenese von Asthma involviert. Es zeigt
morphologische Veranderungen sowie eine Fehlregulation der Barrierefunktion. Gleichzeitig
ist die Immunantwort durch den Thz-Status in Asthma-Patienten verdndert, bei dessen
Prozessen das Epithel mitwirkt (84). Wie bereits beschrieben, erfillt das Epithel eine
wesentliche Rolle bei der Rekrutierung und Aktivierung von verschiedenen Immunzellen wie
dendritische Zellen, Eosinophilen und Thy-Zellen (Kap. 1.1.3).

Die Barrierefunktion des Atemwegsepithels ist durch zerstorte Zell-Zell-Verbindungen stark
beeintrachtigt. Die Folge der fehlerhaften Barriere ist eine erhdhte Permeabilitdt, die nicht
nur die Sensibilisierung erleichtert, sondern auch schneller epitheliale Schadigungen und die
Tha-Immunantwort aktiviert. Die daraufhin produzierten Th;-Zytokine kénnen wiederum
weitere epitheliale Veranderungen verursachen (95). In Asthma-Patienten wurden keine
Proteine flr die Tight junctions mehr nachgewiesen, genauso waren die Proteine fir die
Adherens Junctions und die Lange der Desmosomen stark reduziert. Es konnte bereits gezeigt
werden, dass die wichtigen Zelladhasionsproteine Caveolin-1, E-Cadherin, B-Catenin und
Claudin-18 im Epithel von Asthmatikern nicht mehr vorhanden waren (84). Der Verlust dieser
Proteine kdnnte zusatzlich durch die proteolytische Aktivitdit von Allergenen, Pathogenen
oder anderen eingeatmeten schadlichen Substanzen verursacht werden (96).

Weiterhin ist die mukozilidare Clearance als wichtiger Abwehrmechanismus gegen Schadstoffe
bei Asthma fehlreguliert. Zilientragende Zellen und Clubzellen transdifferenzieren zu
Becherzellen, wodurch eine Zunahme an Becherzellen verbunden mit einer Abnahme an
zilientragenden Zellen an der apikalen Seite des Epithels entsteht (96). Dieser Prozess wird
durch SPDEF (SAM Pointed Domain Containing ETS Transcription Factor) eingeleitet, dessen
Produktion durch IL-13, dem epithelialen Wachstumsfaktor EGF und Amphiregulin gesteuert
wird (97-99). Zusétzlich weisen die Becherzellen eine erhdhte Expression von hauptsachlich
dem Muzin MUC5AC auf (100, 101). Die Becherzellmetaplasie geht mit einer erhéhten
Expression des Rezeptors des epidermalen Wachstumsfaktors (EGFR) und einer erhéhten
Aktivitat der Thz-Zytokine IL-13 und IL-9 einher (101-103). Der mukozilidre Abtransport von

Schadstoffen ist weiterhin durch eine geringere Frequenz des Zilienschlags, einem
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unkoordinierten ungerichteten Zilienschlag und einer ungerichteten fehlerhaften Anordnung
der Zilien, sprich einer Fehlfunktion, gestort (104). Die Hypersekretion des Mukus und die
fehlerhafte Zilienfunktion kénnen letztendlich zum fiir Asthma charakteristischen Husten und
zur Atemwegsobstruktion durch den sehr trockenen Mukus beitragen (105). AuBerdem wird
durch die starke MUCS5AC-Synthese die Apoptose von Eosinophilen reduziert, sodass die
Becherzellmetaplasie auch die durch Eosinophilen vermittelte Immunantwort beeinflusst
(106).

Das Epithel produziert in asthmatischen Atemwegen hohe Mengen an Periostin, welches
wiederum die Synthese von TGF-B verstarkt. Durch die von Periostin ausgelésten Signalwege
kommt es zu einer fehlregulierten Kollagensynthese durch die Myofibroblasten und somit zu
den bereits beschriebenen Ablagerungen in der Basalmembran (Kap. 1.1.4) (107).

Weiterhin scheinen Epithelzellen nicht mehr auf oxidativen Stress, der durch eingeatmete
Schadstoffe ausgel6st wird, mit einer adaquaten antioxidativen Antwort reagieren zu kénnen.
Diese Antwort wird durch das Fehlen von Antioxidantien inhibiert und kdénnte die erhéhte

Sensitivitat gegenliber Allergenen und anderen Substanzen erklaren (108).

1.3 Asthma-Exazerbationen

1.3.1 Auftreten, Konsequenzen und Definition der Asthma-Exazerbation

Bei chronischem Asthma kann es zu plotzlich auftretenden akuten Verschlimmerungen der
Krankheit kommen, der sogenannten Asthma-Exazerbation. Solche Phasen akuter
Verschlimmerungen verursachen signifikant erhohte Kosten fiir das Gesundheitssystem im
Vergleich zum stabilen Asthma (109, 110). Daraus resultiert fiir den Patienten eine
verschlechterte Lebensqualitat, eine sich stetig verringernde Lungenfunktion und kann in
einigen Fallen sogar zum Tod fihren (111-113). Eine Studie des National Heart, Lung, and
Blood Institute’s Severe Asthma Research Program ergab, dass 5 % der Patienten mit mildem
Asthma drei oder mehr Exazerbationen pro Jahr erlitten. Dagegen stieg der Anteil in der
Gruppe der Patienten mit moderatem Asthma auf 13 % an und in der Gruppe des
schwergradigem Asthmas erlitten 54 % mindestens drei Exazerbationen pro Jahr, woraus

geschlossen wurde, dass wieder auftretende Exazerbationen mit der Schwere der Erkrankung
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verbunden sind (114). Unabhangig von der Schwere der Asthma-Erkrankung sind
Krankenhausaufenthalte ein Indikator fir ein erhdhtes Risiko fiir weitere Exazerbationen
(115).

Seit den 1990ern wurden immer wieder verschiedene Definitionen einer Asthma-
Exazerbation fiir klinische Studien verwendet und dem Stand der Forschung entsprechend
weiterentwickelt (116). Die meisten Definitionen haben jedoch zwei Aspekte gemein, sodass
eine Exazerbation als eine ,,akute Verschlechterung der asthmatischen Erkrankung mit der
Notwendigkeit der Behandlung mit systemischen Kortikosteroiden oder der Erhéhung der
Dosis an systemischen Kortikosteroiden zur Vermeidung einer weiteren Verschlimmerung”
definiert werden kann (117). Die akute Verschlechterung zeigt sich in einer Kombination aus
groRerer Atemnot, starkerem Husten und Giemen sowie einem erhohten Engegefiihl in der
Brust und kann durch eine Messung der weiter verminderten Lungenfunktion nachgewiesen
werden (117).

Exazerbationen kénnen ebenso wie Asthma in verschiedenen Schweregraden von mild bis zu
schwergradig auftreten (116, 118). Vor allem bei Exazerbationen von Patienten mit
schwergradigem Asthma ist eine zeitweilige Erh6hung der Kortikosteroid-Dosis nicht
ausreichend und oftmals von Einlieferungen in die Notaufnahme und
Krankenhausaufenthalten begleitet (118). Heutzutage kann das Risiko, eine Asthma-
Exazerbation zu erleiden, lediglich durch ein gutes Asthma-Management reduziert werden. Zu
diesem Management gehért die Aufklarung des Patienten Uber die Erkrankung, eine
regelmialRige Kontrolle der Symptome und Lungenfunktion, die Uberwachung von Auslésern
sowie die pharmakologische Therapie. Die friihe Erkennung und damit mogliche Intervention
einer Exazerbation ist bisher kaum moglich, da die Pathogenese der Asthma-Exazerbation

noch nicht vollstandig verstanden ist (119).

1.3.2 Die Ausléser von Asthma-Exazerbationen

Asthma-Exazerbationen kénnen durch den Kontakt mit verschiedenen Auslésern wie Viren,
Bakterien, Allergenen oder anderen Schadstoffen in der Luft ausgelést werden (120). Viren
sind allerdings der Hauptausloser flr exazerbiertes Asthma. 80-85% der akuten
Exazerbationen im Kindesalter gehen auf virale Infektionen des Atemtraktes zuriick (121). Im
Erwachsenenalter wurde bei 57 % der Exazerbationen eine virale Infektion nachgewiesen

(122).
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Es wurden bisher respiratorische Viren wie humane Rhinoviren (hRV), RSV, Influenzaviren,
Coronaviren, humane Metapneumoviren, Parainfluenzaviren, Adenoviren und Bocaviren in
Asthma-Exazerbationen nachgewiesen (123, 124). Das hRV ist mit 60 % einer der
Hauptausloser einer virus-induzierten Exazerbation in Erwachsenen und auch in Kindern der
prominenteste Trigger (121, 122, 125). Adenoviren dagegen losen nur 7 % der virus-
assoziierten Exazerbationen aus und Influenzaviren lediglich 1-9 % (126). Influenza A-
induzierte Exazerbationen sind jedoch meist schwergradig und mit einer Reduzierung der FEV1
um mehr als 50 % verbunden (127).

Das Bakterium Mycoplasma pneumoniae verursacht akute Atemwegsinfektionen bei Kindern
und Erwachsenen und kann somit eine Exazerbation induzieren (120). Ein weiterer bakterieller
Ausléser flir Asthma-Exazerbationen bei Kindern und Erwachsenen ist Clamydia pneumoniae
(128, 129).

Andere Ausloser flr Asthma-Exazerbationen sind Schadstoffe freigesetzt durch zum Beispiel
Rauchen sowie Ozon, Feinstaub oder Stoffe, mit denen der Erkrankte wahrend der
Arbeitsabldufe in Kontakt kommt wie Chemikalien, Reinigungsmittel und Tiere sowie Stress,
Ubergewicht, Anstrengung, Medikamente und Hormone (120, 130). Zusatzlich kénnen sich
Alter und Geschlecht auf das Auftreten einer Asthma-Exazerbation auswirken. So treten
Exazerbationen im Kindesalter oOfter bei mannlichen Erkrankten auf, wahrend im

Erwachsenenalter Frauen eine hohere Pravalenz fiir Asthma-Exazerbationen zeigen (131).

1.3.3 Der Verlauf einer virus-induzierten Asthma-Exazerbation

Infektionen durch Viren l6sen in gesunden Atemwegen eine typische Thi-vermittelte
antivirale Immunantwort aus. Durch die Tho.gepragte chronische Inflammation bei Asthma,
scheint die normale antivirale Thi-Immunantwort unterdriickt zu sein (123). Somit kénnte
eine Verschiebung der Balance zwischen den Zytokinen der Thi-vermittelten und Thy-
assoziierten Immunantwort ein bestimmender Faktor fir die Schwere der Asthma-
Exazerbation sein (130).

Bisher sind die genauen Mechanismen, vor allem der friihen Phase, einer Asthma-
Exazerbation noch nicht genau verstanden. Ein GroRteil des Wissens liber die Rolle der Viren
im akuten Asthma wurde durch die Analyse der Mechanismen der viralen Infektion an sich
gewonnen (130). Gelangt ein Virus in die Atemwege, trifft es zundchst auf das

Atemwegsepithel, welches bei Asthma bereits eine gestorte Barrierefunktion aufweist (84).
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Diese kann durch die zytotoxische Wirkung von zum Beispiel hRV und die Auftrennung der
Proteininteraktionen der Tight Junctions weiter verstarkt werden (132). Die meisten
Serotypen der Rhinoviren binden an die Epithelzellen UGber das interzelluldre
Adhasionsmolekil 1 (ICAM-1). Rhinoviren kénnen die Expression von ICAM-1 hochregulieren,
wodurch mehr Rezeptoren fir die Infektion zur Verfligung stehen und diese somit begtinstigt
wird (133, 134). Viren sind durch sogenannte Pathogen-Associated Molecular Patterns
(PAMPs) charakterisiert, welche durch PRRs, wie den TLRs und RNA-Helikasen RIG-I und
MDAS5, erkannt werden (132). Doppelstrangige virale RNA, die bei der Replikation des hRV
entsteht, wird in den infizierten Epithelzellen durch TLR3 erkannt (135). TLR3 ist ein Typ 1
integrales Membran-Glykoprotein und in den Endosomen der Epithelzellen lokalisiert.
Zusatzlich kann das Melanoma Differentiation-Associated Gene 5 (MDAS5) im Zytosol
Rhinoviren erkennen (132). Durch die Bindung an die PRRs wird die Produktion von pro-
inflammatorischen Mediatoren fiir die Einleitung der antiviralen Antwort und die Synthese
von Muzinen induziert (123). Die Induktion der Synthese von MUC5AC in den Epithelzellen
erfolgt iber eine Kaskade verschiedener Signale. Nach der Erkennung der viralen dsRNA durch
TLR3 wird durch die Induktion von Matrixmetalloproteinasen TGF-a freigesetzt (136). Die
Induktion der Matrixmetalloproteinasen ist dabei vom nuklearen Faktor NF-kB abhangig. TGF-
o aktiviert schlussendlich die Aktivierung des MUC5AC-Promotors lber EGFR-abhangige
Signalwege (136). Die pro-inflammatorischer Mediatoren, die von den Epithelzellen und auch
anderen inflammatorischen Zellen wahrend der Asthma-Exazerbation synthetisiert werden,
sind Eotaxin-1 und -2, IL-6, IL-8, IL-16, RANTES, GM-CSF und verschiedene Angiogenese-
vermittelnder Wachstumsfaktoren (134, 137, 138). IL-6 ist ein Mediator fiir die akute
inflammatorische Antwort (134). IL-8 dagegen ist ein wichtiger chemotaktischer Lockstoff fiir
Neutrophile und sowohl in nasalen Sekreten, Sputum und der BAL wahrend einer Asthma-
Exazerbation in erhohter Menge nachweisbar (123, 139-141). Durch die erhéhte Produktion
von GM-CSF koénnen Eosinophile rekrutiert werden (142), aber GM-CSF kann auch die
Freilassung von Neutrophilen aus dem Knochenmark veranlassen (143). Wahrend der
Exazerbation ist zusatzlich eine erhohte Anzahl an Eosinophilen und dessen Produkt ECP
nachweisbar. Diese Prozesse werden durch den chemotaktischen Lockstoff und Aktivator
RANTES vermittelt (123, 144). So ist die virus-induzierte Exazerbation vor allem durch die
Infiltration von Neutrophilen und teilweise durch die Degranulation der Eosinophilen
charakterisiert (120). Durch die Infiltration und Aktivierung der Neutrophilen wird unter

anderem die Atemwegsobstruktion durch die Mukus-Sekretion induziert (134). Das von den
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Epithelzellen synthetisierte IL-16 ist vor allem bei der hRV-vermittelten Entziindung ein
wichtiger Mediator, da es als chemotaktischer Lockstoff fiir Lymphozyten, Makrophagen und
Eosinophilen wirkt und diese zusatzlich aktiviert (145).

Zusatzlich scheint die antivirale Interferon-vermittelte Antwort in den asthmatischen
Atemwegen fehlreguliert zu sein, wodurch die Infektion langer anhalt (120). So kdnnen
Rhinoviren an den Rezeptor MDAS binden und somit dessen Aktivitat und letztendlich die
Interferonsynthese verhindern. Durch die fehlende Synthese von Interferonen, werden
gleichzeitig antivirale Mechanismen wie die Induktion von Interferon-induzierten Genen und
die Rekrutierung einiger inflammatorischer Zellen verhindert (132). Interferon (IFN)-B wird
normalerweise bei einer Infektion mit hRV hochreguliert, wodurch eine erhdhte Apoptose der
Epithelzellen stattfindet, sodass die virale Replikation verhindert wird. Diese Mechanismen
scheinen bei der Exazerbation nicht induziert zu werden, da IFN-B fehlt (146). Zusatzlich ist die
Produktion von IFN-A wahrend der Exazerbation inhibiert, was mit einer Verstarkung der
Symptome und einer verminderten Lungenfunktion korreliert (147). Dies wird durch IL-13
verursacht, welches die Produktion von IFN-A in den Atemwegsepithelzellen unterdrickt
(148). Die unterdriickte Interferon-Antwort wahrend der Asthma-Exazerbation kdnnte aber
auch durch erhéhte Level an TGF-B entstehen, indem dieses den Interferon-regulierenden
Faktor 3 (IRF3) und damit einen wichtigen Teil des Interferon-induzierenden TLR3-Signalweges
reguliert (149). Die Induktion der Synthese von TGF-B ist dabei auf Epithelzellen als Quelle
zurilickzufiihren (150).

Ein weiteres Problem einer virus-induzierten Asthma-Exazerbation ist die Koinfektion mit
Bakterien. Viren koénnen die mukoziliagre Clearance, die bei Asthma grundsatzlich
beeintrachtigt ist, weiter verschlechtern. Als Folge davon kénnen Bakterien an die Muzine
binden und das Atemwegsepithel besiedeln. Dies wird zusatzlich durch eine verminderte
Penetration von Immunzellen und antibakteriellen Substanzen im Mukus erleichtert (151).
AuBerdem konnte durch die Viren ausgeloster Zelltod neue Rezeptoren fiir die Bindung von

Bakterien freilegen (152).
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Asthma und vor allem Asthma-Exazerbationen sind ein weltweites Problem, das aufgrund von
steigenden Prédvalenzen an Prioritat gewinnt (3). Zum einen verursachen Exazerbationen hohe
Kosten fur die Gesundheitssysteme und zum anderen sinkt die Lebensqualitat der Betroffenen
durch immer wiederkehrende Krankenhausaufenthalte und Einschrankungen im Alltag (109-
113). Auch wenn die aktuelle Forschung bereits die Ausloser und einige Mechanismen der
Asthma-Exazerbation untersucht und wichtige Aspekte aufgeklart hat, bleibt die Exazerbation
zum grolRen Teil noch unverstanden. Dementsprechend kann eine Asthma-Exazerbation
heutzutage erst beim Auftreten der Symptome erkannt und behandelt werden, wodurch
jedoch die daraus folgenden Verschlimmerungen des Asthmas nicht verhindert werden
kénnen. Fir eine Steigerung der Lebensqualitdt und das Abwenden der aus der Exazerbation
folgenden Konsequenzen fir den Patienten wadre eine frihzeitige Erkennung und damit
verbundene frihzeitige Behandlung essentiell. Da das Atemwegsepithel den ersten Kontakt
mit Pathogenen wadhrend der Exazerbation darstellt und wichtige Funktionen wahrend der
asthmatischen Erkrankung, aber auch Exazerbation, Gibernimmt, war das Ziel der vorliegenden
Arbeit die Etablierung eines in vitro-Zellkulturmodells zur Untersuchung der epithelialen

Mechanismen der friithen Phase einer Asthma-Exazerbation.

Fiir die Untersuchung der epithelialen Mechanismen der frihen Phase der Asthma-
Exazerbation sollte zunachst ein in vitro Modell einer Asthma-Exazerbation mit primaren
humanen Bronchialepithelzellen etabliert und charakterisiert werden. Dazu sollte ein 3D-Air
liquid Interface-Zellkulturmodell mit sowohl lungen-gesunden humanen
Bronchialepithelzellen als auch Zellen von Asthma-Patienten entwickelt werden. Im nachsten
Schritt sollte dieses Modell zur Ausbildung eines Th;-polarisierten epithelialen Phanotyps
weiterentwickelt werden. Da Viren den groRten Anteil an Exazerbationen in Asthma ausldsen,
sollte anschlieBend die frihe antivirale Inflammation der Exazerbation durch die Gabe eines

viralen Surrogates, Poly(l:C), etabliert und charakterisiert werden.

Flir weitere Untersuchungen der Mechanismen der friihen Phase einer Asthma-Exazerbation
mithilfe dieses in vitro-Zellkulturmodells sollten Genexpressionsanalysen durchgefiihrt
werden, mit deren Hilfe potentielle Biomarker fiir die friihzeitige Erkennung eine Asthma-

Exazerbation identifiziert und charakterisiert werden sollten.
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2 Material

Die in dieser Arbeit verwendeten Reagenzien und Chemikalien sind in den folgenden Kapiteln
und Tabellen (Tab. 2.1 bis Tab. 2.6) aufgefiihrt. Falls nicht anders angegeben, wurden die

Reagenzien und Chemikalien entsprechend der Herstellerangaben angesetzt und gelagert.

2.1 Allgemeine Reagenzien und Chemikalien

Folgende allgemeinen Laborchemikalien wurden verwendet (Tab. 2.1).

Tab. 2.1: Verwendete Reagenzien und Chemikalien.

Hersteller
Agar-Agar (Bio-Science-Grade, granuliert) Carl Roth, Karlsruhe, DE
LE Agarose 7Bioscience, Hartheim, DE
B-Mercaptoethanol Sigma, Steinheim, DE
DAB (3,3‘-Diaminobenzidine) Sigma, Steinheim, DE
DEPC (Diethylpyrocarbonat) Carl Roth, Karlsruhe, DE
Na2EDTA-2H,0 Sigma, Steinheim, DE
Entellan Merck, Darmstadt, DE
Essigsaure Carl Roth, Karlsruhe, DE
Ethanol Merck, Darmstadt, DE
Ethidiumbromid Invitrogen, Carlsbad, USA
EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure) Carl Roth, Karlsruhe, DE
4% Formaldehydlésung (Histofix) Carl Roth, Karlsruhe, DE
Hamatoxylin (Hdmalaun nach Mayer) Merck, Darmstadt, DE
Methanol Carl Roth, Karlsruhe, DE
Milchpulver Carl Roth, Karlsruhe, DE
NaOH-Platzchen (Natriumhydroxid Platzchen) Merck, Darmstadt, DE
NaCl Carl Roth, Karlsruhe, DE
Paraffin (Paraplast Plus) Leica, Nussloch, DE
PBS (Phosphat-gepufferte Salzlosung; Roti-Cell 10x)  Carl Roth, Karlsruhe, DE
Perjodsaure Merck, Darmstadt, DE
HCI Carl Roth, Karlsruhe, DE
Schiffsches Reagenz Merck, Darmstadt, DE
Tween20 Carl Roth, Karlsruhe, DE
Tri-Na-Citrat-Dihydrat MP Biomedicals, Eschwege, DE
TRIS (Tris(hydroxymethylaminomethan), Trizma Sigma, Steinheim, DE
base)
Wasserstoffperoxid Merck, Darmstadt, DE
Xylol VWR, Darmstadt, DE
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2.2 Puffer

Die Puffer wurden den folgenden Anleitungen entsprechend angesetzt und verdinnt. Zum

Einstellen des pH-Wertes wurden 2 N sowie 4 N Salzsaure beziehungsweise Natriumhydroxid-

Platzchen verwendet.

Citratpuffer:

DEPC-H,0:

Magermilchlosung (2 %):

Na EDTA (0,5 M):

TAE-Puffer:

TBS-Puffer:

22

100 nM Stamml6sung:

29,41 g Tri-Na-Citrat-Dihydrat, ad 11 ddH;0

10 nM Gebrauchsl6sung:

100 ml Stammldsung, 900 ml ddH,0
pH 6,0 mit HCl einstellen

100 pl DEPC, ad 1 | ddH,0

Uber Nacht rthren, autoklavieren

2 g Magermilch in 100 ml PBS

186,12 g NaEDTA-2H,0 in 800 ml| DEPC-
H>0 losen, rihren

pH 8,0 mit NaOH-Platzchen einstellen

ad 1|1 DEPC-H,0

50-fach Stammldsung:

242 g TRIS in 500 m| DEPC-Wasser
+100 ml 0,5 M NazEDTA (pH 8,0)
ad 11ddH,0

1-fach Gebrauchslosung:

20 ml Stammldsung, 980 ml ddH;0

10-fach Stammldsung:

53 g NaCl, 12 g TRIS, ad 1 | ddH,0
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1-fach Gebrauchslosung:

100 ml Stammlésung, 900 ml ddH,0
pH 7,4 mit HCl einstellen

TRIS-EDTA-Puffer: 10-fach Stammldsung:

12,1 g TRIS, 3,7 g EDTA, ad 1 | ddH,0
pH 9,0 mit HCl einstellen

1-fach Gebrauchsl6sung:

100 ml Stammlésung, 900 ml ddH,0
pH 9,0 mit HCl einstellen

500 ul Tween20 hinzugeben

TRIS-HCI-Puffer: Stammlosung (0,5 M TRIS):

60,57 g TRIS in 500 ml ddH;0 lésen
pH 7,4 mit HCl einstellen
ad 11ddH,0

Gebrauchslésung (0,05 M TRIS):

100 ml Stammlésung, 900 ml ddH,0
pH 7,4 mit HCl einstellen

2.3 Zellkulturmedien und Stimulantien

Fir die Kultivierung der humanen Bronchialepithelzellen wurden das Proliferationsmedium
Bronchial Epithelial Cell Growth Medium (BEGM) und das Differenzierungsmedium
PneumaCult ALI-Medium verwendet. Beide Zellkulturmedien wurden entsprechend der
Herstellerangaben angesetzt und gelagert. Dem Differenzierungsmedium wurde zusatzlich
noch Penicillin/Streptomycin (1-fach) als Antibiotikum zugesetzt.

Das rekombinante humane Interleukin-13 (rhlL-13) und Polyinosin:Polycytidyldure (Poly(l:C))

wurden in PBS steril angesetzt und anschliefend bei -20°C aufbewahrt.
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Tab. 2.2: Zellkulturmedien, Reagenzien fiir die Zellkultur und eingesetzte Stimulantien.

Hersteller
BEGM Bullet Kit Lonza, Basel, CH
Collagen IV aus der humanen Plazenta Sigma, Steinheim, DE
(5 mg)
DMSO (Dimethylsulfoxid) Carl Roth, Karlsruhe, DE
FCS (Fetales Kalberserum) PAA Laboratories, Paschingen, AUT

HBSS (Salzlésung nach Hanks, ohne Mg?*, Gibco by Life Technologies, Carlsbad, USA
ohne Ca%)

0,2 % Heparin Salt Solution in PBS Stemcell, Vancouver, CAN
(2 mg/ml)
Hydrocortison (100 mg, Pulver) Stemcell, Vancouver, CAN

PBS (Phosphat-gepufferte Salzlosung; Roti-  Carl Roth, Karlsruhe, DE
Cell 10x PBS)

Pen/Strept (1000 U/ml Penicillin und Sigma, Steinheim, DE

10 mg/ml Streptomycin)

PneumacCult ALI-Medium Stemcell, Vancouver, CAN
Poly(l:C) Sigma, Steinheim, DE
ReagentPack Subculture Reagents Lonza, Basel, CH

rhiL-13 Peprotech, Rocky Hill, USA

2.4 Oligonukleotide

Flr die quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) wurden kleine Oligonukleotide (Primer) von der
Firma Eurofins (Ebersberg, DE) synthetisiert (Tab. 2.3). Vor Gebrauch wurden sie in DEPC-
Wasser verdiinnt, sodass eine Endkonzentration von 100 pmol/ul entstand und bei -20°C

gelagert.

Tab. 2.3: Primersequenzen fiir die qRT-PCR.
Gen RefSeq ID Sequenz (52 3Y) Amplikon

CC-10 NM_003357.4 for CCAGACTCAGAGACGGAACC 122 bp
rev. AGATCTCTGCAGAAGCGGA

CCL26 NM_006072.4 for CCTGGGTGCGAAGCTATGAA 282 bp
rev. ACTCTGGGAGGAAACACCCT

CK-5 NM_000424.3 for ATGTCAAGAAACAGTGCGCC 298 bp
rev. CCAGAGGAAACACTGCTTGTG
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FoxJ1

IL-8

IP-10

MUCS5AC

RPL-32

TNF-a

NM_001454.3

NM_000584.2

NM_001565.3

NM_001304359.3

NM_000994.3

NM_000594.3

for
rev

for
rev

for
rev

for
rev

for
rev

for
rev

TCGTATGCCACGCTCATCTG
CGGATTGAATTCTGCCAGGT

TGTGAAGGTGCAGTTTTGCCAAGG
GTTGGCGCAGTGTGGTCCACTC

CCACGTGTTGAGATCATTGCT
TGCATCGATTTTGCTCCCCT

GCCTTCACTGTACTGGCTGAG
AGGGTCTGAAGATGGTGACG

CATCTCCTTCTCGGCATCAT
TAACCAATGTTGGGCATCAA

TCCCCAGGGACCTCTCTCTA
GAGGGTTTGCTACAACATGGG

137 bp

132 bp

152 bp

259 bp

197 bp

102 bp

Zusatzlich wurden kommerzielle Primer der Firma Qiagen (Hilden, DE) verwendet (Tab. 2.4).

Diese wurden entsprechend der Herstellerangaben gelost und anschlieBend bei -20°C

eingefroren.

Tab. 2.4: Quantitect Primer Assays fiir die qRT-PCR.

Gen RefSeq ID Katalognummer Amplikon
CLCA1 NM_001285 Q101666889 139 bp
DDX58 NM_014314 QT00040509 114 bp
IFIH1 NM_022168 QT0033789 170 bp
IFN-B NM_002176 Q100203763 120 bp
IFN-A1 NM_172140 Q100222495 68 bp
IL-6 NM_000600 QT00083720 107 bp
XM_005249745

SerpinB2 NM_001143818 QT02408280 132 bp
TLR3 NM_003265 QT00007714 90 bp

2.5 Molekulare Gewichtsmarker und Ladepuffer

Fiir die Agarose-Gelelektrophorese wurden der molekulare Gewichtsmarker GeneRuler 50 bp

DNA Ladder (Thermo Scientific, Waltham, USA) und der 6-fach DNA Ladepuffer DNA Ladder

(6x) (Thermo Scientific, Waltham, USA) verwendet.
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2.6 Normalseren und Antikorper

Fiir die immunhistochemischen Farbungen wurden folgende primare und sekundare

Antikorper (Tab. 2.5) verwendet.

Tab. 2.5: Normalseren, primare und sekundare Antikorper.

eingesetzte

Normalserum N Hersteller
Verdiinnung
Vector Laboratories
Zi 1:1 !
'ege 0 Burlingame, USA
Pferd 1:10 Vector Laboratories,

Burlingame, USA

eingesetzte

Primare Antikorper . Hersteller

Verdiinnung
Ant-MUGSAC 29082 1:100 Abcam, Cambridge, UK
(biotinyliert)
Anti-CK-5 ab52635 1:1000 Abcam, Cambridge, USA
Anti-acetyliertes 1 e10 1:1000 Abcam, Cambridge, USA

a-Tubulin

Sekundare Antikorper eingesetzte Hersteller
Verdiinnung
biotinylated goat-anti-rabbit IgG (H+L) 1:100 Vector Laboratories,
Burlingame, USA
biotinylated horse-anti-mouse IgG (H+L) 1:100 Vector Laboratories,
Burlingame, USA
2.7 Kits
Tab. 2.6: Verwendete kommerzielle Kits.
Hersteller

LightCycler 480 SYBR Green Master

Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit

RNase-Free DNase Set (1500 Kunitz units)

RNeasy Mini Kit

Vectastain Elite ABC Peroxidase Kit
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2.8 Verbrauchsmaterialien

Tab. 2.7: Verwendete Verbrauchsmaterialien.

Hersteller

12-Well-Platten (unbeschichtet, flat bottom,
nonpyrogenic, polystyrene)

12-Well-Platten mit Einsatzen
(PorengroRe 0,4 um, Polyester)

CryoPure Gefal} 1,6 ml weild
Deckglaschen

Einbett-Kassetten
(MicroStar lll Histokassetten)

LightCycler 480 Multiwell Plates 96, weil}
Objekttrager Superfrost Plus
Pipettenspitzen (10 ul, 100 pl, 200 pl, 1 ml)
Pipettenspitzen 1250 pl

Reaktionsgefale (1,5 ml, 2 ml)

RNase-/DNase-freie Reaktionsgefale
(0,5 ml, 1,5 ml, np Safelock-Cap)

Reaktionsréhren (5 ml, 15 ml, 50 ml)
Skalpell

Stabpipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml)
Zellkulturflaschen (T25)

Zellschaber (Klingenbreite 18 ml, aus HDPE)

2.9 Gerate

Tab. 2.8: Verwendete Gerite.

Corning Inc., Corning, USA

Corning Inc., Corning, USA

Sarstedt, Nimbrecht, DE
R. Langenbrinck, Emmendingen, DE

VWR, Darmstadt, DE

Roche, Mannheim, DE

Thermo Scientific, Waltham, USA
Sarstedt, Nimbrecht, DE
NerbePlus, Winsen, DE

Sarstedt, Nimbrecht, DE
NerbePlus, Winsen, DE

Sarstedt, Nimbrecht, DE
Schreiber, Fridingen, DE
Corning Inc., Corning, USA
Sarstedt, Nimbrecht, DE

Greiner BioOne, Frickenhausen, DE

Hersteller

Autotechnikon

Brutschrank Heracell 150

Elektrophoresekammer
Gel-Dokumentationsstation

Kihlplatte Microm AP280-1

Thermo Scientific, Waltham, USA

Thermo Electron Corporation, Waltham,
USA

Peqlab Biotechnologies, Erlangen, DE
Intas, Gottingen, DE
Microm, Walldorf, DE
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LightCycler 480 Il
Mikroskop Leica DMIL LED
Mikroskop U-DO3
Mikrotom HM355 S
Nanophotometer
Neubauer Zahlkammer

pH-Meter 766 Calimetric

Reinstwasseranlage Arium Pro VF
Sequenzkammer mit Shandon Coverplates
Spannungsquelle PowerPac Basic

Sicherheitswerkbank Scanlaf Mars Safety
Class 2

Thermocycler Mastercycler gradient
Wasserbad Lauda A100
Zentrifuge 5415R

Zentrifuge Megafuge 1.0R

2.10 Programme und Websites

Roche, Mannheim, DE

Leica, Wetzlar, DE

Olympus, Shinjuku, JPN

Microm, Walldorf, DE

Implen, Miinchen, DE

Marienfeld, Lauda Kénighofen, DE

Knick Elektronische Messgerate GmbH,
Berlin, DE

Sartorium Stedim Biotech, Gottingen, DE
Thermo Scientific, Waltham, USA
BioRad, Miinchen, DE

Weiss Labortechnik, Heroldsberg, DE

Eppendorf, Hamburg, DE
Lauda, Lauda Kénigshofen, DE
Eppendorf, Hamburg, DE

Heraeus, Hanau, DE

Tab. 2.9: Verwendete Computerprogramme und Websites.

Software

Hersteller

Computerassisted stereology tool
box (newCAST)

GraphPad Prism 7 Software

Olympus cell*A Software

Visiopharm, Hoersholm, DK

De Novo Software, Los Angeles, USA

Olympus, Shinjuku, JPN

LightCycler 480 Software Roche, Mannheim, DE

Intas GDS Intas, Gottingen, DE

Websites

NCBI https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

STRING by the String Consortium
2018

https://string-db.org/
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3 Methoden

3.1 Zellkultur

3.1.1 Humane Bronchialepithelzellen

Die in vitro Zellkulturexperimente wurden ausschlieflich mit primdaren humanen
Bronchialepithelzellen (HBECs) der Firma Lonza (Basel, CH) durchgefiihrt. Es handelte sich
dabei um Zellen, welche aus der epithelialen Auskleidung oberhalb der Verzweigung der
Lungen stammten. Die Zellen wurden aus dem Gewebe von sowohl lungen-gesunden
Spendern, sogenannten normalen humanen Bronchialepithelzellen (NHBECs), als auch
Spendern mit diagnostiziertem Asthma isoliert. Fir die Gruppe der NHBECs wurden fiunf
Spender mit kaukasischer Herkunft ausgewahlt, die nicht geraucht hatten. Als einzige weitere
Information wurde von Lonza angegeben, ob die Spender generell Alkohol konsumiert hatten.
Falls moglich wurden Spendern ausgewahlt, die keinen Alkohol getrunken hatten. Jedoch war
dieser Aspekt aufgrund der geringen Anzahl an zur Verfliigung stehenden NHBECs bei zwei

Spendern nicht als Ausschlusskriterium moglich (Tab. 3.1).

Tab. 3.1: Detaillierte Informationen zu den Spendern der NHBECs. Jeder Spender erhielt eine spezifische
Identifikationsnummer (Lot.) unter der die Informationen zu Ethnie (C = Kaukasier), Alter, Geschlecht (M =
mannlich, F = weiblich), Rauchverhalten und Alkoholkonsum des jeweiligen Spenders hinterlegt wurden.

Lot. Ethnie (in?;t:r:en) Geschlecht Raucher ko:I:tTr:ci’;rt
N312626 C 13 M Nein Nein
N326160 C 49 F Nein Nein
N348757 C 75 M Nein Nein
N382850 C 60 F Nein Ja
N543643 C 57 F Nein Ja

Zusatzlich wurden HBECs von fiinf Spendern mit der Diagnose Asthma, den diseased human
bronchial epithelial cells (DHBECs), fiir diese Arbeit verwendet. Fir die Auswahl der DHBECs
wurden die gleichen Kriterien wie bei den NHBECs angewandt. Aufgrund der geringen Anzahl
an zur Verfigung stehenden DHBECs, war ein Spender jedoch Raucher (Tab. 3.2 As470633).

Fiir die Gruppe der DHBECs wurden von Lonza im Gegensatz zu den NHBECs zusatzliche
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Informationen zur Verfligung gestellt. Diese Informationen betrafen die eingenommenen

Medikamente bezliglich der Asthma-Erkrankung, den Zeitpunkt der Diagnose, ob der Tod des

Spenders mit der Asthma-Erkrankung in Verbindung stand und einige spenderspezifische

Informationen (Tab. 3.2).

Tab. 3.2: Detaillierte Informationen zu den Spendern der DHBECs. Jeder Spender der DHBECs tragt eine
spezifische Identifikationsnummer (Lot.). A) Weitere Informationen wie Ethnie (C = Kaukasier), Alter, Geschlecht
(M = mannlich, F = weiblich), Rauchverhalten und Alkoholkonsum wurden von Lonza (Basel, CH) zur Verfligung
gestellt. B) Darlber hinaus wurden Angaben zur Diagnose, Einnahme notwendiger Asthma-assoziierter
Medikamente und die Todesursache von Lonza mitgeteilt.

A)
Lot. Ethnie . Alter Geschlecht Raucher AIkOh?I
(in Jahren) konsumiert
As419243 C 62 F Nein Nein
it 24 Jah
As470633 C 69 M 1a (mit 24 Jahren Ja
aufgehort)
As534647 C 55 F Nein Nein
As587333 C 54 M Nein Nein
As600506 C 44 F Nein Ja
B)
. Tod in I
Lot. Medikamente Diagnose Verbindung zusatzliche
(Jahre vor Tod) mit Asthma Kommentare
As419243  ProAir 2 Ja Asthma-Attacke
6 Tage vor dem Tod

As470633  Atrovent, Nein Hamoptyse,

Flonase 20 persistenten Husten

seit 20 Jahren

As534647 Inhalator 20 Nein -
Assg7333  Abuterol, Kleinkindalter  Ja Gras- und

Inhalator Schimmelallergien
As600506 Advair, Albuterol, 2 Nein

Ventolin
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3.1.2 Kultivierung und Passagieren von humanen Bronchialepithelzellen

Bei den HBECs handelte es sich um adharente Primarzellen, welche bei 37°Cund 5 % CO; unter
Standardbedingungen kultiviert wurden. Die kryokonservierten Zellen wurden bei 37°C in
einem Wasserbad aufgetaut, im Proliferationsmedium BEGM resuspendiert und anschliefend
mit einer Zelldichte von 3.300 bis 3.500 Zellen pro cm? in eine T25-Zellkulturflasche gegeben.
Die Zellsuspension wurde auf ein Gesamtvolumen von 5 ml pro Flasche mit BEGM aufgefillt.
Am nachsten Tag wurde das Zellkulturmedium abgenommen und gegen neues
Proliferationsmedium  getauscht. Am dritten Tag wurde das Volumen des
Proliferationsmediums auf 8 ml pro T25-Zellkulturflasche erhéht. Danach wurde das
Zellkulturmedium jeden zweiten Tag durch frisches Proliferationsmedium ersetzt.

Die HBECs wurden bis zu einer Konfluenz von 80 % unter submersen Bedingungen kultiviert.
Dann wurde das Zellkulturmedium abgenommen und die Zellen mit 5 ml HBSS gewaschen.
AnschlieBend wurden die Zellen mit 2 ml Trypsin/EDTA gel6st (3 min, 37°C). Das Trypsin wurde
daraufhin mit 4 ml TNS-Losung neutralisiert und die Zellsuspension in ein 15 ml
ReaktionsgefaR tiberfiihrt. Der Boden der T25-Flasche wurde mit 2 ml HBSS gespilt und die
restlichen Zellen in das ReaktionsgefaR tberfiihrt. Nachdem zentrifugiert worden war (5 min,
220 x g, RT), wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 1 ml Proliferationsmedium
resuspendiert. AnschlieBend wurde die Zellzahl mit einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt.
Dazu wurden 10 ul der Zellsuspension auf die Zahlkammerflache pipettiert und zwei 4x4-

Quadrate ausgezahlt. Die Zellzahl pro ml ergab sich mit folgender Rechnung:

Zellzahl/ml = (Anzahl gezahlte Zellen/2) * 10%/ml

Die Zellen wurden anschlieBend abhangig von der Passagennummer entweder zur Lagerung
kryokonserviert (Kap. 3.1.3) oder fir Air-liquid Interface-Experimente auf Transwell-Inserts

(Kap. 3.1.4) ausgesat (Abb. 3.1).
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Passage 1 Passage 2 Passage 3
[ —
— — —
hl‘(l"‘ hl‘(l"‘
in N, gelagert in N, gelagert Air-liquid Interface
von Lonza Stock Zellkultur

Abb. 3.1: Darstellung der verschiedenen Passagen wadhrend der Kultivierung humaner
Bronchialepithelzellen. Kommerziell erhéltliche HBECs von Lonza (Basel, CH) (Passage 1) wurden unter
submersen Bedingungen kultiviert und in flissigem Stickstoff gelagert (Passage 2). Fiir Experimente wurden
Zellen der Passage 2 zundchst unter submersen Bedingungen kultiviert und anschlieBend auf Transwell-Filter
ausgesat (Passage 3).

3.1.3 Kryokonservierung von humanen Bronchialepithelzellen

Sobald die Zellen der Passage 1 eine Konfluenz von 80 % in den T25-Flaschen erreicht hatten,
wurden die Zellen abgelost (Abb. 3.1, Kap.3.1.2). AnschlieBend wurde mit dem
Einfriermedium (BEGM, 20 % FCS und 10 % DMSO) eine Zellzahl von 0,5 Mio Zellen/ml
eingestellt. Jeweils 500 ul der Zellsuspension wurden in ein Kryoreaktionsgefald gegeben und
anschlieRend bei -80°C in einem Gefrierbehalter mit einer Kithlrate von -1°C/min konserviert.
Nach drei Tagen wurden die KryoreaktionsgefdaRe zur Langzeitlagerung in fliissigen Stickstoff

Uberfihrt.

3.1.4 Air-liquid Interface-Zellkultur

Primdre humane Bronchialepithelzellen kdnnen in vitro unter sogenannten Air-liquid Interface
(ALI)-Bedingungen zu einem pseudostratifizierten Epithel differenzieren (153).

Fir die ALl-Experimente wurden ausschlielich 12-Transwell-Platten mit passenden
Transwell-Filtereinsdtzen verwendet, welche mit Kollagen-IV aus der humanen Plazenta
beschichtet wurden. Dazu wurde Kollagen IV-Pulver aus der menschlichen Plazenta in 0,5 M
Essigsaure fur 1 h bei 4°C gel6st (Endkonzentration 1 mg/ml). Zum Beschichten wurde mit PBS
eine Konzentration von 50 pg/ml Kollagen eingestellt und anschlieBend von dieser Losung
jeweils 200 ul auf die apikale Oberflache der Filtermembranen gegeben. Die Kollagen-IV-
Losung wurde nach 3 h (RT) wieder abgenommen und die Platten fiir 30 min mit gedffnetem

Deckel im sterilen Umfeld getrocknet. Die beschichteten Transwell-Einsatze wurden entweder
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direkt benutzt oder bei 4°C gelagert. Direkt vor dem Gebrauch wurden die beschichteten
Transwell-Filterflaichen einmal mit 500 ul HBSS apikal gewaschen.

Fir die ALI-Zellkultur wurden kryokonservierte Zellen der Passage 2 unter submersen
Bedingungen bis zu einer Konfluenz von 80 % kultiviert (Abb. 3.1, Kap. 3.1.2), mithilfe von
Trypsin abgel6st und 85.000-90.000 Zellen (in 500 pul BEGM) auf die beschichtete Flache der
Einsatze ausgesat. Basal wurden die Zellen mit 1 ml Proliferationsmedium versorgt.

Die Konfluenz wurden anschlieRend taglich visuell mit einem Stereomikroskop untersucht.
Wenn die Zellschicht komplett konfluent war (nach circa zwei Tagen), wurde der sogenannte
Airlift durchgefiihrt. Dazu wurde das apikale und basale Proliferationsmedium abgenommen
und verworfen. In die basale Kammer des Transwells wurde 1ml des
Differenzierungsmediums PneumaCult ALI-Medium gegeben, wahrend in die apikale Kammer
der Einsatze kein Medium gegeben wurde, sodass die Zellen in direktem Kontakt mit der
Umgebungsluft standen. Die Zellen wurden unter diesen Air-liquid Interface-Bedingungen bei
37°C und 5 % CO; fir 28 Tage kultiviert (Abb. 3.2). An jedem zweiten Tag wurde das basale
Differenzierungsmedium durch frisches PneumacCult ALI-Medium ersetzt. Zusatzlich wurde ab
Tag 14 einmal die Woche apikal mit 500 ul HBSS gewaschen um abgegebenen Mukus zu

entfernen.

Airlift

submerse Kultur l Differenzierung unter Air-liquid Interface- Bedingungen
f r > Analyse

-2 0 28

Abb. 3.2: Air-liquid Interface-Zellkulturmodell. Sobald die HBECs auf den Kollagen-IV-beschichteten Transwell-
Einsatzmembranen konfluent waren, wurde der Airlift durchgefiihrt und die Zellen anschlieend fiir 28 Tagen
unter Air-liquid interface-Bedingung zur Ausbildung ein pseudostratifizierten ALI-Epithels kultiviert. Dazu wurden
die Zellen mit 1 ml Pneumacult ALI-Medium in der basalen Vertiefung versorgt.

3.1.5 Stimulation von ALI-Kulturen

Um in ALI-Zellkulturen in vitro einen Thy-polarisierten Phanotyp des Atemwegsepithels zu
induzieren, wurden die Zellen mit rhIL-13 behandelt. Dazu wurde von Tag 21 bis zum Ende der
Differenzierung an Tag 28 dem PneumaCult ALI-Medium, das basal appliziert wurde, rhiL-13
in unterschiedlichen Konzentrationen (Endkonzentration: 1 ng/ml, 2,5 ng/ml, 5 ng/ml und
10 ng/ml  rhiL-13) beigefigt (Abb.3.3A). Das mit rhiL-13 supplementierte

Differenzierungsmedium wurde jeden zweiten Tag gewechselt.
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Poly(l:C) ist ein virales Surrogat, welches zur Induktion einer antiviralen Entziindungsreaktion
eingesetzt wurde. Dieses wurde dem Differenzierungsmedium zugesetzt und insgesamt 1 ml
davon in die basale Kammer der Transwells der ALI-Kultur gegeben. Es wurden verschiedene
Konzentrationen (Endkonzentration: 1 ug/ml, 5 pg/ml und 10 pg/ml Poly(l:C)) eingesetzt und
diese an verschiedenen Zeitpunkten vor der Ernte an Tag28 (1 h, 3h, 6h, 12h, 24 h)
appliziert (Abb. 3.3 B).

Ein Ziel dieser Arbeit war die Etablierung eines in vitro Modells einer Asthma-Exazerbation.
Fir dieses Exazerbationsmodell wurden die Stimulationen mit rhiL-13 und Poly(l:C)
kombiniert. Dafiir wurden die Zellen, wie beschrieben, von Tag 21 bis Tag 28 mit 2,5 ng/ml
rhiL-13 beziehungsweise 5 ng/ml rhiL-13 behandelt. Bei der Kostimulation wurden an Tag 28
sowohl rhlL-13 als auch Poly(l:C) zusammen mit dem Differenzierungsmedium in die basale
Kammer gegeben und die ALI-Kulturen fiir 3 h mit beiden Stimulantien inkubiert. Poly(l:C)

wurde fur dieses Modell mit einer finalen Konzentration von 5 pg/ml eingesetzt (Abb. 3.3 C).

A) Airlift
submerse Kultur l Differenzierung rhiL-13
; ' ' —> Analyse
-2 0 21 28
B) Airlift Poly(I:C)
submerse Kultur l Differenzierung
f T > Analyse
-2 0 27 28
Q) Airlift Poly(1:C)
submerse Kultur l Differenzierung m
I r ' —> Analyse
-2 0 21 28

Abb. 3.3: In vitro Modell eines Thz-polarisierten epithelialen Phanotyps, einer antiviralen Inflammation und
einer Asthma-Exazerbation. A) Fiir die Induktion der Merkmale eines Thz-polarisierten epithelialen Phanotyps
wurden ALI-Kulturen von Tag 21 bis 28 der Differenzierungsphase mit verschiedenen Konzentrationen an rhiL-
13 (Endkonzentration: 1 ng/ml, 2,5 ng/ml, 5 ng/ml und 10 ng/ml rhiL-13) stimuliert. B) Poly(l:C) wurde zur
Induktion einer Entziindungsreaktion, welche einer antiviralen Inflammation &hnelt, eingesetzt. Dem
Differenzierungsmedium wurde fiir 1 h, 3 h, 6 h, 12 h beziehungsweise 24 h Poly(l:C) in unterschiedlichen
Konzentrationen (Endkonzentration: 1 ug/ml, 5 ug/ml, 10 ug/ml Poly(I:C)) zugesetzt. C) Die Behandlung mit
2,5 ng/ml rhiL-13 bzw. 5 ng/ml rhiL-13 fiur sieben Tage und 5 pg/ml Poly(I:C) fir 3 h an Tag 28 wurde
kombiniert um ein in vitro Modell einer Asthma-Exazerbation zu generieren.
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3.2 Histopathologie

3.2.1 Aufarbeitung von ALI-Kulturen fiir histologische Untersuchungen

Fir die Analyse der ALI-Kulturen mithilfe von histologischen Verfahren wurden die
pseudostratifizierten ALI-Epithelien an Tag 28 aufgearbeitet. Dazu wurden die Transwell-Filter
zunachst mit 500 pl HBSS gewaschen und anschlieBend mit 4 %-iger Formaldehydlosung fiir
30 bis 60 min fixiert. Es wurden 1 ml Histofix in die basale Kammer und 500 pl Histofix auf die
apikale bewachsene Flache der Filtereinsatze gegeben. AnschlieBend wurde die
Formaldehydl6ésung abgenommen und mogliche Riickstande durch Waschen mit PBS entfernt.
Der Transwell-Filter wurde nun aus der Zellkulturplatte genommen und die Membran mit
einem Skalpell aus dem Einsatz geschnitten. Die Membran wurde anschlieend in vier
Langsstreifen geteilt. Diese Streifen wurden in 2 %-igem Agar eingebettet (Abb. 3.4).
AnschlieBend wurden die ausgeharteten Agarblocke in einem Autotechnikon entwassert. Die
Membranen wurden danach in Paraffin eingebettet, sodass die Schnittflachen der einzelnen
Streifen vertikal zum Boden des AusgieRformchens platziert waren, um nachfolgend senkrecht

zur Epithelschicht verlaufende Schnitte anfertigen zu kénnen.

L3 1 1 o8 1
s 9,00 % o0 2 %90 % o0 Reas 229 22 g o~ op
X oo oce S Ses S0 S X S 1 1 228 @ .00
LI L) L) ° p &= : | &
J 02 s LT oty Lol Sm) Lo e 178 |&
ausgeschn_itterTe in Langss-trelfen in Agar einbetten
Membran mit Epithel schneiden

Abb. 3.4: Aufarbeitung von ALI-Kulturen fiir histologische Untersuchungen. Nach der Fixierung in
Formaldehydlésung wurde die Membran gewaschen und anschliefend mit einem Skalpell aus dem Transwell-
Einsatz geschnitten. Die Membran wurde in vier Langsstreifen geschnitten und die Streifen anschlieBend in 2 %-
igem Agar, wie dargestellt, eingebettet.

3.2.2 Perjodsaure-Schiff-Farbung

Um die Morphologie des pseudostratifizierten ALI-Epithels und mogliche pathologische
Veranderungen zu untersuchen, wurden die Paraffinschnitte der Membranen mit der
Perjodsaure-Schiff-Reaktion gefarbt. Zunachst wurden mit einem Mikrotom 1,5 um dicke
Schnitte der eingebetteten ALI-Epithelien angefertigt und diese (iber Nacht bei 37°C

getrocknet. Am folgenden Tag wurden die Schnitte zunachst entparaffiniert. Dazu wurden sie
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zweimal fir 12 min in Xylol getaucht, danach zweimal fiir 5 min in 100 % Ethanol, fir 5 min in
96 % Ethanol und abschlieBend zweimal fiir 5 min in 70 % Ethanol. Danach wurden die
Schnitte mit Leitungswasser gewadssert. Flr die Anfarbung von Bestandteilen des Mukus, wie
neutrale Mukopolysacchariden sowie Muko- und Glykoproteine, wurde fir 10 min mit
1 %-iger Perjodsdure inkubiert. Perjodsaure oxidiert unsubstituierte Glykolgruppen der 1,2-
Glykole der Mukusbestandteile zu zwei benachbarten Aldehydgruppen. AnschlieRend wurde
mit Leitungswasser gespilt und fiir 15 min mit Schiffschem Reagenz gefarbt. Dieses enthalt
fuchsinschweflige Sdure, welche an die Aldehydgruppen bindet. Durch diese Bindung entsteht
die charakteristische magentarote Farbung der Bestandteile des Mukus. AnschlieRend
wurden Rickstande durch 15-minitiges Wassern mit Leitungswasser entfernt. Als
Gegenfarbung wurde fiir 2 min mit Hamatoxylin gefarbt, wodurch die Zellkerne nach
vollstandiger PAS-Farbung blau erscheinen. Nachdem fiir 5 min unter flieRendem, warmen
Leitungswasser gebldaut wurde, wurden die Schnitte dehydriert. Dazu wurde die anfangs
beschriebene Alkoholreihe in umgekehrter Reihenfolge durchgefiihrt (2x 5 min 70 % Ethanol,
5 min 96 % Ethanol, 2x 5 min 100 % Ethanol) und zweimal fiir 5 min in Xylol inkubiert. Zum

Schluss wurden die gefarbten Schnitte mit Entellan und einem Deckgldaschen eindeckt.

3.2.3 Mukus-Quantifizierung von ALI-Kulturpraparaten

Zur Quantifizierung des Anteils der Becherzellen des pseudostratifizierten ALI-Epithels und des
Mukusvolumens wurden ALI-Prdparate zunachst mit der Perjodsaure-Schiff-Reaktion gefarbt.
Fir die Quantifizierung der verschiedenen Parameter wurde das Computerprogramm New
Computer Assisted Stereology Toolbox (newCAST) verwendet. Um die Morphologie des
gesamten Praparats widerzuspiegeln, wurden mithilfe des Programms reprasentative
Bildausschnitte der Membranen nach dem Prinzip des Systematic Uniform Random Sampling
(SURS) (154) automatisch ausgewahlt. Zur stereologischen Quantifizierung des Mukus wurden
geeignete geometrische Testsysteme, ein Punkteraster flir Volumen und ein Raster aus
Liniensegmenten fiir Oberflachenbestimmungen, dem jeweiligen Bildausschnitt (iberlagert.
Mithilfe des Punkterasters wurde die Gesamtanzahl an Testpunkten ermittelt, welche auf PAS
gefarbten intrazellularem Mukus lagen (Pmucin). AuBerdem wurde die Summe aller
Schnittpunkte zwischen den Testlinien und der Grenzlinie (Zlep, engl. Intersections 1), hier die
Polyestermembran, sowie die Summe aller Schnittpunkte von Liniensegmenten mit

Abschnitten der Polyestermembran, die von Becherzellen besetzt sind, (Zlcc) bestimmt. Die
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Anzahl dieser Schnittpunkte ergab sich, indem an der Stelle, an dem ein Liniensegment die
Grenzflache zwischen Polyestermembran und der basalen Epithelseite schnitt, ein Lot
gezogen und geprift wurde, ob dieses Lot Mukus kreuzte. Als eine weitere Variable wurde die
Lange der Testlinien pro Testpunkt (Length per Point, LP) berechnet, die von der gewahlten
VergrofRerung, bei der die Bildausschnitte ausgewertet wurden, abhangt. Dieser Wert ergab
sich aus der Lange einer einzelnen Linie, der Gesamtanzahl der Linien pro Bild und der

Gesamtzahl der Punkte des verwendeten Testpunkterasters.

Anhand der ermittelten Zahlenwerte wurde zunachst der prozentuale Anteil der Flache der
Polyestermembran berechnet, welcher mit Becherzellen bedeckt war. Diese Flache ergab sich

aus dem Verhaltnis von der mit Becherzellen besetzten Flache (Secc) und der Gesamtflache

(Sep).

Sa_c _ Xlsc
Sep ZIEp

Zusatzlich wurde das Volumen des epithelialen Mukus (Vmucin) anhand der auf PAS-gefarbten
intrazellularen  Mukusgranula fallenden  Testpunkte  (Pwmudn) pro Flache des

pseudostratifizierten Epithels (Sgp) bestimmt.

VMucin — P X ZPMucin x zlEp
Sep 2

Der prozentuale Anteil der Gesamtflache, die mit Becherzellen besetzt war, und das
Mukusvolumen in Bezug auf die Gesamtflache beziehungsweise pro Becherzelle wurden zur

Analyse der Mukusproduktion und Becherzellmetaplasie eingesetzt.

3.2.4 Immunhistochemische Farbung

Die ALl-Epithelien wurden hinsichtlich ihrer zellularen Zusammensetzung mithilfe
immunhistochemischer Farbungen gegen zelltyp-spezifische Markerproteine untersucht.
Dafiir kam die sogenannte ABC-Methode zum Einsatz. Bei dieser Methode bindet ein Avidin-

Peroxidase-Komplex an einen biotinylierten sekundaren Antikorper. Da an das Avidin eine
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Peroxidase gebunden ist, entsteht durch die Umsetzung von dem Substrat 3,3'-
Diaminobenzidin (DAB) eine Farbreaktion (155).

Dafiir wurden 1,5 um dicke Paraffinschnitte (Querschnitt) von ALI-Praparaten angefertigt und
Uber Nacht bei 37°C getrocknet. AnschlieRend wurden die Schnitte mithilfe von Xylol (2x
12 min) und Alkohol (100 % Ethanol, 2x 5 min) entparaffiniert. Flir die Blockade von
endogenen Peroxidasen wurden die Schnitte fir 30 min mit einem Methanol-
Wasserstoffperoxid-Gemisch (6 ml 30 %-iges H.0, auf 200 ml Methanol) inkubiert.
AnschlieBend wurde mehrmals kurz mit Leitungswasser gespuilt. Zur Vorbehandlung wurden
die Praparate fiir 20 min in Citratpuffer (0,01 M, pH 6,0) gekocht. Nachdem die Schnitte
wieder auf Raumtemperatur abgekihlt waren, wurden sie fir 5 min mit TBS gespult. Nun
wurden die Objekttrager auf Shandon Coverplates gelegt, in eine Sequenzkammer gestellt und
fiir circa 5 min mit PBS gesplilt. Die nachfolgenden Inkubationsschritte wurden ausschlieBlich
bei geschlossener Sequenzkammer durchgefiihrt. Zur Detektion von CK-5 und acetyliertem
a-Tubulin wurden unspezifische Bindestellen mit 100 pl Normalserum (20 min, RT,
entsprechend der Spezies des sekundaren Antikorpers) blockiert (Tab. 2.5). Die primaren
Antikorper wurden entsprechend der Angaben in Tabelle 2.5 mit 2 %-igem Milchpulver
angesetzt. Nach einer einstiindigen Inkubation bei 37°C mit jeweils 100 pl primaren
Antikorper pro Objekttrager, wurde mit PBS gesplilt. Der sekundare Antikorper richtete sich
nach der Spezies des primaren Antikorpers. Die Schnitte wurden fiir 30 min bei RT mit 100 pl
des sekunddren Antikorpers pro Objekttrager (1:100, mit 2 %-igem Milchpulver verdiinnt)
inkubiert. Da der primare Antikorper fiir den Nachweis von MUCS5AC bereits biotinyliert war,
wurde weder Normalserum noch ein sekundarer Antikorper benétigt. Nachdem mit PBS
gewaschen wurde, wurden 100 pl ABC Komplex (1000 pul PBS mit 20 ul Komponente A und
20 ul Komponente B) fiir 30 min auf jeden Objekttrager gegeben. AnschlieRend wurde erneut
mit PBS gespluilt. Die Objekttrager wurden nun aus den Shandon Coverplates genommen und
in eine Kivette uberfuhrt. Fir die Farbreaktion wurden die Schnitte anschlieRend fir 10 min
mit dem chromogenen Substrat DAB inkubiert. Dazu wurden 200 mg DAB in 200 ml Tris/HCL
gelost und filtriert. Direkt vor dem Gebrauch wurden noch 100 ul 30 %-iges
Wasserstoffperoxid hinzugefiigt. Danach wurde mehrfach mit Leitungswasser gewassert und
kurz mit destilliertem Wasser gespilt. Fiir die Gegenfarbung der Zellkerne wurde fiir 1 min mit
Hamatoxylin inkubiert. Mit Leitungswasser wurde geblaut bis das Wasser klar war und kurz
mit destilliertem Wasser gespiilt. Im Anschluss wurden die gefarbten Prdparate mit einer

Alkoholreihe dehydriert (2x 5 min 70 % Ethanol, 5 min 96 % Ethanol, 2x 5 min 100 % Ethanol)
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und zwei bis dreimal fir 5 min mit Xylol inkubiert. Zum Schluss wurden die Schnitte mit

Entellan und einem Deckglaschen eingedeckt.

3.3 RNA-Expressionsanalyse

3.3.1 RNA-Isolierung und Aufreinigung

Zur Gewinnung der messenger RNA (mRNA) wurden die apikale und basale Flache der ALI-
Epithelien dreimal mit jeweils 500 ul HBSS gewaschen, um Reste vom Differenzierungs-
medium und abgegebenen Mukus zu entfernen. Fiir die RNA-Isolierung und Aufreinigung
wurden 600 pl Lysispuffer (RNeasy Mini Kit, Qiagen, Hilden, DE) mit 6 pl B-Mercaptoethanol
in die apikale Kammer des Transwell-Einsatzes gegeben. Nach einer kurzen Einwirkzeit bei
Raumtemperatur, wurden die Zellen mithilfe einer 1000 ul-Pipettenspitze von der Membran
gelost und die Zellsuspension in ein RNase- und DNase-freies ReaktionsgefaR tGberfiihrt. Das
Lysat wurde entweder zur Lagerung bei -80°C eingefroren oder die mRNA direkt isoliert.

Die RNA wurde mithilfe des RNeasy Mini Kits der Firma Qiagen (Hilden, DE) nach
Herstellerangaben isoliert und aufgereinigt. Zusatzlich zur mRNA-Aufreinigung wurde ein
DNase-Verdau entsprechend des Protokolls des Herstellers durchgefiihrt. Nachdem die mRNA
in 40 pl RNase-freiem Wasser eluiert wurde, wurde eine photometrischen Messung mit einem
Nanophotometer durchgefiihrt. Fiir die Bestimmung der Konzentration der mRNA wurde die
Extinktion bei einer Wellenlange von 260 nm gemessen. Fir die Kontrolle auf
Verunreinigungen durch Proteine beziehungsweise Phenole und Kohlenhydrate wurde
zusatzlich die optische Dichte bei einer Wellenlange von 280 nm beziehungsweise 230 nm
gemessen und die Quotienten aus der Extinktion bei 260 nm und 280 nm beziehungsweise
230 nm berechnet.

Die Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80°C aufbewahrt.

3.3.2 cDNA-Synthese

Fir die weitere Analyse der Expressionsmuster der ALI-Zellkulturen wurde die mRNA mit einer

reversen Transkription in die entsprechende komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben.
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Die cDNA-Synthese der isolierten und aufgereinigten mRNA (Kap. 3.3.1) erfolgte mit dem
Maxima First Strand cDNA Synthese Kit der Firma Thermo Scientific (Waltham, USA). Die

Umschreibung wurde den Angaben des Herstellers folgend durchgefiihrt.

3.3.3 Quantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion

Die quantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR) beruht auf einer normalen
PCR und wurde fiir die Analyse der Expression ausgewahlter Gene eingesetzt. Bei der qRT-PCR
ist die Besonderheit, dass eine Quantifizierung durch Fluoreszenz-Messungen moglich ist.
Dafiir wurde der unspezifische Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green verwendet. SYBR Green
interkaliert mit doppelstrangiger DNA, wodurch die Fluoreszenz proportional zum
entstandenen PCR-Produkt zunimmt, welche eine Quantifizierung nach jedem
Amplifikationszyklus ermaoglicht (156).

Fiir die gRT-PCR wurden jeweils 2,5 ul cDNA (1:40 mit DEPC-Wasser verdiinnt), 5 ul 2-fach
SYBR Green Mastermix, 1,5 pul DEPC-Wasser und jeweils 0,5 ul forward sowie reverse Primer
(je 10 pmol/ul) beziehungsweise 1 pl der kommerziellen Quantitect Primer (10 pmol/ul) in
spezielle LightCycler-Platten (96-Well-Format) gegeben. Zur Berechnung einer relativen
Expression wurde als Referenzgen das ribosomale Protein RPL-32 fiir jede Probe
mitgemessen. Die Amplifikation und Messung des Fluoreszenzsignals wurde mit einem
LightCycler 480 Il durchgefiihrt. Das qRT-PCR-Programm startete mit der Denaturierung fir
jeweils 10 min bei 94°C. AnschlieRend folgte die Annealing-Phase. Die Temperatur folgte
einem Gradienten, sodass mit einer Annealing-Temperatur von 63°C beim ersten Zyklus
gestartet wurde, und diese Temperatur mit jedem Zyklus um 0,5°C sank bis eine Temperatur
von 58°C erreicht wurde, welche fiir die folgenden Zyklen weiterverwendet wurde. Nach dem
Annealing erfolgte die Elongation bei 72°C, der optimalen Temperatur fiir die Polymerase.
Nach 45 Zyklen wurde eine Schmelzkurve aufgenommen, um die Spezifitdat der Amplifikation
zu kontrollieren. Die weitere Auswertung erfolgte mithilfe der gerateeigenen Software des

LightCycler480 Il.

3.3.4 Agarose-Gelelektrophorese

Mithilfe der Agarose-Gelelektrophorese wurden qRT-PCR-Produkte entsprechend ihres

Molekulargewichtes aufgetrennt. Diese Methode wurde zur Uberpriifung der Spezifitit der
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gRT-PCR-Primer und fiir eine rein qualitative Auswertung eines gRT-PCR-Produktes
eingesetzt. Es wurde ein 2 %-iges Agarosegel verwendet. Daflir wurde die entsprechende
Menge Agarose in TAE-Puffer erhitzt, bis sich die Agarose komplett gelost hatte. Nachdem die
Mischung leicht abgekiihlt war, wurden je nach GréRe des Agarosegels 3 ul beziehungsweise
5l Ethidiumbromid hinzugegeben. Die Mischung aus geloster Agarose mit dem
Ethidiumbromid wurde sofort in einen Geltrager gegossen und ein Probenkamm in die dafiir
vorgesehenen Vertiefungen gesetzt. Nachdem das Gel ausgehartet war, wurde der Geltrager
in eine entsprechende Elektrophoresekammer umgestellt. Diese Kammer wurde mit TAE-
Puffer gefiillt, bis die Elektroden und das Gel mit Puffer bedeckt waren. AnschlieRend wurde
der Kamm entfernt und die Proben wurden in die daraus resultierenden Vertiefungen
pipettiert. Es wurden jeweils 10 pl gRT-PCR-Produkt mit 2 ul 6-fach DNA Ladepuffer gemischt
und anschlieRend 6 ul dieser Mischung auf das Agarosegel aufgetragen. Zum Nachweis des
Molekulargewichtes wurde zusatzlich ein Molekulargewichtsmarker verwendet. Die
Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten Spannung von 120 Volt fir 60 min. Die
Dokumentation der Ergebnisse erfolgte mit einer Dokumentationsstation und dem Programm
Intas GDS unter UV-Licht. Interkaliert das Ethidiumbromid in die qRT-PCR-Produkte, verdandert
es sein Absorptionsspektrum, sodass die Nukleinsdauren bei Anregung mit ultraviolettem Licht

nachgewiesen werden konnten.

3.3.5 Transkriptomanalyse

Fir die Untersuchung eines verdanderten Transkriptoms aufgrund verschiedener
Stimulationen wurden Expressionsprofile mit den Microarrays Affymetrix Clariom S Human
der Firma Thermo Scientific (Waltham, USA) generiert. Mit diesem Array kdnnen mehr als
20.800 Gene und 337.100 Transkripte mithilfe von mehr als 211.300 Sonden bestimmt
werden. Die Arrays, sowie die bioinformatische Auswertung, wurden von der Firma ATLAS

Biolabs (Berlin, DE) durchgefiihrt.
Fir die Microarrays wurden jeweils 5 pl der isolierten und aufgereinigten mRNA an die Firma

gesandt. In Tabelle 3.3 sind die verschiedenen Proben der insgesamt zehn Spender und deren

Bezeichnung wahrend der Auswertungen der Transkriptomanalysen dargestellt.

41



3 Methoden

Tab. 3.3: Verwendete mRNA-Proben fiir die Transkriptomanalysen. Fiir die weiteren Analysen der Array-
Datensatze erhielten die Proben ein Kiirzel bestehend aus einem Buchstaben, der fiir den Spender steht und
einer Zahl, welche einer Stimulation zuzuordnen war.

Behandlung/Stimulation
Spender unbehandelt (-) 5 ng/ml rhiL-13 5 ug/ml Poly(l:C) i:i;nr:\: LT:;(IIBC;
N543643 Al A2 A3 A4
N326160 B1 B2 B3 B4
N348757 C1 C2 Cc3 C4
N382850 D1 D2 D3 D4
N312626 E1l E2 E3 E4
D534647 F1 F2 F3 F4
D419243 Gl G2 G3 G4
D587333 H1 H2 H3 H4
D470633 11 12 13 14
D600506 K1 K2 K3 K4

Diese Proben wurden zunachst einer Qualitats- und Quantitatskontrolle seitens ATLAS Biolabs
unterzogen. Dafir wurden der Grad der Degradierung (RIN >7) und die Reinheit
(0OD260/280 > 1,5 und OD260/230 > 1,0) der RNA untersucht. AnschlieBend fand die Erst- und
Zweistrang cDNA-Synthese und Amplifikation statt. Die generierte cDNA wurde aufgereinigt,
fragmentiert und markiert. Danach folgten die Hybridisierung, Farbung und das Scannen der
Affymetrix Clariom S Human Gene Chips. Zum Schluss wurden die Primdrdaten mit der

Affymetrix Software Expression Console ausgewertet.

Fiir die weitere bioinformatische Auswertung durch ATLAS Biolabs wurden die Primardaten
zunachst mit dem RMA-Verfahren (Quantil-Normalisierung) normiert und anschliefend
transformiert (logz). Fur die Analyse, wie sich die verschiedenen Chips untereinander nach der
Normalisierung verhielten, wurde eine M versus A Analyse durchgefiihrt. Daraus ergab sich
ein Plot bei denen die Hybridisierungen jedes Chips mit jedem anderen Chip verglichen
wurden und der dementsprechende Quotient zwischen jeweils zwei Hybridisierungen
dargestellt wurde (Abb. 3.5 A). Identische Chips ergaben eine Varianz von Null.

Eine weitere Auswertung der Hybridisierungsdaten wurde mithilfe des Boxplots dargestellt.
Dabei wurden die normierten Werte der gemessenen Intensitaten gegen die einzelnen Proben
aufgetragen (Abb.3.5B). Mit dieser Analyse wurde eine Symmetrie beziehungsweise

Verschiebung der Verteilung nachgewiesen.

Nach der Auswertung der Hybridisierungen wurden die sogenannten Fold Changes flr jeweils

zwei miteinander zu vergleichenden Gruppen berechnet. Dazu wurden die logarithmierten
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und normalisierten Intensitdten der einzelnen Proben fir jede Gruppe gemittelt und
anschlielend die Differenz zwischen den Mittelwerten von zwei Gruppen, die miteinander
verglichen wurden, berechnet. AnschlieBend wurde noch der Logarithmus aufgehoben und
zusatzlich der p-Wert fiir diesen Fold Change berechnet. Daflir wurde ein t-Test angewandt.
Anhand dieser berechneten Werte wurde ein Histogramm der p-Werte erstellt, welches die
Anzahl der p-Werte gegen den Zahlenwert des p-Werts aufgetragen zeigte (Abb. 3.5 C). Mit
diesen Plots wurde nachgewiesen, ob eine kritische Anzahl an Genen unterschiedlich
exprimiert wurde.

Der Volcano Plot zeigte die Beziehung zwischen den p-Werten und dem logarithmierten Fold
Change der Primardaten beziehungsweise randomisiert kategorisierten Daten (Abb. 3.5 E). In
diesem Plot waren Gene entsprechend ihrer biologischen und statistischen Signifikanz
angeordnet. Dementsprechend wurden auch die Signifikanzniveaus des logarithmierten Fold
Changes (logz-Fold Change <-1 und >1) und p-Wertes (p-Wert <0,05) mit eingetragen
(Abb. 3.5 D). Aus diesem Plot wurden erste vielversprechende Kandidaten fiir die weiteren
Analysen schnell identifiziert.

Fiir den Vergleich zwischen den Expressionsprofilen der zwei Gruppen wurde zusatzlich ein
hierarchisches Cluster erstellt, auch Cluster Dendrogramm genannt. Daflir wurden die Anzahl
der Unterschiede in den normalisierten Expressionswerten gegen die einzelnen Proben
aufgetragen (Abb. 3.5 E). Dadurch ergaben sich Proben, die sich naherstanden, weniger
Unterschiede aufwiesen und dementsprechend dhnlichere Expressionsprofile aufwiesen oder
das Gegenteil.

Fir die weitere Analyse der Wirkungen der verschiedenen Stimuli auf die Expressionsprofile
wurde noch jeweils eine Heat Map der 100 starksten regulierten Genen basierend auf dem
Fold Change und p-Wert erstellt. Auf der x-Achse wurden die normierten Expressionsdaten
aufgetragen, welche auf der y-Achse zu Clustern zusammengefasst wurden. Dadurch wurde
nachgewiesen, ob sich die finf Proben einer Gruppe jeweils gleich verhielten (Anhang Kap. II,

Anhang Abb. A.2 bis Abb. A.7).
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Abb. 3.5: Beispielhafte Darstellung der Auswertungen der Microarrays. A) Chip-to-Chip-Vergleich: Die
Diagonale zeigt die verglichenen Chips an. Rechts: Varianzen der verglichenen Chips (rote und griine Linien).
Links: Quotienten der Varianzen zweier Chips. B) Boxplot: Verteilung der normalisierten Intensitdtswerte. Box im
Plot: mittlere 50 % der normalisierten Intensitdatswerte. 75 %-Perzentile oben, 25 %-Perzentile unten, die Linie
zeigt den Median. C) Histogramm der p-Werte: y-Achse ist die Haufigkeit der p-Werte, x-Achse zeigt die p-Werte.
D) Volcano Plot: Beziehung zwischen p-Wert und logz-Fold Change. Rot: Originaldaten, griin: die randomisierten
und kategorisierten Daten. Auf der x-Achse die logz-Fold Changes und auf der y-Ache die p-Werte. Der graue
Bereich zeigt die signifikanten logz-Fold Changes (Grenze -1 <log2-Fold Change und log:-Fold Change > 1).
Schwarze horizontale Linie: Signifikanzniveau fir den p-Wert von 0,05 an. E) Dendrogramm: hierarchische
Clustering der einzelnen Proben anhand der Mittelwerte der Expressionswerte. Clustering mit den einzelnen
Proben entlang der x-Achse angeordnet, Wert der Unterschiede auf der y-Achse dargestellt. n = 5.
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Fiir die Untersuchung von Interaktionen zwischen den identifizierten potentiellen Biomarkern
wurde ein funktionelles Netzwerk mit dem Programm STRING erstellt. Es wurde durch ein
Konsortium aus dem SIB (Swiss Institute of Bioinformatics), CPR (NNF Center for Protein
Research) und EMBL (European Molecular Biology Laboratory) entwickelt, welches die
Software fir diese Analyse kostenfrei zur Verfligung stellte (Tab. 2.9). Basierend auf den
eingegebenen Proteinen wird ein Netzwerk erstellt, welches in dieser Arbeit fir die
Vorhersage von Interaktionen zwischen den Proteinen verwendet wurde. Diese Vorhersagen
wurden aufgrund von Daten aus kuratierten Datenbanken und Abstrakts veroffentlichter
wissenschaftlicher Arbeiten getroffen. STRING verwendet dabei die Datenbanken BIND, DIP,
GRID, HPRD, IntAct, MINT und PID fiir experimentelle Daten und als kuratierte Datenbanken
Biocarta, BioCyc, CO, KEGG und Reactome (157).

3.4 Statistische Auswertung

Fir die statistische Auswertung und graphische Darstellung wurde das Computer-Programm
GraphPad Prism 7 verwendet. In den Graphen sind die arithmetischen Mittelwerte + die
Standardabweichung (SD) dargestellt. Fiir die statistische Auswertung wurde eine ungepaarte
One-Way Analysis of Variance (One-Way ANOVA) mit angeschlossenem Dunetts t-Test
durchgefihrt. Mithilfe dieses Post-hoc Tests wurde ermittelt, ob sich die Werte der
verschiedenen Behandlungsgruppen von der jeweiligen Kontrollgruppe signifikant
unterschied. Weiterhin wurde bei einem Vergleich von zwei Gruppen mit gleicher Stimulation
(Abb. 4.12) ein ungepaarter t-Test genutzt. Bei mehreren einflussnehmenden Faktoren wurde
eine Two-Way Analysis of Variance (Two-Way ANOVA) mit anschlieBendem Tukey’s Multiple
Comparison Post-hoc Test (Abb. 4.6) verwendet. Es wurde fiir alle statistische Tests ein

Signifikanzniveau mit einem p-Wert von 0,05 verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Ein in vitro Modell des humanen Atemwegsepithels zur

Untersuchung einer Asthma-Exazerbation

4.1.1 Humane Bronchialepithelzellen differenzieren unter ALI-

Zellkulturbedingungen zu einem pseudostratifizierten Epithel

Das humane Atemwegsepithel besteht in vivo aus einem gerichteten Zellverband mit
verschiedenen Zelltypen. Dementsprechend wurde im ersten Schritt dieser Arbeit versucht,
ein 3D-Zellkulturmodell mit humanen Bronchialepithelzellen von lungen-gesunden und
asthmatischen Spendern aufzubauen, welches dem Atemwegsepithel in vivo moglichst
ahnlich war. Dafir wurden HBECs zundchst unter submersen Bedingungen expandiert und
anschlieBend auf  Polyestermembranen  fir maximal 28 Tagen mit dem
Differenzierungsmedium unter ALl-Bedingungen kultiviert (Kap. 3.1, Abb.3.2). Um den
Verlauf der Differenzierung zu untersuchen und das entstehende in vitro Epithel zu
charakterisieren, wurden an verschiedenen Zeitpunkten (Tag 0, Tag 7, Tag 14, Tag 21 und

Tag 28 nach dem Airlift) die Morphologie und Genexpression untersucht.

Fiir die Untersuchung der Ausbildung des Epithels wurden zunachst fixierte, entwasserte und
in Paraffin eingebettete ALI-Prdaparate von NHBECS geschnitten und mit der PAS-Methode
gefarbt (Kap. 3.2.2). Am Tag des Airlifts (Tag 0) war die Membran mit einer konfluenten
Zellschicht bewachsen. Diese Zellen proliferierten bis zum Tag 14 zu einem mehrreihigem
Zellverband. ALI-Zellkulturen von Tag 14 zeigten erste mit Mukus gefiillte Sekretgranula an
der Apikalseite, welche sich bis zum Tag 28 weiter ausbildeten (Abb.4.1A). Fur die
Untersuchung, ob sich das gebildete ALI-Epithel von NHBECs und DHBECs unterschied, wurden
auch ALI-Prdparate von DHBECs mit der PAS-Methode gefarbt (Kap. 3.2.2). ALI-Zellkulturen
mit DHBECs wiesen den gleichen Verlauf der Differenzierung wie die NHBECs auf (Abb. 4.1 B).
Allerdings schien an Tag 28 bei den Zellkulturpraparaten der DHBECs im Vergleich zu ALI-
Epithelien von NHBECs mehr PAS-positiv gefarbter gespeicherter Mukus im apikalen Teil der
Zelle zu beobachten zu sein (Abb. 4.1 A & B).
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Abb. 4.1: Der Verlauf der in vitro Ausbildung eines mehrreihigen Atemwegsepithels. Es wurden Schnitte von
ALI-Zellkulturpraparate von NHBEs (A) und DHBEs (B) an Tag 0, Tag 7, Tag 14, Tag 21 und Tag 28 nach dem
Airlift angefertigt und diese mit der PAS-Methode gefarbt. Es ist jeweils der Verlauf von einem lungen-
gesunden und einem asthmatischen Spender aus einem von insgesamt je flinf unabhangigen Experimenten
gezeigt. MaRstabsbalken: 50 um.

Fir die weitere Untersuchung des in vitro Epithels wurde im nachsten Schritt die relative
Genexpression von zelltyp-spezifischen Genen mit einer qRT-PCR (Kap. 3.3.3) in den ALI-
Zellkulturen der NHBECs gemessen. Flir die Basalzellen des Atemwegsepithels wurde das Gen
Zytokeratin-5 (CK-5) als zelltyp-spezifisches Marker-Gen gewahlt, welches an Tag 0 der
Differenzierung von NHBECs sehr stark exprimiert wurde (8,07 + 4,01). Diese Expression nahm
bis Tag 7 signifikant ab (2,16 + 1,05). Im weiteren Verlauf der Differenzierung nahm die
Genexpression von CK-5 bis Tag 28 weiterhin leicht ab (Abb. 4.2 A links). Die sekretorischen
Club- und Becherzellen lieRen sich anhand der Genexpression von CC-10 (Clara Cells 10 kDa
secretory protein) und der Genexpression des Hauptmuzins MUC5AC nachweisen. Die
Expression beider Gene lag in ALI-Zellkulturen von NHBECs am Tag des Airlifts unterhalb des
Detektionslimits. An Tag 14 wurde fiir beide Gene eine signifikante Erhohung der
Genexpression gemessen (CC-10: 0,53 +0,35; MUC5AC: 0,17 £0,14), welche im weiteren
Verlauf der Kultivierung unter ALI-Bedingungen gleichbleibend weiter exprimiert wurden
(Abb. 4.2 A Mitte). Weiterhin wurde die Genexpression von FoxJ1 als Marker fir
zilientragende Zellen untersucht. In ALI-Zellkulturen von NHBECs konnte am Tag des Airlifts
und Start der Differenzierung keine Genexpression fiir FoxJ1 gemessen werden. Im weiteren
Verlauf der Kultivierung nahm die Expression von FoxJ1 stetig zu, sodass an Tag 28 nach dem
Airlift eine signifikant erhohte Expression nachgewiesen wurde (1,09 +0,81)
(Abb. 4.2 A rechts).

Fiir die Charakterisierung der Differenzierung von ALI-Zellkulturen von DHBECs wurden die
gleichen zelltyp-spezifischen Marker-Gene wie fiir die NHBEs mittels qRT-PCR ausgewertet
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(Kap. 3.3.3). An Tag0 wurde CK-5 als einziges der vier dargestellten Gene nachweisbar
exprimiert (7,94 + 4,82), dessen Expression bis zum nachsten Messzeitpunkt an Tag 7 stark
abnahm (2,40 +1,71) (Abb. 4.2 B links). Diese Expression war in den ALI-Zellkulturen der
DHBECs vergleichbar mit dem mRNA-Level fiir NHBEs an Tag 7 (Abb. 4.2). Im weiteren Verlauf
der Differenzierung wurde CK-5 mit einem unverdnderten Wert weiter exprimiert
(Abb. 4.2 B links). Insgesamt gab es keine signifikanten Unterschiede in der Expression von
CK-5 in ALI-Zellkulturen von NHBECs und DHBECs des jeweils gleichen Zeitpunktes. Der Verlauf
der Expression von CC-10 und MUC5AC fir ALI-Zellkulturen von DHBECs war vergleichbar mit
der Expression in differenzierenden NHBECs (Abb. 4.2). Die mRNA-Expression von CC-10 und
MUCS5AC lag am Tag des Airlifts unterhalb des Detektionslimits. Wahrend die Genexpression
von CC-10 ab Tag 7 gemessen werden konnte, ergab sich fir MUC5AC erst an
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Abb. 4.2: Genexpression von zelltyp-spezifischen Markern des in vitro Epithels wahrend der
Differenzierung. Es wurde die relative Genexpression von CK-5 spezifisch fiir Basalzellen, CC-10 fiir Clubzellen,
MUCS5AC fiir Becherzellen und FoxJ1 fir zilientragende Zellen an Tag 0, Tag 7, Tag 14, Tag 21 und Tag 28 nach
dem Airlift in ALI-Zellkulturen von NHBECs (A) und DHBECs (B) mittels gRT-PCR gemessen. n =5, MW + SD,
One-Way ANOVA mit Dunnett’s Post-Test (signifikant zu Tag 0, * p <0, 05, ** p< 0,01, *** p < 0,001 & ****
p <0,0001).
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Tag 14 eine nachweisbare Genexpression (Abb. 4.2 Mitte). Die Expression von CC-10 stieg bis
Tag 21 (0,70 £ 0,36) weiter an und wurde sowohl in ALI-Epithelien von DHBECs als auch
NHBECs in vergleichbare Hohe exprimiert (Abb. 4.2). Fir die Expression von MUC5AC wurde
in ALI-Kulturen von DHBECs ab Tag 21 ein signifikanter Unterschied zu Tag 0 gemessen (0,26
1+ 0,22) (Abb. 4.2 B Mitte), wahrend diese Expression in NHBECs bereits an Tag 14 signifikant
erhoht war (Abb. 4.2 A Mitte). Das Gen FoxJ1 wurde in den Zellen der asthmatischen Spender
starker exprimiert als in den NHBECs. Wadhrend die Expression von FoxJ1 an Tag 7 noch
vergleichbar war, ergab sich im weiteren Verlauf eine 3-fach erhohte Expressionsrate fiir ALI-
Zellkulturen von DHBECs im Vergleich zu NHBECs. Diese Expressionslevel von FoxJ1 waren

jedoch zwischen NHBECs und DHBECs nicht signifikant unterschiedlich (Abb. 4.2).

Neben der Genexpression wurde die Differenzierung zu einem pseudostratifizierten Epithel
auch auf Proteinebene untersucht. Dazu wurden ALI-Praparate der verschiedenen Zeitpunkte
mit spezifischen Antikorpern gegen CK-5, MUC5AC und acetyliertem a-Tubulin, welches in den
Zilien synthetisiert wird, mit einem immunhistochemischen Verfahren gefarbt (Kap. 3.2.4).
Entsprechend der Genexpressions-Ergebnisse (Abb. 4.2) bestand der Zellverband der NHBECs
beziehungsweise DHBECs an Tag 0 und Tag7 lediglich aus Basalzellen, welche CK-5
synthetisierten. Erst ab Tag 14 traten an der Apikalseite des inzwischen mehrreihigen Epithels
einige Zellen auf, die negativ fiir CK-5 waren. Die ALI-Praparate der NHBECs sowie DHBECs der
weiteren Zeitpunkte bestanden an der basalen Seite aus Basalzellen, wahrend die Zellen der
apikalen Seite MUC5AC und acetyliertes a-Tubulin synthetisierten (Abb. 4.3).

Hinsichtlich der Lokalisation und Anzahl der Basalzellen ergaben sich zwischen NHBECs und
DHBECs keine relevanten Unterschiede (Abb. 4.3). Der produzierte und gespeicherte Mukus
in den Granula der Becherzellen war sowohl bei ALI-Zellkulturen von NHBECs als auch DHBECs
erst ab Tag 14 anhand des Hauptmuzins MUC5AC nachweisbar. Im weiteren Verlauf der
Differenzierung nahm die prozentuale Bedeckung mit Becherzellen sowie das Volumen an
MUCS5AC-positiv gefarbten Granula in den Becherzellen zu. Dabei ergaben sich in den
Praparaten der DHBECs ab Tag 21 leicht Unterschiede zu den NHBECs. Entsprechend der PAS-
Farbungen (Abb. 4.1) schien das ALI-Epithel von DHBECs einen héheren Anteil an MUC5AC-
positivem gespeichertem Mukus in den Sekretgranula der Becherzellen zu zeigen (Abb. 4.3).
Die Zilien der zilientragenden Zellen in in vitro Epithelien konnten ab Tag 21 sowohl fiir
NHBECs als auch DHBECs anhand der immunhistochemischen Farbung gegen acetyliertes a-

Tubulin auf der apikalen Epithelseite nachgewiesen werden. Die Bedeckung mit
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zilientragenden Zellen schien in den ALl-Zellkulturen von NHBECs leicht héher als bei den
DHBECs (Abb. 4.3). Insgesamt konnten somit Basalzellen an der basalen Seite sowie
mukusproduzierende Becherzellen und zilientragende Zellen an der Apikalseite eines

mehrreihigen in vitro Epithels nachgewiesen werden.
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Abb. 4.3: In vitro Differenzierung von ALl-Epithelien zu einem mukozilidfren Phanotyp. Die Basalzellen,
mukusproduzierenden Zellen und zilientragenden Zellen des in vitro Epithels wurden durch eine
immunhistochemische Farbung gegen die Proteine CK-5, MUC5AC und acetyliertes a-Tubulin in ALI-
Zellkulturpraparaten von NHBECs (A) und DHBECs (B) nachgewiesen. Es wurden ALl-Zellkulturpraparate der
Zeitpunkte Tag 0, Tag 7, Tag 14, Tag 21 und Tag 28 nach dem Airlift verwendet. Es ist jeweils ein lungen-
gesunder (A) und ein asthmatischer Spender (B) aus einem von insgesamt je fiinf voneinander unabhangigen
Experimenten dargestellt. MaRstabsbalken: 50 um, fiir acetyliertes a-Tubulin in (A) 20 um.
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4.1.2 rhiL-13 induziert im ALI-Epithel einen Thz-polarisierten epithelialen

Phanotyp

Das Atemwegsepithel eines Asthmatikers unterscheidet sich von dem Epithel eines gesunden
Individuums (96). Dementsprechend war es fiir die Untersuchung der epithelialen Antwort
wahrend einer Asthma-Exazerbation wichtig die Charakteristika eines asthmatischen
humanen Atemwegsepithels auch im ALI-Zellkulturmodell nachstellen zu kénnen. Das Th;-
Zytokin IL-13 gilt als ein wichtiger Regulator bei Asthma und induziert viele epitheliale
Charakteristika dieser Erkrankung. Durch IL-13 wechselt das Atemwegsepithel von einem
mukoziliaren zu einem sekretorischen Phanotyp mit einer Becherzellmetaplasie und
Hypersekretion von Mukus. Zusatzlich induziert es die Freisetzung von Eotaxinen durch das
Epithel (158).

Dementsprechend wurde rekombinantes humanes Interleukin-13 (rhlL-13) eingesetzt um in
vitro einen Thy-polarisierten epithelialen Phanotyp zu etablieren. Dafiir wurden ALI-
Zellkulturen von NHBECs beziehungsweise DHBECs von Tag 21 bis zur Ernte an Tag 28 der
Differenzierung mit rhIL-13 stimuliert (Kap. 3.1.5, Abb. 3.3 A). AnschlieBend wurde die
Ausbildung eines Th;-polarisierten in vitro Epithels auf Gen- und Proteinebene ausgewertet.
Dabei wurden verschiedene Konzentrationen von rhlL-13 analysiert, um eine optimale

Wirkung dieses Zytokins auf das Epithel zu erzielen.

Da IL-13 der primare Regulator der Hyperproduktion des Mukus ist, wurde zunachst die
Genexpression des Hauptmuzins MUC5AC mittels gRT-PCR untersucht (Kap. 3.3.3). Ohne rhiL-
13-Stimulation wurde, wie schon wahrend der Differenzierung in ALI-Zellkulturen von
NHBECs, MUC5AC in einer geringen Hohe exprimiert (0,08 + 0,06). Durch die Applikation von
rhiL-13 von Tag 21 bis Tag 28 wurde die Expression von MUC5AC stark induziert. Ab einer
Konzentration von 5 ng/ml konnte in ALI-Zellkulturen von NHBECs eine signifikant erhohte
Genexpression (2,21 + 1,08) gemessen werden, die bei Stimulation mit 10 ng/ml rhiL-13
weiter zunahm (Abb. 4.4 A links).

IL-13 ist zusatzlich fir die Freisetzung von Eotaxinen durch das Atemwegsepithel
verantwortlich (158), sodass aullerdem die Genexpression von CCL26 (Eotaxin 3) gemessen
wurde. Durch die Behandlung mit rhiL-13 wurde die Genexpression von CCL26 in
differenzierten ALI-Epithelien von NHBECs induziert. Fliir CCL26 konnte bei einer Stimulation

mit 5 ng/ml IL-13 ein signifikanter Anstieg der Genexpression (22,95 * 6,68) in ALI-Zellkulturen
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von NHBECs nachgewiesen werden. Durch eine héhere Konzentration an rhlL-13 wurde diese
Expression noch weiter verstarkt (Abb. 4.4 A Mitte).

Woodruff et al. zeigten, dass die Gene CLCA1 (Chloride Channel, Calcium Activated, Family
Member 1), Periostin und SerpinB2 (Serine Family B Member 2) in epithelialen Blrstungen der
Atemwege von Asthmatiker hoch reguliert waren (159). Dementsprechend wurden zum
Nachweis eines Thy-polarisierten in vitro Epithels zusatzlich die relative Expression von CLCA1
und SerpinB2 gemessen. Die Genexpression von CLCA1 war in unbehandelten ALI-Epithelien
von NHBECs nicht messbar. Wurden ALI-Zellkulturen von NHBECs jedoch mit rhiL-13
stimuliert, kam es zu einer Zunahme der Genexpression. Diese Expression wurde mit einer
hoheren eingesetzten rhiL-13-Gabe weiter verstarkt. Bei einer Konzentration von 10 ng/ml
rhlL-13 unterschied sich die Expression von CLCA1 signifikant von der unstimulierten Probe
(8,21 £6,48) (Abb. 4.4 A Mitte). Auch fiir SerpinB2 konnte gezeigt werden, dass durch
Applikation von rhlL-13 bei ALI-Epithelien von NHBECs die Genexpression induziert wurde. Die
Erhohung der Expression von SerpinB2 erfolgte wie schon fir MUC5AC, CCL26 und CLCA1 rhiL-
13-konzentrationsabhangig. Fir SerpinB2 konnte ein signifikanter Unterschied zur
unstimulierten Kontrolle nur bei der hdéchsten eingesetzten Konzentration an rhiL-13

nachgewiesen werden (3,31 £ 2,72) (Abb. 4.4 A rechts).

Die beschriebenen vier Gene wurden auch an rhiL-13-behandelten ALI-Epithelien von DHBECs
gemessen (Kap. 3.3.3). Wurden ALI-Zellkulturen von DHBECs mit rhlL-13 stimuliert, konnte ein
sehr dhnlicher Verlauf der Genexpression von MUC5AC im Vergleich zu ALI-Epithelien von
NHBECs beobachtet werden (Abb. 4.4 A & B links). Wahrend fiur die unstimulierte Kontrolle
und bei einer Konzentration von 1 ng/ml rhiL-13 nur eine geringe Expressionsrate fir MUC5AC
vorlag, stieg diese mit steigender Konzentration an eingesetztem rhiL-13 an (Abb. 4.4 B links).
Es wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen NHBECs und DHBECs fiir die einzelnen
Konzentrationen nachgewiesen (Abb. 4.4 A & B links).

Weiterhin wurde fir die Expression von CCL-26 bei einer eingesetzten Konzentration von
10 ng/ml rhiIL-13 (23,13 + 20,94) ein signifikanter Unterschied zur unstimulierten Kontrolle in
ALl-Epithelien von DHBECs gemessen (Abb. 4.4 B Mitte). Insgesamt zeigte die Expression fir
CCL-26 zwischen lungen-gesunden und asthmatischen Spendern keine signifikanten
Unterschiede (Abb. 4.4. A &B Mitte).

In ALI-Zellkulturen von DHBECs wurde wie schon zuvor fiir ALI-Epithelien von NHBECs, ein

Anstieg der Genexpression von CLCA1 abhangig von der Konzentration des eingesetzten rhliL-
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13 gemessen. Durch sehr grofe Schwankungen in der Expression dieses Gens zwischen den
einzelnen Spendern der DHBECs war jedoch kein Wert signifikant unterschiedlich im
Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (Abb. 4.4 B Mitte). Insgesamt war die Expression von
CLCA1 in den rhiL-13-behandelten ALl-Epithelien von DHBECs geringer als in den
entsprechenden Proben der NHBECs und fir eine Konzentration von 10 ng/ml rhiL-13 sogar
signifikant unterschiedlich (Abb. 4.4 A & B Mitte). In ALI-Zellkulturen von DHBECs wurde
ebenso, wie zuvor fiir die NHBECs, ein rhlL-13-konzentrationsabhadngiger Anstieg der
Expression von SerpinB2 gemessen. In ALI-Epithelien von DHBECs ergab sich bereits bei einer
eingesetzten Konzentration von 1 ng/ml rhiL-13 (0,75 £ 0,27) ein signifikanter Unterschied zur
unstimulierten Kontrolle. Auch die gemessenen relativen Expressionen flr die weiteren
eingesetzten héheren Konzentrationen an rhiL-13 waren im Vergleich zur Kontrolle signifikant

erhoht (Abb. 4.4 B links). Fiir SerpinB2 ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen den
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Abb. 4.4: Genexpression phanotyp-spezifischer Gene in einem Thz-polarisierten ALI-Epithel. ALI-Epithelien
von NHBECs (A) und DHBECs (B) wurden von Tag 21 bis Tag 28 der Differenzierung mit 1 ng/ml, 2,5 ng/ml,
5 ng/ml bzw. 10 ng/ml rhiL-13 Uber die basale Seite stimuliert. AnschlieRend wurde die relative Genexpression
von MUC5AC, CCL26, CLCA1 und Serpin2B mittels qRT-PCR ermittelt. n =5, MW = SD, One-Way ANOVA mit
Dunnett’s Post-Test (signifikant zur unstimulierten Kontrolle, * p <0, 05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 & ****
p < 0,0001).
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NHBECs und DHBECs, auch wenn der Mittelwert in ALI-Zellkulturen von NHBECs groRer war
als bei den entsprechenden DHBECs (Abb. 4.4 A & B links).

Zur Untersuchung, ob die Behandlung mit rhlL-13 in ALI-Zellkulturen die charakteristische
Becherzellmetaplasie und  Mukus-Hyperproduktion induziert, wurden zusatzlich
immunhistochemische Farbungen gegen das Hauptmuzin MUC5AC (Kap. 3.2.4) durchgefiihrt.
In den gefarbten Paraffinschnitten der ALI-Epithelien von NHBECs wurde beobachtet, dass
ohne rhiL-13-Behandlung circa die Halfte der Membran mit mukusproduzierenden
Becherzellen bedeckt war. Bei einer geringen Konzentration von 1 ng/ml rhiL-13 ergab sich in
den immunhistologisch gefarbten ALI-Epithelien keine veranderte Morphologie des Epithels
in Bezug auf die Synthese von MUCSAC. Der prozentuale Anteil an Becherzellen nahm mit
steigender Konzentration an rhiL-13 zu. Bereits bei einer eingesetzten Konzentration von
2,5 ng/ml rhiL-13 war der GrofRteil der Apikalseite des Epithels mit MUC5AC-positiven Zellen
bedeckt. Zusatzlich war das Volumen an gespeichertem Mukus erheblich erh6ht. Bei einer
Konzentration von 5 ng/ml rhiL-13 und 10 ng/rhIL-13 bestand nahezu die gesamte apikale
Seite aus Becherzellen mit einer grolen Menge an intrazelluldarem Mukus (Abb. 4.5 A).

Zusatzlich zur visuellen Bewertung der immunhistochemischen Farbung wurde der
prozentuale Anteil der Bedeckung der basalen Membran durch Becherzellen bei ALI-Epithelien
von NHBECs sowie das intrazellulare Mukusvolumen quantitativ histologisch analysiert
(Kap. 3.2.3). In der unstimulierten Kontrolle war die Halfte der Membran mit PAS-positiven
Becherzellen bedeckt (53,88 + 7,35 %). Bei einer Stimulation mit 1 ng/ml rhiL-13 ergab sich ein
signifikanter Anstieg des Anteils der Membran, der mit Becherzellen bedeckt war
(81,55 + 6,79 %). Diese prozentuale Bedeckung stieg mit héheren rhlL-13-Konzentrationen
weiter, bis letztendlich bei einer Konzentration von 5 ng/ml rhiL-13 beziehungsweise bei
10 ng/ml rhiL-13 fast die gesamte Apikalseite der basalen Membran mit Becherzellen bedeckt
war (Abb. 4.5 B links). Das Volumen des gespeicherten Mukus pro Flacheneinheit nahm
entsprechend der Bedeckung mit Becherzellen mit steigender rhiL-13-Konzentration zu
(2,5 ng/ml rhiL-13: 15,42 + 3,06 um3/um?) bis bei einer eingesetzten Konzentration von
5ng/ml rhiL-13 (19,88 + 5,58 um3/um?) das Maximum erreicht wurde und sich auch bei
hoherer Konzentration von rhiIL-13 nicht weiter verdnderte (Abb. 4.5 B Mitte). Das
Mukusvolumen nahm jedoch nicht nur aufgrund der erhéhten Bedeckung mit Becherzellen in
rhiL-13-behandelten ALI-Epithelien von NHBECs zu. Gleichzeitig erhéhte sich das Volumen an

gespeichertem Mukus pro Becherzelle. Wurden die ALI-Zellkulturen mit 2,5 ng/ml rhiL-13
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behandelt, stieg das Volumen des intrazellularen Mukus bereits signifikant auf
1,79 + 0,39 um? pro Zelle an. Entsprechend des Anteils an Becherzellen, der die Membran
bedeckte, und des Mukusvolumens pro Flacheneinheit, ergab sich das hochste gemessene
Volumen an gespeichertem Mukus pro Becherzelle bei einer Konzentration von 5 ng/ml rhiL-

13 (2,094 + 0,59 um?3/Zelle) (Abb. 4.5 B rechts).

Zur Charakterisierung der Wirkung von rhiL-13 auf ALI-Epithelien von Zellen asthmatischer
Spender, wurden rhiL-13-behandelte ALI-Epithelien immunhistochemisch mittels einer
Farbung gegen MUCS5AC untersucht (Kap. 3.2.4). Wie schon zuvor fir die ALI-Epithelien der
NHBECs, war bei den DHBECs ohne Stimulation mit rhiL-13 circa die Halfte der Apikalseite der
Membran mit MUC5AC-positiven Becherzellen bedeckt. Analog zu den rhlL-13-behandelten
ALI-Epithelien von NHBECs, nahm auch in ALI-Zellkulturen von DHBECs die Bedeckung mit
Becherzellen und das intrazellulare Mukusvolumen mit steigender Konzentration an rhiL-13
zu. Bei einer eingesetzten Konzentration von 5 ng/ml rhiL-13 war die apikale Seite der
Membran nahezu komplett mit angefarbten Mukus bedeckt. Eine weitere Erhéhung der
eingesetzten Konzentration auf 10 ng/ml rhiL-13 ergab keine weitere Steigerung hinsichtlich
des Anteils an Becherzellen und Volumens des gespeicherten Mukus (Abb. 4.5 C).

Zusatzlich zur immunhistochemischen Farbung gegen MUCSAC wurden rhiL-13-behandelte
ALl-Epithelien von DHBECs quantitativ hinsichtlich einer Becherzellmetaplasie und Mukus-
Hyperproduktion mit dem Programm newCAST (Kap. 3.2.3) ausgewertet. Auch die ALI-
Zellkulturen von Zellen asthmatischer  Spender  zeigten einen rhiL-13-
konzentrationsabhangigen Anstieg der prozentualen Bedeckung der Membran mit
Becherzellen (Abb. 4.5 D links), dem Mukusvolumen pro Flacheneinheit der Membran
(Abb. 4.5 D Mitte) und Volumen an intrazellular gespeichertem Mukus pro Becherzelle
(Abb. 4.5 D rechts), welche aufgrund der Streuung zwischen den verschiedenen Spendern
jedoch nicht signifikant waren.

Weiterhin wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den ermittelten Werten der

NHBECs und DHBECs nachgewiesen (Abb. 4.5).
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Abb. 4.5: rhiL-13-abhédngige Zunahme an Becherzellen und intrazelluldr gespeichertem Mukus in ALI-
Epithelien von NHBECs und DHBECs. Zur Untersuchung der Thz-charakteristischen Becherzellmetaplasie und
Mukus-Hyperproduktion wurden immunhistochemische Farbung gegen MUCSAC in ALl-Epithelien von
NHBECs (A) und DHBECs (C) durchgefiihrt. Zusatzlich wurde der Anteil der Membran, der mit Becherzellen
bedeckt war, das Mukusvolumen pro Flacheneinheit und der gespeicherte Mukus pro Becherzelle mit PAS-
gefarbten Schnitten von NHBECs (B) und DHBECs (D) quantitativ histologisch ermittelt. (A) & (C): Es sind
jeweils ein Spender von je fliinf exemplarisch gezeigt. MaRstabsbalken: 50 um. (B) & (D): n =5, MW % SD, One-
Way ANOVA mit Dunnett’s Post-Test (signifikant zur unstimulierten Kontrolle, * p <0, 05, ** p <0,01, ***

p < 0,001 & **** p < 0,0001).
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4.1.3 Der TLR3-Ligand Poly(l:C) induziert eine antivirale Entziindungsreaktion
in ALI-Epithelien von NHBECs

Da bereits gezeigt werden konnte, dass ALl-Zellkulturen von NHBECs den TLR3-Rezeptor
exprimieren (Anhang Abb. A.1) und synthetisieren sowie das virale Surrogat Poly(l:C) die
gleichen pro-inflammatorischen Gene und Interferone wie respiratorische Viren induziert
(132, 160, 161), wurde Poly(l:C) als Trigger fiir eine antivirale Entziindungsreaktion in vitro im
ALl-Zellkulturmodell gewahlt. Somit wurde im nachsten Schritt die Wirkung des TLR3-
Liganden Poly(l:C) auf ALI-Epithelien untersucht. Dafir wurde Poly(l:C) in den
Endkonzentrationen  1upg/ml, 5upug/ml und10 pg/ml  mit dem  basalen
Differenzierungsmedium  appliziert. Fir die Untersuchung des Verlaufs der
Entziindungsreaktion wurde eine Kinetik mit den Zeitpunkten 1 h, 3 h, 6 h, 12 h und 24 h als
Messpunkte flr die Stimulation mit Poly(l:C) gewahlt, sowie eine unbehandelte Kontrolle (0 h)
mitgefihrt (Kap. 3.1.5, Abb. 3.3 B). AnschlieRend wurden verschiedene fiir eine Entziindung
typische Gene analysiert und die Morphologie mithilfe von PAS-gefarbten Schnitten der ALI-

Epithelien untersucht.

Als Nachweis, dass Poly(l:C) in ALI-Epithelien eine antivirale Entziindungsreaktion auslost,
wurde die mRNA von ALI-Zellkulturen der Kinetik isoliert, aufgereinigt und mithilfe der qRT-
PCR analysiert (Kap. 3.2.1, Kap. 3.3.2, Kap. 3.3.3).

Fiir einen Nachweis der allgemeinen pro-inflammatorischen Antwort auf die Stimulation mit
Poly(1:C) wurden die beiden Gene TNF-a und IL-6 gemessen. Fiir beide Gene wurde eine dosis-
und zeitabhdngige Expression als Reaktion auf die Poly(l:C)-Behandlung nachgewiesen. Bei der
geringsten eingesetzten Konzentration von 1 pug/ml Poly(l:C) ergab sich fur beide Gene erst
bei einer 24-stlindigen Inkubation eine hohere Expression als in der unbehandelten Kontrolle.
Wurde eine Konzentration von 5 pg/ml Poly(I:C) eingesetzt, ergab sich eine einsetzende
Hochregulierung der Genexpression ab einer drei-stiindigen Stimulation mit Poly(l:C)
(Tab. 4.1, Abb. 4.6 A). Die Genexpression von TNF-a zeigte die hochste Expression, wenn die
ALI-Zellkulturen fir 6 h mit Poly(l:C) inkubiert wurden. AnschlieBend sank die Genexpression
wieder (Tab. 4.1, Abb. 4.6 A links). Die Genexpression von /L-6 zeigte bei einer verwendeten
Konzentration von 5 ug/ml Poly(l:C) einen &hnlichen Verlauf wie fir TNF-a. Bei einer
Inkubationszeit mit Poly(l:C) von mehr als 3 h wurde die Genexpression von /L-6 stark
hochreguliert und erreichte ihr Maximum nach 12-stiindiger Behandlung. Im weiteren Verlauf

nahm diese Genexpression wieder stark ab (Tab. 4.1, Abb. 4.6 A rechts). Sowohl fir TNF-a als
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auch /-6 erreichte die die Genexpression nach 24 h einen Wert, welcher mit einer
eingesetzten Konzentration von 1 pug/ml Poly(l:C) vergleichbar war. Die hochste
Genexpression dieser beiden pro-inflammatorischen Gene wurde fir 10 pg/ml Poly(l:C)
gemessen. Auch hier zeigte die Kinetik eine ansteigende Expression bis zu einer
Inkubationsdauer von 6 h mit Poly(I:C) und nahm bei langeren Stimulationszeiten wieder ab
(Tab. 4.1, Abb. 4.6 A).

Zusatzlich wurde noch die Genexpression des Typ | Interferons IFN-8 und des Typ Il
Interferons IFN-A1 analysiert. Interferone spielen bei der friihen Phase der Abwehr von viralen
Infektionen eine wichtige Rolle und verschieben das Gleichgewicht der Immunabwehr in
Richtung der Thi-dominierten Entziindungsreaktion (162, 163). Flr beide Interferone wurde
keine Genexpression bei einer Stimulation mit 1 ug/ml Poly(l:C) Gber den gesamten Zeitraum
der Kinetik gemessen. Bei 5 pg/ml Poly(l:C) zeigte sich eine Anderung in der Genexpression
(Tab. 4.1, Abb. 4.6 B). Die Expression von IFN-8 stieg bis zu ihrem Maximum bei drei-stliindiger
Stimulation mit Poly(l:C) an und nahm im weiteren Verlauf wieder ab, sodass sie bei der
langsten Behandlungsdauer von 24 h kaum mehr messbar war (Tab. 4.1, Abb. 4.6 B links). Die
Genexpression flir das Typ Il Interferon IFN-A1 dagegen zeigte die hochste Genexpression bei
einer Konzentration von 5 ug/ml Poly(l:C) und einer Inkubationszeit von 6 h (Tab. 4.1,
Abb. 4.6 B rechts). Durch eine hohere Konzentration an Poly(l:C) (10 pg/ml) wurde die
Expression beider Gene weiter verstarkt (Tab. 4.1, Abb. 4.6 B).

IP-10 ist ein durch Interferon-y induziertes Gen, welches als chemotaktischer Lockstoff fir
aktivierte T-Lymphozyten zum entziindeten Gewebe gilt (164). Fir IP-10 wurde ein sehr
dhnlicher Verlauf der Kinetik nachgewiesen wie fiir die vorher beschriebenen Gene. Bei einer
Konzentration von 1 pg/ml Poly(l:C) verdnderte sich die Genexpression kaum. Diese stieg
jedoch dosis- und zeitabhangig an, sodass die hochste Expression bei einer Konzentration von
10 pg/ml Poly(1:C) nach 6 h nachgewiesen wurde. Bei langeren Inkubationszeiten mit Poly(l:C)
nahm die Genexpression von IP-10 wieder dosisabhangig ab (Tab. 4.1, Abb. 4.6 C).

Ein weiteres wichtiges Protein der inflammatorischen Antwort ist IL-8, welches Neutrophile
zum entziindeten Gewebe rekrutiert (165). Auch flir /-8 wurde eine Dosis- und
Konzentrationsabhangigkeit zwischen Poly(l:C) und der Genexpression gefunden. Im Vergleich
zu den anderen untersuchten Genen gab es jedoch bei einer eingesetzten Konzentration von
1 pg/ml Poly(l:C) mit steigender Behandlungszeit einen stetigen Anstieg der Genexpression.
Zusatzlich verschoben sich die Maxima fiir 5 pug/ml Poly(1:C) auf eine Inkubationszeit von 12 h

und fur 10 pg/ml Poly(l:C) ergab sich die hochste Genexpression bei einer Dauer von 24 h.
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Somit waren fir /L-8 die Maxima im Vergleich zu den anderen gemessenen Genen in Richtung

der langeren Inkubationszeiten verschoben (Tab. 4.2, Abb. 4.6 D & gesamt).

Tab. 4.1: Relative Genexpressionen von TNF-a, IL-6, IFN-8, IFN-A1, IP-10 und IL-8 zur Charakterisierung einer
antiviralen Entziindungsreaktion in einem in vitro Epithel. ALI-Zellkulturen von NHBECs wurden fiir 0 bis 24 h
mit verschiedenen Konzentrationen des viralen Surrogats Poly(I:C) (1 ug/ml, 5 pg/ml und 10 ug/ml Poly(l:C))
inkubiert. AnschlieRend wurde mittels qRT-PCR die Genexpression der entziindungsrelevanten Genen TNF-a, IL-
6, IFN-8, IFN-A1, IP-10 und /L-8 gemessen. n =3, MW + SD.

TNF-a 0h 1h 3h 6h 12 h 24 h
;OT%TE') 0,035+0,039 0,088+0,089 0,584+0,457 0,213+0,045 0,330+0,084 1,397 + 0,934
5 pg/ml
poly (i) 00270025 01110045 12910648 58836167 298042876 1,368+0,506
10 pg/ml 15,216 +

+ + + + +
Poly(:) ©035%0039 01760060 3,840+2,445 17026 8,837+5,529 5,770 + 0,639
IL-6 0h 1h 3h 6h 12 h 24h
;Oﬁl%,rg') 0,022+0,022 0,033+0,033 0,334+0,427 0,167 +0,163 3,367 +4,185 10,33 +2,53
5 ug/ml 48,249 + 64,653 +

+ + + +
pol(iq) 02840020 00410034 121941416 76,897 50,320 4,108 + 1,543
10 pg/ml 105,782 + 88,900 + 13,407 +

+ + +
Poly(i) 00220022 00690047 567047513 146,000 2% 852 853
IFN-8 0h 1h 3h 6h 12 h 24h
;Oﬁl%,rg') 0,002+0,001 0,001+0,00 0,109+0,106 0,013+0,015 0,010+ 0,018 0,012 + 0,007
5 pg/ml
pol(:) 00010001 00020003 11241443 02890301 0062£0049 0,0540,025
10 pg/ml
Poly(:) 0020001 0002£0001 382146529 071741089 0,098£0,073 0,057 +0,072
IFN-A1 0h 1h 3h 6h 12 h 24h
;O‘ll%frc") 0,000+ 0,000 0,000+ 0,000 0,091+0,084 0,070+0,068 0,306+ 0,364 0,334 + 0,412
5 pg/ml
o) 0000001 0000£0,000 09851146 40864006 3,187+4015 0,920+0916
10 pg/ml 8,994 +

+ + + + +
Poly(:) ©000%0001 00010001 3,414+4,323 10,247 5,827+5,632 2,996 + 1,806
IP-10 0h 1h 3h 6h 12 h 24 h
;O‘ll%f‘;') 0,002+0,002 0,001+0,001 0,046+0,039 1,001+1,359 0,470+ 0,657 0,888 + 0,530
5 pg/ml 7,984 +

+ + + + +
poly (i) ©002£0002 00020000 0215£0275 9,082+9,828 163 2,343 40,491
10 pg/ml 13,861 +

+ + + + +
Poly(i) ©002£0002 0002£0000 0,920+1,247 13805 9,31249,581 7,269 + 5,693
IL-8 0h 1h 3h 6h 12 h 24h
;O‘I‘%le) 0,032+0,017 0,075+0,059 0,320+0,101 0,194+0,072 0,424+0,225 1,314 + 0,241

5 pg/ml
pon(iq) O002+0011 00920048 0443£0219 15441661 2,761%3,000 2,007+0,306
10 pg/ml
Poly(i) 0032%0017 0130£0028 115440515 2778+2382 4,514%2169 487241657
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Zellkulturen von NHBECs. ALl-Zellkulturen von NHBECs wurden fir O bis 24 h mit verschiedenen
Konzentrationen des viralen Surrogats Poly(l:C) (1 ug/ml, 5 ug/ml und 10 pug/ml Poly(l:C)) inkubiert.
Anschliefend wurde mittels qRT-PCR die Genexpression der pro-inflammatorischen Genen TNF-a und IL-6 (A),
sowie der antiviralen Gene /FN-8 und IFN-A (B) und des Interferon-induzierten Gens /P-10 (C) gemessen.
Zusatzlich wurde die Expression des chemotaktischen Neutrophilen-Lockstoffs /L-8 (D) ausgewertet. n =3,
MW + SD, Two-Way ANOVA mit Tukey’s Multiple Comparisons Post-Test (signifikant zur unstimulierten
Kontrolle, * p <0, 05, ** p< 0,01, *** p < 0,001 & **** p <0,0001).
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Zusatzlich zur Expression verschiedener Gene wurde noch die Morphologie des ALI-Epithels
hinsichtlich moglicher Effekte durch Poly(l:C) untersucht. Dazu wurden ALI-Préparate der
Poly(l:C)-Kinetik mit der PAS-Methode gefarbt (Kap. 3.2.2).

In vitro Epithelien von NHBECs, die mit 1 pug/ml Poly(l:C) stimuliert wurden, wiesen nur leichte
morphologische Verdanderungen im Verlauf der Kinetik auf. Bis zu einer sechs-stiindigen
Inkubation verdanderte sich das Verhaltnis der PAS-positiv gefarbten Becherzellen an der
apikalen Seite nicht und auch der darunterliegende Zellverband zeigte keine Unterschiede zur
Kontrolle. Wurden die ALI-Epithelien fir 12 h oder 24 h mit 1 pug/ml Poly(l:C) stimuliert,
zeigten sich leichte Veranderungen in der Integritat des Zellverbandes. Zusatzlich war das
Volumen der PAS-positiv gefarbten Mukusgranula der Becherzellen leicht reduziert
(Abb. 4.7 A).

ALI-Zellkulturen, die mit 5 pg/ml Poly(l:C) behandelt wurden, wiesen bei einer Inkubationszeit
von 1h und 3 h keine morphologischen Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle in PAS-
gefarbten Paraffinschnitten auf. Bei einer sechs-stiindigen Stimulation zeigte sich eine
beginnende Abnahme des Volumens des gespeicherten Mukus. Bis zum nachsten
untersuchten Zeitpunkt von 12 h Stimulation mit Poly(l:C) nahm der Anteil an Becherzellen
und das Volumen an intrazellularem Mukus deutlich ab. Dieser Effekt war auch bei einer
Inkubationszeit von 24 h zu beobachten. Zusatzlich nahm die Integritdt des Verbandes ab
zwolf-stliindiger Stimulation mit Poly(l:C) deutlich ab. Es bildeten sich Zwischenrdaume
zwischen den einzelnen Basalzellen sowie den anderen Zellen des ALI-Epithels (Abb. 4.7 B).
Wurden ALI-Epithelien mit der hochsten eingesetzten Konzentration von 10 pg/ml Poly(1:C)
inkubiert, ergaben sich bei einer Inkubationsdauer von 1 h beziehungsweise 3 h keine
morphologischen Verdanderungen hinsichtlich des gespeicherten Mukusmaterials oder des
Zellverbandes. Wie bei einer Konzentration von 5 pg/ml Poly(l:C), war eine Abnahme des
Volumens des intrazelluldaren Mukus ab einer sechs-stiindigen Inkubation zu beobachten.
Diese Abnahme setzte sich bei langeren Stimulationszeiten mit Poly(l:C) fort, sodass fir 12 h
beziehungsweise 24 h kein gespeichertes Mukusmaterial in den Paraffinschnitten mehr
nachgewiesen wurde. Zusatzlich nahm, wie schon fir die zwei weiteren verwendeten
Konzentrationen von Poly(l:C) beschrieben, die Integritdt des Zellverbandes bei ldngeren

Stimulationen mit Poly(l:C) ab (Abb. 4.7 C).
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Abb. 4.7: Morphologie von ALI-Epithelien nach Poly(l:C)-Applikation. ALI-Zellkulturen von NHBECs wurden
fiir bis zu 24 h mit dem viralen Surrogat Poly(l:C) inkubiert. Es wurden die Poly(l:C)-Konzentrationen 1 pug/ml
Poly(l:C) (A), 5 ug/ml Poly(I:C) (B) und 10 pug/ml Poly(l:C) (C) eingesetzt. Es sind die PAS-Farbungen eines
Spenders eines Experiments von insgesamt drei Spendern aus drei voneinander unabhdngigen Experimenten
gezeigt. MaRstabsbalken: 50 um.
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4.1.4 Eine kombinierte Stimulation mit rhiL-13 und Poly(I:C) als in vitro Modell

einer Asthma-Exazerbation

Flr die Untersuchung der frithen Phase einer Asthma-Exazerbation wurde in einem in vitro
ALl-Zellkulturmodell mit humanen Bronchialepithelzellen die Behandlung mit rhiL-13 und
Poly(1:C) kombiniert. ALI-Zellkulturen von NHBECs und DHBECs wurden von Tag 21 bis Tag 28
nach dem Airlift mit rhiL-13 behandelt. Es wurden dabei die Konzentrationen 2,5 ng/ml
rhiL-13 beziehungsweise 5 ng/ml rhiL-13 zur Darstellung eines Thy-polarisierten ALI-
Phanotyps eingesetzt (Kap. 4.1.2). Ausgehend von den Ergebnissen der Poly(l:C)-Kinetik
(Kap. 4.1.3) wurden die rhiL-13-behandelten ALI-Zellkulturen an Tag 28 fiir drei Stunden mit
5 pg/ml Poly(l:C) stimuliert (Kap. 3.1.5, Abb. 3.3 C). AnschlieBend wurde die Expression der
Gene, die bereits durch rhiL-13 oder Poly(l:C) induziert wurden (Kap. 4.1.2, Kap. 4.1.3),
untersucht. Kam es bei der kombinierten Stimulation zu einer deutlich verstarkten
inflammatorischen Antwort des Epithels gegeniiber den Einzelbehandlungen, wurde dies als

in vitro nachgestellte Exazerbation gewertet. Weiterhin wurde die Morphologie analysiert.

Fir die Charakterisierung des in vitro Modells einer Asthma-Exazerbation von NHBECs wurde
zunachst die Genexpression verschiedener rhiL-13- und Poly(l:C)-induzierter Gene hinsichtlich
einer verstarkten Expression mittels gRT-PCR (Kap. 3.3.3) untersucht.

Als erstes wurde die Genexpression von MUC5AC untersucht, welche bei einer Stimulation mit
rhiL-13 stark hochreguliert wurde (Kap. 4.1.2, Abb. 4.4 A). Auch in diesem Experiment zeigte
sich eine signifikante Induktion von MUC5AC im Vergleich zur Kontrolle, nachdem die ALI-
Zellkulturen mit sowohl 2,5 ng/ml als auch 5 ng/ml rhiL-13 behandelt wurden. Poly(l:C) fuhrte
zu keiner Veranderung der Genexpression von MUC5AC bezogen auf die unstimulierte
Kontrolle. Wurden die ALI-Epithelien der NHBECs zunachst mit rhiL-13 und dann mit Poly(l:C)
inkubiert, ergab sich eine erhéhte Expression von MUC5AC (1,56 + 0,53 bzw. 2,00 + 0,70) im
Vergleich zur Kontrolle und der Poly(l:C)-Behandlung. Im Vergleich zu den rhiL-13-
Behandlungen war diese Erhéhung jedoch nicht signifikant (Abb. 4.8 A links). Als zweites Gen
zur Untersuchung des Einflusses des Thj-polarisierten ALI-Epithels auf die nachgestellte
Exazerbation wurde das Eotaxin CCL26 gemessen. Wie schon zuvor flir MUC5AC, ergab sich
ein Anstieg der Genexpression nach rhiL-13-Behandlung (5,54 + 4,42 bzw. 12,27 + 4,24) und
keine Verdanderung in der Genexpression, wenn nur mit Poly(l:C) stimuliert wurde. Die
Genexpression von CCL26 zeigte nach der kombinierten Stimulation mit sowohl rhilL-13 als

auch Poly(l:C) eine minimale nicht signifikante Verstarkung fur die Kombination aus 5 ng/ml
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rhiL-13 und Poly(l:C) (16,13 + 7,19) im Vergleich zur Stimulation mit rhiL-13 alleine, wahrend
Poly(l:C) zusatzlich zu 2,5 ng/ml rhlL-13 keinen weiteren Anstieg ergab (Abb. 4.8 A rechts).
Fiir den Nachweis von allgemein pro-inflammatorischen Genen wurden wieder TNF-a und
IL-6 genauer analysiert. ALI-Zellkulturen von NHBECs, welche mit rhiL-13 behandelt wurden,
zeigten keine Veranderung hinsichtlich der Genexpression von TNF-a im Vergleich zu den
unstimulierten Proben. Durch die Stimulation mit Poly(l:C) ergab sich ein Anstieg der
Expression von TNF-a (2,31 £ 1,63), welcher durch die Kombination aus rhlL-13 und Poly(l:C)
noch weiter verstarkt wurde. Wurden 2,5 ng/ml rhiL-13 mit 5 pg/ml Poly(I:C) kombiniert
(8,10 £ 4,31) beziehungsweise 5 ng/ml rhiL-13 mit Poly(I:C) (8,15 + 4,51), ergab sich ein
signifikanter Anstieg der Expression von TNF-a gegeniber der Behandlung mit rhilL-13
beziehungsweise Poly(l:C) alleine (Abb. 4.8 B links). Fiir IL-6 wurde bei einer alleinigen
Behandlung mit rhiL-13 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle eine dhnliche Expression
gemessen. Nach der Poly(l:C)-Behandlung ergab sich ein nicht signifikanter Anstieg der
Genexpression von /L-6 (1,06 + 0,76), welcher durch die Kombination von rhiL-13 und Poly(l:C)
zusammen weiter erhéht wurde (5,15 + 3,79 bzw. 3,75 + 2,21) (Abb. 4.8 B rechts).

Als ndachstes wurde das Interferon-induzierte Gen /P-10 gemessen. Durch Stimulation allein
mit rhiL-13 ergab sich keine Anderung hinsichtlich der Genexpression. Wie schon zuvor
beschrieben (Kap. 4.1.3), ergab sich ein Anstieg der Expression von IP-10 nach Inkubation mit
Poly(I:C) (0,15 £ 0,14). Wurden die Stimulationen mit rhiL-13 und Poly(l:C) nun zusammen
durchgefiihrt, ergaben sich sowohl bei einer Konzentration von 2,5 ng/ml rhiL-13 mit 5 pg/ml
Poly(l:C) fiir 3 h (0,49 + 0,36) als auch 5 ng/ml rhiL-13 mit Poly(l:C) (0,59 + 0,36) eine signifikant
erhohte Genexpression von /P-10 (Abb. 4.8 C).

Zusatzlich wurden noch die Interferone IFN-8 und IFN-A1 als wichtige Bestandteile der friihen
antiviralen Antwort in in vitro Epithelien von NHBECs analysiert. Beide Gene zeigten nach
Stimulation mit sowohl 2,5 ng/ml rhiL-13 als auch 5 ng/ml rhiL-13 alleine keinen Anstieg der
relativen Genexpression. IFN-8 wies nach der drei-stiindigen Behandlung mit 5 pug/ml Poly(l:C)
alleine eine Erhéhung der Genexpression auf (48,53 + 55,01). Wurden nun die Stimulationen
von rhiL-13 und Poly(I:C) entsprechend des experimentellen Aufbaus kombiniert, wurde eine
stark erhohte Genexpression flir IFN-6 gemessen (254,1+189,9 bzw. 325,5+195,8)
(Abb. 4.8 D links). Die gleichen Effekte wurden auch fir die Genexpression von [FN-A1
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One-Way ANOVA mit Dunnett’s Post-Test (*signifikant zur unstimulierten Kontrolle mit * p <0, 05, ** p < 0,01, ***
p <0,001 & **** p <0,0001; # signifikant zu 2,5 ng/ml rhiL-13 mit ## p < 0,01, ### p < 0,001 & #### p <0,0001; §
signifikant zu 5 ng/ml rhiL-13 mit §§ p < 0,01, §§§ p < 0,001 & §§§§ p < 0,0001; S signifikant zu 5 pg/ml Poly(I:C) mit $
p <0,05, $$ p <0,01, $$$ p < 0,001 & $$$ p < 0,0001).
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gemessen. Die relative Expression fiir dieses Gen lag in unstimulierten ALI-Epithelien von
NHBECs, welche mit rhlL-13 alleine inkubiert worden waren, unterhalb beziehungsweise an
der Grenze des Detektionslimits. Durch alleinige Stimulation mit Poly(l:C) ergab sich ein
Anstieg der relativen Genexpression auf 3,81 + 4,22. Diese Expression von IFN-A1 wurde durch
Kostimulation mit rhiL-13 und Poly(l:C) signifikant erhoht (14,63 + 7,40 bzw. 15,68 + 11,41).
(Abb. 4.8 D rechts).

Fiir die Charakterisierung des in vitro Modells einer Asthma-Exazerbation wurde auBerdem
die Genexpression von [L-8 untersucht. Durch alleinigen Einsatz von Poly(l:C) wurde die
Expression dieses Gens signifikant induziert (1,38 + 0,68). Entsprechend der bereits genannten
analysierten Gene wurde eine zusatzlich erhohte Genexpression von /L-8 in kostimulierten
ALl-Epithelien gemessen (2,73 +1,20 bzw. 2,64 +1,10), wodurch sich signifikante
Unterschiede zu den Einzelbehandlungen mit rhlL-13 beziehungsweise Poly(l:C) alleine

ergaben (Abb. 4.8 E).

Aufgrund der Wirkung von Poly(l:C) auf die Zellverbandsintegritdit bei langen
Stimulationszeiten und hohen Konzentrationen, wurden zur Uberpriifung der Morphologie
der in vitro Epithelien von NHBECs ALI-Praparate angefertigt und diese mit der PAS-Methode
gefarbt (Kap. 3.2.2). Hierbei zeigte sich in den unstimulierten Kontrollen ein
pseudostratifiziertes Epithel, entsprechend der vorhergegangenen Untersuchungen
(Abb. 4.9 oben links). Durch die Behandlung mit rhiL-13 lieB sich eine prozentuale Zunahme
der Becherzellen erzielen, welche zusatzlich ein erhohtes Volumen an intrazellularem
Mukusmaterial aufwiesen. Entsprechend der rhlL-13-Konzentrationsreihe war die Induktion
des Mukusvolumens bei einer Konzentration von 5 ng/ml rhiL-13 stéarker als bei der geringeren
Konzentration (Abb. 4.9 oben mittig & rechts, Abb. 4.5). Durch den alleinigen Einsatz von
5 ug/ml Poly(1:C) fur 3 h ergaben sich keine morphologischen Veranderungen in Hinblick auf
die Becherzellen und die Integritdt des Zellverbandes (Abb. 4.9 unten links, Abb. 4.7 B).
Wurden nun die beiden Behandlungen kombiniert, ergab sich bei einer Konzentration von
2,5 ng/ml rhlL-13 mit anschlieRender drei-stiindiger Poly(l:C)-Stimulation ein ALI-Epithel mit
ausschlieBlich Becherzellen an der apikalen Seite. Zusatzlich lag eine Schicht aus Mukus (iber
den Zellen der Apikalseite. Weiterhin wies dieses Epithel jedoch keine Anzeichen von
Zellverbandsschadigungen auf (Abb. 4.9 unten mittig). Wurden die ALI-Zellkulturen anstelle
von 2,5 ng/ml rhiL-13 mit 5 ng/ml rhiL-13 vor der Poly(l:C)-Stimulation behandelt, wiesen die

ALl-Epithelien die gleiche Morphologie wie bei der geringeren Konzentration auf: Es ergab sich
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eine Zunahme in der Bedeckung mit Becherzellen und des Volumens an gespeichertem Mukus
entsprechend der rhiL-13-Behandlung, mit einer Schicht aus Mukus an der apikalen Seite,

ohne Verdnderungen der Integritdt des Zellverbandes (Abb. 4.9 unten rechts).

- 2,5 ng/ml rhiL-13 5 ng/ml rhiL-13

e e .
;r-n .E!. 4 o',._‘r-x o"“. ..‘ .%"
40520000 /00 % v« no 906y

2,5 ng/ml rhiL-13 5 ng/ml rhiL-13
+ 5 ug/ml Poly(l:C) + 5 ug/ml Poly(l:C)

5 pg/ml Poly(l:C)

Abb. 4.9: Morphologie von ALI-Epithelien des in vitro Modells einer Asthma-Exazerbation von NHBECs. ALI-
Zellkulturen von NHBECs wurden sieben Tage mit 2,5 ng/ml rhiL-13 bzw. 5 ng/ml rhiL-13 oder an Tag 28 fur
3 h mit 5 pg/ml Poly(I:C) stimuliert. Furr die Exazerbation wurden diese zwei Behandlungen kombiniert, sodass
ALI-Zellkulturen von NHBECs zundchst von Tag 21 bis Tag 28 mit rhlL-13 behandelt wurden und an Tag 28
5 pug/ml Poly(l:C) fuir 3 h hinzugenommen wurde. Es sind die PAS-Farbungen eines Spenders eines Experiments
von insgesamt funf Spendern aus fiunf voneinander unabhangigen Experimenten gezeigt.
Malstabsbalken: 50 um.

Nachdem das in vitro Modell einer Exazerbation in ALI-Zellkulturen mit NHBECs untersucht
und charakterisiert wurde, wurde das gesamte Experiment mit ALI-Zellkulturen der DHBECs
wiederholt (Kap. 3.1.5, Abb. 3.3 C). Es wurden zunachst die Induktion der gleichen Gene, wie
zuvor bei der Untersuchung der ALl-Epithelien der NHBECs, mittels qRT-PCR gemessen
(Kap. 3.3.3).

Die Genexpression des Hauptmuzins MUC5AC wurde durch Stimulation mit rhiL-13 induziert
(1,63 +1,87 bzw. 3,54 +5,43). Die Antwort auf die rhiL-13-Behandlung in Bezug auf die
Genexpression nahm durch die zusatzliche Stimulation mit 5 pg/ml Poly(1:C) fiir 3 h an Tag 28
nicht weiter zu (Abb. 4.10 A links). Die Genexpression des Eotaxins CCL26 zeigte nur bei einer
Stimulation mit 5 ng/ml rhiL-13 alleine (18,01 + 14,36) und in Kombination mit Poly(l:C)
(18,71 + 12,36) einen signifikanten Anstieg der Genexpression im Vergleich zur unstimulierten

Kontrolle (Abb. 4.10 A rechts).
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Die beiden gemessenen pro-inflammatorischen Gene TNF-a und /L-6 wiesen die hdchste
Expression bei der kombinierten Stimulation mit rhlL-13 und anschlieRender Poly(l:C)-
Behandlung auf. Entsprechend ihrer Funktion und der bisherigen Ergebnisse ergab sich keine
Anderung der Genexpression beider Gene durch Inkubation mit rhiL-13 alleine. Durch Poly(l:C)
wurde eine signifikante Induktion der Expression von TNF-a (4,66 + 2,38) gemessen. Diese
erhohte Expression wurde durch eine vorherige Stimulation mit rhiL-13 gegenliber den
Einzelbehandlungen weiter gesteigert (13,22 + 5,48 bzw. 17,45 + 7,75) (Abb. 4.10 B links). Die
Expression von IL-6 hingegen wies bei einer Konzentration von 2,5 ng/ml rhiL-13 in
Kombination mit Poly(l:C) eine signifikant erhéhte Genexpression (15,22 + 18,74) im Vergleich
zur unstimulierten Kontrolle und entsprechenden rhlL-13-Konzentration alleine auf
(Abb. 4.10 B rechts).

Der chemotaktische Lockstoff IP-10 zeigte die gleiche Antwort auf die verschiedenen Stimuli
wie IL-6 in Bezug auf die Genexpression. Nur durch Poly(l:C) alleine (0,66 +0,79) oder in
Kombination mit rhiL-13 ergab sich ein Anstieg der Genexpression von IP-10 (1,77 + 1,06 bzw.
1,52 £ 0,74) (Abb. 4.10 C).

Als nachstes wurde die antivirale Interferonantwort durch Messung der Genexpression der
beiden Interferone IFN-8 und IFN-A1 untersucht. Beide Gene zeigten dabei in Hinblick auf die
Genexpression die gleiche Antwort auf die Stimuli rhiL-13 und Poly(l:C). Wie bereits in der
Poly(l:C)-Kinetik und der Exazerbation mit ALI-Zellkulturen von NHBECs gezeigt, wiesen die
ALl-Epithelien der DHBECs bei einer Stimulation nur mit rhiL-13 alleine keine Induktion der
Expression auf, reagierten aber auf Poly(l:C) alleine (/FN-8: 115,1 + 134,3; IFN-A1: 5,43 + 9,65).
Die Genexpression dieser Gene wurde durch die Kombination von rhlL-13 und Poly(l:C) weiter
gesteigert (/IFN-6: 828,60+ 678,3 bzw. 585,6+474,00; [/FN-A1: 21,18 +14,19 bzw.
20,71 + 15,06) (Abb. 4.10 D).

Als letztes wurde die Genexpression von /L-8 zur Charakterisierung des in vitro Modells der
Asthma-Exazerbation mit ALI-Zellkulturen von DHBECs gemessen. Die Antwort der Expression
von /L-8 verhielt sich dabei dhnlich, wie bereits fur die vorherigen Gene der Immunantwort
beschrieben. Allerdings war fiir /L-8 die Streuung zwischen den Reaktionen der einzelnen
Spender in den kombinierten Behandlungen so grol3, dass keine signifikanten Unterschiede

ermittelt wurden (Abb. 4.10 E).
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Abb. 4.10: Relative Expression ausgewahlter Gene in ALl-Zellkulturen von DHBECs im in vitro Modells einer
Asthma-Exazerbation. ALl-Zellkulturen von DHBECs wurden von Tag 21 bis Tag 28 mit 2,5 ng/ml rhIL-13 bzw.
5 ng/ml rhiL-13 und anschlieRend an Tag 28 fir 3 h mit 5ug/ml Poly(l:C) zur Untersuchung einer in vitro
Exazerbation inkubiert. AnschlieRend wurde mittels gRT-PCR die Genexpression von MUC5AC und CCL26 (A), TNF-
a und /L-6 (B), IP-10 (C), IFN-8 und IFN-A (D) und /L-8 (E) gemessen. n =5, MW + SD, One-Way ANOVA mit Dunnett’s
Post-Test (*signifikant zur unstimulierten Kontrolle mit * p <0, 05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 & **** p < 0,0001; #
signifikant zu 2,5 ng/ml rhiL-13 mit # p < 0,05, ## p < 0,01 & ### p <0,001; § signifikant zu 5 ng/ml rhiL-13 mit §
p < 0,05, §§ p < 0,01 & §§§§ p < 0,0001; $ signifikant zu 5 pg/ml Poly(I:C) mit $ p < 0,05, $$ p < 0,01 & $55 p < 0,001).
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Zusatzlich zur Genexpression wurde auch die Morphologie der ALI-Epithelien von DHBECs
untersucht, die mit sowohl rhlL-13 als auch Poly(l:C) entsprechend des in vitro Modells einer
Asthma-Exazerbation behandelt wurden. Dazu wurden Paraffinschnitte der in vitro Epithelien
angefertigt, die anschlieBend mit der PAS-Methode gefarbt (Kap.3.2.2) und visuell
ausgewertet wurden. Entsprechend der bisherigen Ergebnisse zeigten gefarbte ALI-Praparate
ohne Stimulation ein pseudostratifiziertes Epithel mit etwas mehr als 50 % Bedeckung durch
Becherzellen an der apikalen Seite (Abb. 4.11 oben links). Durch Stimulation mit rhiL-13 ergab
sich ein Thy-polarisiertes Epithel mit einer konzentrationsabhangigen Zunahme des Anteils der
Becherzellen und Volumen des gespeicherten Mukusmaterials (Abb. 4.11 oben mittig &
rechts). Durch den Einsatz von Poly(l:C) wurden keine morphologischen Veranderungen im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle beobachtet (Abb. 4.11 unten links). Bei einer
eingesetzten Konzentration von 2,5 ng/ml rhiL-13 in Kombination mit Poly(l:C) ergab sich eine
leichte Abnahme des intrazellularen Mukus im Vergleich zum ALI-Epithel, welches nur mit
2,5 ng/ml rhiL-13 behandelt wurde. Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle war der Anteil
an Becherzellen und das Volumen des darin gespeicherten Mukus erhéht. Es konnte allerdings

auch eine diinne Schicht an Mukus an der apikalen Seite beobachtet werden. Morphologische

- 2,5 ng/ml rhiL-13 5 ng/ml rhiL-13

2,5 ng/ml rhiL-13 5 ng/ml rhiL-13
+5 ug/ml Poly(l:C) + 5 pg/ml Poly(l:C)

5 ug/ml Poly(l:C)

Abb. 4.11: Morphologie von ALI-Epithelien des in vitro Modells einer Asthma-Exazerbation von DHBECs. ALI-
Zellkulturen von DHBECs wurden sieben Tage mit 2,5 ng/ml rhiL-13 bzw. 5 ng/ml rhiL-13 oder an Tag 28 fur
3 h mit 5 pg/ml Poly(l:C) stimuliert. Fir das Modell der Exazerbation wurden diese zwei Behandlungen
kombiniert, sodass ALI-Zellkulturen von DHBECs zunachst von Tag 21 bis Tag 28 mit rhiL-13 behandelt wurden
und an Tag 28 Poly(I:C) fiir 3 h hinzugenommen wurde. Es sind die PAS-Farbungen eines Spenders eines
Experiments von insgesamt fiinf Spendern aus fiinf voneinander unabhidngigen Experimenten gezeigt.
MaRstabsbalken: 50 um.

70



4 Ergebnisse

Veranderungen wie zum Beispiel Schadigung der Zellverbandsintegritdt waren nicht
erkennbar (Abb. 4.11 unten mittig). Wurden statt 2,5 ng/ml rhiL-13 5 ng/ml rhiIL-13 in
Kombination mit Poly(l:C) eingesetzt, wiesen die gefarbten Paraffinschnitte dieser ALI-
Zellkulturen die gleiche Morphologie wie bei der geringeren einsetzten Konzentration an

rhiL-13 auf (Abb. 4.11 unten rechts).

Um mogliche Unterschiede zwischen ALI-Epithelien von NHBECs und DHBECs im in vitro
Modell einer Asthma-Exazerbation zu untersuchen, wurden anschlieBend die relativen
Genexpressionen der zuvor gemessenen Gene einander gegeniibergestellt (Tab. 4.2,
Abb. 4.12).

Die beiden durch rhiL-13 induzierten Gene MUC5AC und CCL26 wiesen eine geringere relative
Expression in Proben von DHBECs im Vergleich zu den NHBECs wahrend der Exazerbation mit
2,5 ng/ml rhiL-13 auf. Wohingegen bei einer Kombination von 5 ng/ml rhiL-13 mit 5 pg/ml
Poly(l:C) die Genexpression von MUC5AC und CCL26 in ALI-Zellkulturen von DHBECs hoher war
als in ALI-Kulturen von NHBECs, wenn auch nicht signifikant (Tab. 4.2, Abb. 4.12 A). Fir alle
weiteren untersuchten Gene wurde ein erhdohter Mittelwert fiir die Genexpression in ALI-
Zellkulturen von DHBECs gegeniliber NHBECs ermittelt, jedoch war dieser Effekt aufgrund der
hohen interindividuellen Variabilitdt oftmals nicht signifikant (Tab. 4.2, Abb. 4.12). 5 ng/ml

rhiL-13 in Kombination mit Poly(l:C) war hinsichtlich der Expression von TNF-a signifikant in

Tab. 4.2: Vergleich der relativen Genexpressionen von TNF-a, IL-6, IFN-8, IFN-A1, IP-10 und IL-8 in ALI-
Zellkulturen von NHBECs und DHBECs im in vitro Modells einer Asthma-Exazerbation. ALI-Zellkulturen von
NHBECs und DHBECs wurden fir sieben Tage mit 2,5 ng/ml rhiL-13 bzw. 5 ng/ml rhIL-13 und an Tag 28 fiir 3 h
zusatzlich mit 5 ug/ml Poly(l:C) stimuliert. AnschlieBend wurde mittels qRT-PCR die Genexpression von MUC5AC,
CCL26, TNF-a, IL-6 IFN-B, IFN-A1, IP-10 und /L-8 gemessen. n =5, MW * SD.

2,5 ng/ml rhiL-13 & 5 pg/ml Poly(l:C) 5 ng/ml rhiL-13 & 5 pg/ml Poly(l:C)

Gen
NHBECs DHBECs NHBECs DHBECs
MUC5AC 1,56 £0,53 1,02 £1,00 2,00+0,70 2,60 £ 2,10
CCL26 5,73 3,66 4,12 +1,69 16,13 +7,19 18,71+ 12,38
TNF-a 8,09+4,31 13,22 +5,48 8,15+ 4,51 17,45 7,75
IL-6 5,15+ 3,79 15,22 + 18,74 3,75+2,21 8,99 + 8,00
IP-10 0,49 + 0,36 1,77 £1,06 0,59 0,36 1,52+ 0,74
IFN-8 254,1 +189,8 8286 £+ 678,3 325,5+195,8 585,6 £ 474,0
IFN-A1 14,63 + 7,40 21,18 + 14,19 15,68 + 11,41 20,71 + 15,06
IL-8 2,73+1,20 7,12+ 8,41 2,64+1,10 12,26 + 18,34

71



4 Ergebnisse

A) MUC5AC
5
§
)
o
L4
)
8
o
I
3
<
Rel
[%)]
[%]
o2
S
x
Ll
<,
@
1S
0
rhiL-13 25 25 5 5
Poly(l:.C) 5 5 5 5
B) TNF-a
30
g
I
o
4
=
S
=
820
©
c
c
]
»
173
g
S0
1}
<
4
(4
£
rhiL-13 2,5 25 5 5
Poly(l:C) 5 5 5 5
D) IFN-p
& 1500
@
—
o
74
=
)
8
o
émoo
c
i)
»
I3
<
o
X' 500
w
<
P4
['4
£
rhiL-13 2,5 25
Poly(l:C) 5 5 5 5

CCL26

40
30
20

10

[

rhiL-13 25 25 5 5
Poly:C) 5 5 5 5

MRNA Expression (Ratio target/RPL-32)

IL-6 C) IP-10

40
§ §s x
— —
o -- [N
24 24
= =
30 ) *
8 8
2 2
3 g2
c c
22 S
[} [}
[} [%]
o o
o o
< X1
L 10 Ll
< <
Z =z
o o
£ ﬁ £

0 o]

rhiL-13 25 25 5 5 rhiL-13 25 25 5 5

Poly(I:C) 5 5 5 5

Poly(:C) 5 5 5 5

IFN-2.1 E) IL-8

40

o a 30 T
['4 ['4

= =

S 30 >

s 8

il 2

3 5

e £

c c
S 20 o

2 3

o o

o o
Lﬁ L|>j10

10
3 2
4 o

- sl Is

0 0
rhil-13 25 25 5 5 rhiL-13 25 25 5 5
Poly(I:C) 5 5 5 5 Poly(l:C) 5 5 5 5

Abb. 4.12: Vergleich der relativen Expression rhiL-13- und Poly(l:C)-induzierter Gene in ALI-Zellkulturen von
NHBECs und DHBECs im in vitro Modell einer Asthma-Exazerbation. ALI-Zellkulturen von NHBECs (hellgrau)
und DHBECs (dunkelgrau) wurden von Tag 21 bis Tag 28 mit 2,5 ng/ml rhlL-13 bzw. 5 ng/ml rhiL-13 und
anschlieBend an Tag 28 fir 3 h mit 5ug/ml Poly(l:C) zur Untersuchung einer in vitro Exazerbation inkubiert.
AnschlieRend wurde mittels gRT-PCR die Genexpression von MUC5AC und CCL26 (A), TNF-a und IL-6 (B), IP-
10 (C), IFN-8 und IFN-A (D) und IL-8 (E) gemessen. n=5, MW £ SD, Unpaired t-Test (*signifikant zu
entsprechender Stimulation der NHBECs mit * p < 0,05).
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DHBECs gegeniiber NHBECs erhoht (Tab. 4.2, Abb. 4.12 B). Auch das Gen /P-10 war in ALI-
Zellkulturen von DHBECs bei gleichen Stimulationen gegeniiber der relativen Genexpression

in differenzierten Epithelien von NHBECs signifikant erhoht (Tab. 4.2, Abb. 4.12 C).

Hinsichtlich der Morphologie wurden keine Unterschiede zwischen den ALI-Prdparaten von
NHBECs und DHBECs, welche in vitro die Asthma-Exazerbation nachstellten, beobachtet
(Abb. 4.9 & Abb. 4.11).

4.2 Untersuchung des Transkriptoms von NHBECs und DHBECs

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden die Gesamt-Transkriptome von ALI-Zellkulturen von
NHBECs sowie DHBECs, die mit rhiL-13 oder Poly(l:C) beziehungsweise deren Kombination
stimuliert wurden, in einem von den oben beschriebenen Experimenten unabhadngigen
Versuchsansatz erstellt. Mithilfe von Microarrays (Kap. 3.3.5) wurden die Proben hinsichtlich
veranderter Genexpressionsmuster, ausgelost durch die verschiedenen Stimuli, untersucht.
Dazu wurden zunachst die gemessenen Expressionsintensitdten transformiert und
anschliefend der Fold Change zwischen der Stimulation und der unstimulierte Kontrolle flr
jedes Gen berechnet (Kap. 3.3.5). Fur die Analyse, welche Wirkung die Stimulation auf ALI-
Epithelien von NHBECs und DHBECs hatten, wurden die 100 Gene, mit dem hoéchsten Fold
Change ermittelt und in einer Heat Map dargestellt (Kap. 3.3.5, Anhang Abb. A2 bis A7). Durch
die Begrenzung auf 100 Gene wurde ein erster Eindruck der Regulation, der am starksten
veranderten Genexpressionen erhalten, welche zusatzlich ein eindeutiges Clustering
entsprechend der Behandlung und der unstimulierten Kontrolle aufwiesen (Anhang Abb. A2
bis A7). Fur die weitere detaillierte Analyse der am starksten veranderten Gene und deren
moglicher Zusammenhang bei Asthma, der inflammatorischen Antwort oder einer Asthma-
Exazerbation wurde sich in dieser Arbeit auf die 25 am starksten regulierten Gene von NHBECs
und DHBECs begrenzt. Aufgrund der teilweise deutlichen Unterschiede zwischen NHBECs und
DHBECs bei den Werten der Fold Changes einzelner Gene, wurde sich flr eine Grenze anhand
der Anzahl an Genen zur Bewertung der verschiedenen in vitro Modelle fiir die Untersuchung

einer Asthma-Exazerbation entschieden.
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4.2.1 Stimulation eines ALI-Epithels mit rhiL-13 fiihrt zu einer stark erhohten

Expression von CLCA1

Nachdem gezeigt wurde, dass durch die Stimulation mit rhiL-13 ALI-Epithelien von NHBECs
sowie DHBECs einen Thy-polarisierten epithelialen Phdnotyp ausbilden (Kap. 4.1.2), wurde das
Gesamt-Transkriptom dieses Phanotyps untersucht. Dazu wurden Genexpressionsprofile von
unstimulierten ALI-Kulturen von NHBECs und DHBECs sowie von ALI-Kulturen, die mit 5 ng/ml
rhiL-13 von Tag 21 bis Tag 28 behandelt wurden, erstellt und der Fold Change, sprich der
Unterschied der Genexpression zwischen rhlL-13-behandelten Proben und unstimulierten

Proben ermittelt (Kap. 3.1.5, Kap. 3.3.5).

Die Datensatze der Microarrays zeigten nach Stimulation mit rhiL-13 eine groBe Anzahl an
Genen, die im Vergleich zu den unstimulierten Proben eine veranderte Regulation zeigten.
Aufgrund der groBen Anzahl an gemessenen Genen (mehr als 20.800), wurde sich bei der
weiteren Auswertung auf die Gene konzentriert, die nach rhIL-13-Stimulation in ihrer
Expression am stirksten verdndert waren. In einem ersten Uberblick wurden die 100 Gene
mit den hochsten beziehungsweise niedrigsten Fold Changes betrachtet. Von diesen 100
Kandidaten wiesen die ALI-Epithelien von NHBECs 77 Gene mit einem positiven Wert auf,
sprich sie zeigten eine induzierte Expression nach der Stimulation mit rhIL-13. Die
verbleibenden 23 Gene dagegen wurden durch die Behandlung mit rhiL-13 stark herunter
reguliert (Anhang Abb. A.2). Von den 100 am starksten regulierten Genen von ALI-Zellkulturen
der DHBECs wurden 88 induziert und 12 Gene herunter reguliert (Anhang Abb. A.3).

Sowohl fir die Expressionsintensitdaten der ALI-Zellkulturen von NHBECs als auch DHBECs
ergab sich ein deutliches Clustering der Expressionsintensitaten aufgetrennt entsprechend
der Behandlung. Allerdings zeigten sich spenderabhangige Streuungen vor allem fir die
DHBECs. So zeigten die Spender H und K zum Beispiel eine geringere Induktion von einigen
Genen in der rhiL-13-stimulierten Gruppe als die anderen drei Spender (Anhang Abb. A.2,
Abb. A.3).

Um die Wirkung vom rhlL-13 auf die ALI-Zellkulturen von NHBECs und DHBECs zu untersuchen,
wurde der Fold Change der rhlL-13-Stimulation im Vergleich zu den unstimulierten Proben
berechnet und die 25 Kandidaten mit den starksten Verdanderungen genauer betrachtet
(Tab. 4.3). Die starkste Geninduktion in ALI-Zellkulturen von NHBECs wies das Gen CST1 mit
einem Fold Change von 635 auf, gefolgt von CLCA1 mit 238, CST4 mit 70 und FETUB mit 62
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(Tab. 4.3 A). Diese Gene waren auch in den ALl-Zellkulturen von DHBECs am starksten
hochreguliert (Tab. 4.3 B). Insgesamt unterschieden sich die 25 am starksten regulierten Gene
der ALI-Kulturen von NHBECs kaum von den Ergebnissen der DHBECs. Neben den vier Genen,

mit dem hochsten Fold Change, waren 19 Gene dieser Auflistung sowohl unter den 25

Tab. 4.3: Die 25 Gene mit den héchsten Fold Changes in rhiL-13-behandelten ALI-Zellkulturen von NHBECs
und DHBECs. ALI-Zellkulturen von NHBECs (A) und DHBECs (B) wurden von Tag 21 bis Tag 28 mit 5 ng/ml rhiL-
13 stimuliert. AnschlieBend wurden Microarrays (ATLAS Biolabs, Berlin DE) dieser Proben durchgefiihrt und
aus den Expressionsintensitdten die jeweiligen Fold Changes mit den unstimulierten entsprechenden Proben
als Kontrolle berechnet. n = jeweils 5, Fold Change Cut off 2, p-Wert < 0,05.

A) NHBECs B) DHBECs

Genname Fold Change p-Value Genname Fold Change p-Value
1) CST1 634,79 4,93e-09 1) CST1 392,67 2,79e-08
2) CLCA1 238,42 1,72e-07 2) CLCA1 63,36 2,45e-04
3) CST4 69,69 1,26e-09 3) CST4 59,67 8,20e-07
4) FETUB 61,88 1,16e-04 4) FETUB 48,61 2,64e-04
5) PRB1 42,35 1,30e-08 5) POSTN 25,94 1,84e-04
6) SH2D1B 40,64 1,16e-06 6) DPP4 22,75 1,11e-04
7) DPP4 36,23 1,12e-06 7) NOS2 17,59 3,53e-05
8) CCL26 34,36 8,09e-08 8) CD36 15,23 2,15e-05
9) ITLN1 33,32 7,29e-03 9) LRRC31 14,11 1,52e-06
10) CYTIP 31,32 7,29e-03 10) SH2D1B 14,00 3,27e-05
11) FAM1778B 29,90 2,35e-06 11) VSIG1 13,80 4,77e-05
12) POSTN 29,18 1,89e-07 12) FAM177B 13,42 1,28e-02
13) NOS2 28,78 3,14e-08 13) PRB1 12,43 1,27e-02
14) PRB2 26,73 1,17e-06 14) SERPINB10 11,45 1,15e-04
15) VSIG1 23,15 2,08e-08 15) CYTIP 11,40 5,64e-03
16) SLC26A4 19,70 9,46e-04 16) SLC26A4 11,17 7,51e-04
17) TSPANS 18,56 1,38e-07 17) MUCS5AC 10,61 7,27e-05
18) LRRC31 17,47 7,78e-05 18) (unFrESE;ed) 10,39 1,01e-05
19) CD36 15,48 1,29e-04 19) TSPANS 10,33 4,25e-06
20) SLC9B2 14,31 9,07e-06 20) CST2 10,26 1,45e-04
21) FeGBP 13,39 4,10e-06  21)  SLC9B2 9,76 1,17e-04

(unmapped)

22) SERPINB10 12,60 2,72e-05 22) CCL26 9,71 6,76e-04
23) MUCS5AC 12,30 7,70e-06 23) PRB2 9,16 1,37e-02
24) SLC5A8 12,16 1,41e-05 24) SLC5A8 8,77 3,93e-05
25) FCGBP 10,95 1,86e-06 25) CAPN14 8,60 2,26e-04
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Kandidaten der Expressionsergebnisse fiir die NHBECs als auch DHBECs zu finden. Die Gene
PRB1, SH2D1B, CCL26, CYTIP, FAM177B, PRB2, SLC26A4, TSPAN8 und SLC9B2 wiesen dabei in
den Ergebnissen der ALI-Zellkulturen von NHBECs einen hoheren Fold Change (zwischen 42
und 14) auf, als die ALI-Epithelien der DHBECs (Fold Changes zwischen 14 und 9,2). Dagegen
waren die Gene POSTN, DPP4, NOS2, CD36, LRRC31, VSIG1, SERPINB10, MUC5AC, FCGBP in
den Datensatzen der DHBECs (zwischen Platz 5 und 20) im Vergleich zu den Ergebnissen der
NHBECs (zwischen Platz 7 und 23) besser platziert, zeigten jedoch geringere Werte fir den
Fold Change. Jeweils zwei Gene der 25 Kandidaten waren unter den Ergebnissen der DHBECs
beziehungsweise der NHBECs nicht vertreten. Wahrend ITLN1 unter den Top 25 der NHBECs
mit einem Fold Change von 33 vertreten war, waren die Expressionslevel fir die ALI-
Zellkulturen der DHBECs fiir dieses Gen mit einem p-Wert von 0,059 nicht signifikant
verandert (Fold Change 11). FCGBP, welches in den Ergebnissen der NHBECs unter den 25
Kandidaten an letzter Stelle aufgefiihrt wurde, wies einen Fold Change von 7,8 auf und war
bei den Daten der DHBECs auf Platz 27. Die bei den DHBECs aufgelisteten Gene CST2 und
CAPN14 waren bei den NHBECs an Stelle 28 (Fold Change 7,5) und 30 (Fold Change 6,5) der

am starksten regulierten Gene vertreten (Tab. 4.3).

4.2.2 Poly(l:C) induziert eine erhohte Expression von CXCL10, CCL20 und OASL
Entsprechend der Untersuchung der Wirkung von rhiL-13 auf das Transkriptom von ALI-
Epithelien von NHBECs und DHBECs, wurden auch Verdanderungen auf Genexpressionsebene
durch das virale Surrogat Poly(l:C) analysiert. Dazu wurden Zellkulturen von finf lungen-
gesunden Spendern beziehungsweise flinf asthmatischen Spendern fiir 28 Tage unter ALI-
Bedingungen kultiviert und an Tag 28 fur 3 h mit 5 ug/ml Poly(l:C) behandelt (Kap. 3.1.5).
AnschlieBend wurden von diesen Proben Microarrays durchgefiihrt und anhand der Daten
Genexpressionsprofile erstellt (Kap. 3.3.5). Parallel wurden ALI-Zellkulturen der gleichen
Spender fiir 28 Tage ohne Behandlung kultiviert und deren RNA als Kontrolle mitgefihrt.
AnschlieBend wurden die Expressionsintensitdten von Poly(l:C)-behandelten ALI-Epithelien
und unstimulierten Proben miteinander verglichen, der Fold Change berechnet und die daraus

ermittelten Genexpressionsmuster ausgewertet (Kap. 3.3.5).

Es wurden zunachst die 100 am starksten regulierten Gene genauer analysiert. Die

Auswertung der Heat Map fiir die NHBECs ergab, dass von diesen 100 Genen 97 Gene durch
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die Stimulation mit Poly(l:C) eine induzierte Expression zeigten und 3 Gene herunter reguliert
wurden. Das Cluster dieser 100 Gene ergab eine klare Auftrennung der unbehandelten und
Poly(l:C)-behandelten Proben. In der Poly(l:C)-Gruppe gab es spenderabhdngige
Unterschiede. Wahrend die Spender A und D eine starkere Induktion von fast allen 97 Genen
aufwiesen, war diese Induktion bei Spender C am geringsten (Anhang Abb. A.4). Auch fir die
Expressionsprofile der 100 am starksten regulierten Kandidaten der DHBECs ergab sich ein
Clustering entsprechend der Behandlungsgruppen. Von diesen 100 Genen wurde dabei durch
Gabe von Poly(l:C) die Expression von 99 Genen signifikant gesteigert, wahrend nur ein Gen
signifikant herunterreguliert wurde. Bei den DHBECs wich Spender | mit einer geringeren
Genexpressionsintensitat in der Poly(l:C)-Gruppe und Spender K mit einer hoheren Expression
von den anderen Spendern ab (Anhang Abb. A.5).

Flr eine detailliertere Analyse der Wirkung von Poly(l:C) auf ALI-Epithelien von NHBECs und
DHBECs wurden im Folgenden die 25 Gene mit dem hochsten Fold Change untersucht. Sowohl
bei den NHBECs als auch DHBECs waren unter diesen Genen nur Gene, die eine starke
Induktion im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle zeigten. Zusatzlich waren die
Expressionsprofile dieser Gene beim Vergleich zwischen NHBECs und DHBECs sehr dhnlich.
Einundzwanzig Gene waren bei sowohl NHBECs als auch DHBECs in der Auflistung vertreten
und lediglich jeweils vier Gene waren aufgrund eines geringeren Fold Changes jeweils nicht
unter den 25 Genen aufgefiihrt (Tab. 4.4). In beiden Datensatze war CXCL10 mit einem Fold
Change von 88 fiir die NHBECs und 105 fiir die DHBECs das Gen mit der starksten Induktion
nach Poly(l:C)-Gabe im Vergleich zu den jeweiligen unstimulierten Kontrollen (Tab. 4.4 A & B).
Die weiteren am starksten exprimierten Gene bei den NHBECs waren CCL20 und OASL
(Tab. 4.4 A). Beide Gene waren auch bei den DHBECs unter den flinf am starksten regulierten
Genen vertreten (Tab. 4.4 B). Die zweit- und drittplatzierten Gene der DHBECs IFIT2 (Fold
Change 22) und CXCL11 (Fold Change 18) wiesen in den NHBECs einen Fold Change von 12 fir
IFIT2 und 7,1 flr CXCL11 auf. Weitere Gene, die innerhalb der Auflistung der NHBECs einen
hoheren Platz als in der Liste der DHBECS zeigten, waren CXCL8, BCL2A1, IL-6, IFN-L1, PMAIP,
TNFSF15, BIRC3, IL-1B und TNFAIP2, wobei der Fold Change dabei nicht immer in den NHBECs
hoher als in den DHBECs war. Die Gene IL-1A, CXCL11, IFIT3, IFN-L2 und CCL5 wurden in den
DHBECs starker exprimiert als in den NHBECs (Tab. 4.4). CXCL3 (Platz 16, Fold Change 5,6),
IRAK2 (Platz 22, Fold Change 5,0), TRIM31 (Platz 24, Fold Change 4,6) und PLAUR (Platz 25,
Fold Change 4,3) waren nur fiir die NHBECs unter den 25 Genen aufgelistet (Tab. 4.4 A). Die

berechneten Fold Changes fiir diese Gene zeigten in den DHBECs vergleichbare Werte: CXCL3
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belegte mit einem Fold Change von 3,3 Platz 46 in den Top 100 Genen der DHBECs. /IRAK2 wies

einen Fold Change von 4,1 (Platz 31) auf, TRIM31 4,7 (Platz 27) und PLAUR 4,2 (Platz 30). Die

Gene IFIT1, CXCL9, RSAD2 und CSF1, welche nur unter den 25 am starksten exprimierten

Tab. 4.4: Die 25 Gene mit den hochsten Fold Changes in Poly(l:C)-behandelten ALI-Zellkulturen von NHBECs
und DHBECs. ALI-Zellkulturen von NHBECs (A) und DHBECs (B) wurden fiir 28 Tage unter ALI-Bedingungen
kultiviert und an Tag 28 wurden 5 pg/ml Poly(l:C) fir 3 h appliziert. AnschlieRend wurden Microarrays (ATLAS
Biolabs, Berlin DE) dieser Proben durchgefiihrt und aus den Expressionsintensitaten die jeweiligen Fold
Changes mit den unstimulierten entsprechenden Proben als Kontrolle berechnet. n = jeweils 5, Fold Change

Cut off 2, p-Wert < 0,05.

A)

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)
10)
11)
12)
13)
14)
15)
16)
17)
18)
19)
20)
21)
22)
23)
24)
25)
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NHBECs B) DHBECs
Genname Fold Change p-Value Genname Fold Change p-Value
CXCL10 87,96 1,12e-03 1) CXCL10 104,97 1,05e-06
CCL20 18,72 3,62e-05 2) IFIT2 22,40 1,46e-06
OASL 15,59 1,23e-03 3) CXCL11 17,92 1,43e-03
CXCL8 12,31 3,52e-06 4) CCL20 16,90 8,22e-05
IFIT2 11,63 4,25e-03 5) OASL 11,49 1,35e-04
PTGS2 11,37 4,25e-03 6) PTGS2 9,77 2,74e-04
CD83 9,96 1,62e-03 7) CCL5 9,51 2,05e-03
BCL2A1 9,32 3,73e-04 8) IL-1A 9,36 8,75e-04
IL1-A 7,84 3,19e-03 9) IFIT3 9,01 2,75e-05
IL-6 7,34 5,67e-03 10) CD83 8,85 4,18e-04
CcXcL11 7,07 1,46e-02 11) CXCL8 8,43 1,78e-04
IFIT3 6,57 4,10e-03 12) IFIT1 8,26 1,33e-03
IFN-L1 6,10 1,70e-02 13) IL-6 8,19 1,64e-02
PMAIP 6,04 2,93e-04 14) BCL2A1 7,98 1,13e-03
TNFSF15 5,92 8,34e-04 15) CXCL9 7,76 2,13e-02
CXCL3 5,55 7,94e-05 16) IFN-L1 7,74 5,81e-03
BIRC3 5,54 5,95e-05 17) IFN-L2 7,58 2,23e-03
IL-1B 5,48 2,29e-04 18) TNFSF15 6,91 4,07e-04
IFN-L2 5,46 3,03e-02 19) RSAD2 5,95 1,05e-02
CCL5 5,17 2,06e-02 20) CSF1 5,84 1,21e-02
TNFAIP2 5,03 6,77e-05 21) IL-1B 5,77 9,91e-03
IRAK2 4,97 1,74e-05 22) BIRC3 5,67 4,20e-05
TNFAIP3 4,70 7,06e-05 23) TNFAIP3 5,42 1,89e-06
TRIM31 4,60 3,95e-04 24) PMAIP 5,37 1,31e-03
PLAUR 4,32 7,15e-03 25) TNFAIP2 5,12 5,36e-04
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Genen der ALI-Zellkulturen der DHBECs aufgelistet waren (Abb. 4.4 B), zeigten geringere Fold
Changes in den Proben der NHBECs. Der berechnete Fold Change in den NHBECs betrug fir
IFIT1 3,7 (Platz 35), fiir CXCL9 3,3 (Platz 47), RSAD2 3,4 (Platz 40) und CSF1 4,2 (Platz 27).

4.2.3 Das in vitro Modell einer Asthma-Exazerbation zeigt ein kombiniertes

Expressionsprofil aus rhiL-13- beziehungsweise Poly(l:C)-induzierten Genen

Da ein Ziel dieser Arbeit die Identifikation und Charakterisierung von potentiellen Biomarkern
fur die frihzeitige Erkennung einer Asthma-Exazerbation war, wurden zunachst
Veranderungen des Transkriptoms in ALI-Zellkulturen des Asthma-Exazerbationsmodells mit
den Genexpressionsmustern von unstimulierten Proben verglichen. Dazu wurden ALI-
Epithelien von NHBECs und DHBECs von Tag 21 bis Tag 28 mit 5 ng/ml rhiL-13 behandelt und
anschlieBend 5 pg/ml Poly(l:C) fur 3 h zusétzlich appliziert (Kap. 3.1.5). Aus der gewonnen RNA
wurden danach Genexpressionsprofile mithilfe der Arraytechnologie erstellt und

ausgewertet (Kap. 3.3.5).

Die Darstellung der normierten Expressionswerte der 100 am starksten regulierten Gene
zeigte eine deutliche Auftrennung entsprechend der unstimulierten und kostimulierten
Proben. Die Proben der ALl-Zellkulturen der NHBECs, welche mit rhlL-13 und Poly(l:C)
stimuliert wurden, wiesen fiir 95 Gene eine Induktion und fir finf Gene eine verminderte
Expression im Vergleich zu den unstimulierten Proben auf (Anhang Abb. A.6). Bei der
Auswertung der Expressionswerte fir das in vitro Modell einer Exazerbation in ALI-
Zellkulturen von DHBECs ergaben sich 99 Gene, welche eine verstarkte Expression nach den
Behandlungen aufwiesen, und nur ein Gen wurde in geringerer Starke als in den
unbehandelten Kontrollen exprimiert (Anhang Abb. A.7).

Von diesen 100 Genen wurden die 25 hochsten Fold Changes fiir Gene, welche in der
Exazerbation induziert waren, gemessen. Von diesen Genen waren 19 Gene sowohl in den
Vergleichen der NHBECs als auch DHBECs identisch. Bei der nachgestellten Exazerbation
wurden bei NHBECs und DHBECs CST1 und CXCL10 mit Fold Changes groBer als 200 am
starksten induziert. Die weiteren identischen Gene, welche im in vitro Modell einer
Exazerbation sowohl bei NHBECs als auch DHBECs induziert wurden, waren CLCA1, SH2D1B,
CXCL11, FETUB, CST4 und OASL. Gene, die in den NHBECs und DHBECs im Modell der Asthma-
Exazerbation signifikant verstdrkt exprimiert wurden, waren [FIT2, CD83, DDP4, POSTN,
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IFN-L2, IL-6, NOS2, IFN-L1, SLC26A4, CCL5 und CD274 (Tab. 4.5). Jeweils sechs der 25 am
starksten regulierten Gene waren im Vergleich der Fold Changes der NHBECs und DHBECs
unterschiedlich. CCL26 (Fold Change 43), PRB1 (Fold Change 41), FAM177B (Fold Change 27),
PRB2 (Fold Change 26) und CYTIP (Fold Change 22) gehorten bei den NHBECs zu den 25 am

Tab. 4.5: Die 25 Gene mit den hochsten Fold Changes in rhiL-13- und Poly(l:C)-kostimulierten ALI-
Zellkulturen von NHBECs und DHBECs. ALI-Zellkulturen von NHBECs (A) und DHBECs (B) wurden von Tag 21
bis Tag 28 mit 5 ng/ml rhiL-13 stimuliert. Zusatzlich wurden an Tag 28 5 pg/ml Poly(l:C) fur 3 h appliziert.
AnschlieRend wurden Microarrays (ATLAS Biolabs, Berlin, DE) dieser Proben durchgefiihrt und aus den
Expressionsintensitaten die jeweiligen Fold Changes mit den unstimulierten entsprechenden Proben als
Kontrolle berechnet. n = jeweils 5, Fold Change Cut off 2, p-Wert < 0,05.

A) NHBECs B) DHBECs

Genname Fold Change p-Value Genname Fold Change p-Value
1) CST1 618,70 1,21e-08 1) CST1 332,93 4,98e-06
2) CXCL10 299,54 1,11e-06 2) CXCL10 202,50 6,17e-07
3) CLCAl 201,65 2,40e-07 3) CXCL11 68,74 8,14e-07
4) SH2D1B 84,23 1,05e-06 4) CLCA1 58,57 2,14e-03
5) FETUB 65,39 1,59e-04 5) FETUB 48,61 2,57e-04
6) CST4 64,75 9,90e-09 6) CST4 46,56 1,06e-05
7) OASL 43,46 5,02e-08 7) IFIT2 44,45 3,06e-10
8) CCL26 42,59 1,55e-06 8) SH2D1B 31,08 2,92e-05
9) CcXcL11 41,33 2,89e-04 9) IFNL2 28,12 1,49e-06
10) PRB1 40,75 1,28e-05 10) IL-6 27,79 2,06e-03
11) IFIT2 35,56 4,33e-06 11) CCL5 26,71 7,09e-07
12) ITLN1 32,24 8,10e-03 12) POSTN 25,63 4,39e-05
13) CD83 32,20 5,47e-08 13) IFN-L1 25,22 8,84e-06
14) DPP4 31,63 3,89e-06 14) CD83 23,76 4,18e-08
15) POSTN 29,34 3,01e-07 15) OASL 23,42 8,40e-10
16) FAM1778B 27,27 3,11e-06 16) CD274 22,85 3,46e-06
17) IFN-L2 26,71 3,49e-04 17) IFIT1 22,74 3,46e-07
18) PRB2 25,55 6,68e-05 18) CXCL9 20,47 1,64e-03
19) IL-6 25,42 3,36e-05 19) NOS2 20,16 1,44e-05
20) NOS2 25,33 5,12e-08 20) IL-1A 19,63 7,19e-05
21) IFN-L1 23,35 1,12e-04 21) DPP4 19,55 1,14e-04
22) SLC26A4 22,26 7,32e-04 22) CCL20 17,21 7,43e-05
23) CYTIP 22,17 1,37e-05 23) IFIT3 17,12 2,60e-10
24) CCL5 22,08 2,45e-04 24) SLC26A4 17,10 2,49e-05
25) CD274 21,29 4,03e-07 25) PLAUR 16,68 3,51e-07
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starksten exprimierten Genen nach der Kostimulation, wahrend diese Gene lediglich unter
den 100 am starksten regulierten Genen in den DHBECs zu finden waren (Tab. 4.5A,
Anhang Abb. A.7). Dementsprechend ergaben sich geringere Werte fir den jeweiligen Fold
Change in den DHBECs (CCL26: Platz 44, Fold Change 9,8; PRB1: Platz 38, Fold Change 11,
FAM177B: Platz 34, Fold Change 12; PRB2: Platz 51, Fold Change 8,5; CYTIP: Platz 60, Fold
Change 6,8). Wahrend im in vitro Model der Asthma-Exazerbation der NHBECs /TLN1 mit
einem Fold Change von 32 erhoht exprimiert wurde, betrug der Fold Change in den
Vergleichen der DHBECs 9,8 (Tab. 4.5 A). Dieser Wert war mit einem p-Wert von 0,07
allerdings nicht signifikant. Im Gegensatz zu den NHBECs wurde flir IFIT1 (Fold Change 23),
CXCL9 (Fold Change 20), IL-1A (Fold Change 20), CCL20 (Fold Change 17), IFIT3 (Fold Change
17) und PLAUR (Fold Change 17) ein hoherer Fold Change in den DHBECs als den NHBECs
ermittelt (Tab. 4.5). Fir IFIT3 betrug der Fold Change fiir die nachgestellte Exazerbation in ALI-
Epithelien von NHBECs 16 (Platz 31), fir CXCL9 11 (Platz 45), fur IL-1A 16 (Platz 32), fir CCL20
15 (Platz 34), fur IFIT3 18 (Platz 28) und fiir PLAUR 17 (Platz 30).

AnschlieBend wurden die insgesamt 31 am starksten regulierten Gene des in vitro Models
einer Asthma-Exazerbation in ALI-Epithelien von NHBECs sowie DHBECs mit den Tabellen der
25 am starksten regulierten Genen der rhiL-13- beziehungsweise Poly(l:C)-Stimulation
verglichen (Tab. 4.3, Tab. 4.4, Tab. 4.5). Bis auf das Gen CD274 waren alle anderen Gene unter
den Top 25 Genen der rhiL-13- beziehungsweise Poly(l:C)-Behandlung aufgefiihrt. Es wurden
50 % der 25 am starksten regulierten Gene des Modells der Asthma-Exazerbation bereits
durch die Stimulation mit rhIL-13 alleine signifikant induziert. Die Gene, die sowohl durch rhiL-
13-Stimulation alleine als auch in dem in vitro Modell einer Asthma-Exazerbation induziert
wurden, waren CCL26, CLCA1, CST1, CST4, DPP4, FAM177B, FETUB, ITLN1, NOS2, POSTN,
PRB1, PRB2, SH2D1B und SLC26A4 (Tab. 4.3, Tab. 4.5). Dahingegen wurden CCL5, CCL20,
CD83, CXCL9, CXCL10, CXCL11, IFIT1, IFIT2, IFIT3, IFN-L1, IFN-L2, IL-1A, IL-6, OASL und PLAUR
sowohl durch Poly(l:C) alleine als auch im in vitro Modell der Asthma-Exazerbation induziert

(Tab. 4.4, Tab. 4.5).
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4.3 Identifizierung von potentiellen Biomarkern einer Asthma-

Exazerbation

Nachdem ein ALI-Zellkulturmodell zur Nachstellung einer Asthma-Exazerbation erstellt und
die verwendeten NHBECs und DHBECs hinsichtlich potentieller Unterschiede des
Transkriptoms als Reaktion auf verschiedene Stimuli charakterisiert wurden, wurden die
Datensatze der Microarrays fiir die Identifizierung von potentiellen Biomarkern des in vitro
Modells einer Asthma-Exazerbation ausgewertet.

Hierzu wurden die Datensatze der Microarrays aller gemessener Proben aller Behandlungen
untereinander verglichen. Die normierten Expressionsintensititen der finf Spender der
jeweiligen Behandlungsgruppe (unstimuliert, rhiL-13, Poly(l:C), Kostimulation/Exazerbation)
wurden gemittelt und die Fold Changes zwischen jeweils zwei Gruppen berechnet.
AnschlieBend wurden die Vergleiche hinsichtlich eines spezifischen Kriteriums fur die Fold
Changes sortiert: eine signifikante Induktion in der nachgestellten Asthma-Exazerbation
gegeniber der Stimulation mit rhiL-13 beziehungsweise Poly(l:C). Dies bedeutete einen Fold
Change groBer als der Wert 2 beziehungsweise kleiner als -2 fir den Vergleich der
Exazerbationsgruppe mit einer der anderen Behandlungen. Durch diese Voraussetzung
wurden nur die Gene weiter ausgewertet, die eine Verstarkung der Genexpression bei einer
Kostimulation gegentiber der Einzelbehandlung mit rhiL-13 beziehungsweise Poly(l:C) zeigten.
Dadurch sollte die akute Verschlimmerung der Pathologie der Asthma-Erkrankung wahrend

einer Exazerbation nachgestellt werden.

Die Auswertung der Genexpressionsmuster fiir die Datensatze der NHBECs ergab, dass
insgesamt 52 Gene im Modell der Asthma-Exazerbation gegeniliber unstimulierten ALI-
Epithelien, rhiL-13- sowie Poly(l:C)-behandelten Proben eine verstarkte Expression aufwiesen.
Es wurden keine Gene gefunden, welche in der Exazerbation eine signifikant geringere
Genexpression zeigten (Tab. 4.6).

Von diesen insgesamt 52 Genen wurde bei 27 Genen die Induktion der Expression durch die
inflammatorische Antwort auf Poly(l:C) alleine ausgel6st. Diese Gene wiesen keinen
signifikanten Fold Change im Vergleich von rhiL-13-behandelten Proben zu unstimulierten ALI-
Zellkulturen auf, wohingegen durch Poly(l:C) alleine eine Induktion dieser Gene gegeniiber

den unstimulierten Proben nachgewiesen wurde. Zuséatzlich war der Fold Change im Vergleich
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der Exazerbationsgruppe zur unstimulierten Kontrolle signifikant erhéht. Da ein potentieller
Biomarker eine weitere Verschlimmerung der Pathologie, sprich eine weitere Induktion der
Genexpression gegeniliber der Poly(l:C)-Stimulus aufweisen sollte, wurde zusatzlich der
Vergleich der Exazerbationsgruppe zu den Expressionsintensitaten der Poly(l:C)-behandelten
Proben untersucht. Alle 27 aufgelisteten Genen in Tabelle 4.6 A zeigten eine weitere Erh6hung
der Genexpression durch die Kombination von rhiL-13- und Poly(l:C)-Applikation im Vergleich
zu Poly(l:C) beziehungsweise rhiL-13 alleine. CXCL10 wurde durch die Behandlung mit Poly(l:C)
alleine am starksten von den aufgefiihrten Genen induziert. Durch die zusatzliche Stimulation
mit rhIL-13, sprich im Modell der Asthma-Exazerbation, wurde diese Induktion noch einmal
um das 3,3-fache weiter verstarkt, auch wenn der p-Wert fiir diesen Fold Change nicht
signifikant war (Tab. 4.6 A gesamt & rechts). Weitere Gene, die durch die Gabe von Poly(l:C)
sehr stark induziert wurden, waren CXCL11, CD83, IL-6, IFIT2, OASL, CCL5, IFN-L1 und IFN-L2,
welche bei einer kombinierten Stimulation mit rhiL-13 und Poly(l:C) weitere Anstiege der
Genexpression gegenliber der Poly(l:C)-Behandlung aufwiesen (Tab. 4.6 A gesamt & rechts).
ISG15, RSAD2, HERC5, CXCL9, TNIP3, TNF, EDN1, IFN-B1, IFIT1, IFIT3, C2CD4A, PMAIP1 und
IFN-L3 bildeten mit Fold Changes zwischen 7,3 und 17 fir den Vergleich der Expressionswerte
der Exazerbation mit unstimulierten Proben die Gruppe der mittelstark induzierten Gene. Die
Fold Changes fir den Vergleich zwischen Exazerbation und Poly(l:C)-Stimulation lagen
zwischen 2,6 und 4,8. Die Gabe von Poly(l:C) in Kombination mit rhiL-13 dagegen fuhrte zu der
geringsten Geninduktion fir VCAM1, PTGER4, TMIEM17, PRDM1 und C8orf4. Beim Vergleich
der Expressionswerte der Exazerbationsgruppe und der Poly(l:C)-Gruppe waren die Fold
Changes jedoch auch fiir diese Gene signifikant, wenn auch nicht so hoch wie fiir die anderen
aufgefihrten Gene (2,0 bis 2,5) (Tab. 4.6 A).

SH2D18B, CD274, IDO1, DDX58 und PLAUR wurden sowohl durch die Behandlung mit rhiL-13
als auch Poly(l:C) alleine signifikant induziert. Dabei war die erhohte Genexpression bei
SH2D1B und CD274 eher rhiL-13 abhangig und /IDO1, DDX58 und PLAUR zeigten nach
Stimulation mit Poly(l:C) im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle einen hoheren Fold
Change, sprich eine hochregulierte Genexpression. Durch die Kombination der Behandlung
mit rhiL-13 zusammen mit Poly(l:C) konnte fir diese fiinf Gene eine weitere Erhohung der
Genexpression beobachtet werden, welche sowohl der Behandlung mit rhiL-13

beziehungsweise Poly(l:C) alleine gegeniber signifikant war (Tab. 4.6 B).
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Gene, die eine signifikante Regulation durch die Behandlung mit rhiL-13 alleine gegentiber der
unstimulierten Kontrolle zeigten und bei denen dieser Effekt durch die Kombination aus rhiL-

13 und Poly(l:C) weiter verstarkt wurde, wurden nicht ermittelt.

Tab. 4.6: Fold Changes der unstimulierten, rhiL-13- und Poly(l:C)-behandelten ALI-Zellkulturen von NHBECs. Es
wurden Microarrays von unstimulierten ALl-Zellkulturen von NHBECs, die 28 Tage unter ALI-Bedingungen
kultiviert wurden, generiert. Ebenso wurden Expressionsprofile von ALI-Epithelien erstellt, die von Tag 21 bis
Tag 28 mit 5 ng/ml rhiL-13 stimuliert wurden beziehungsweise denen an Tag 28 5 pg/ml Poly(I:C) appliziert
wurde sowie von ALI-Zellkulturen, die mit rhiL-13 und Poly(l:C) behandelt wurden. AnschlieRend wurden die
normierten Expressionsintensitdten gemittelt und die Fold Changes fir die aufgefiihrten Gruppen berechnet. Es
sind die Gene aufgelistet, welche einen signifikant erhéhten Fold Change in der Exazerbation gegeniiber den
anderen Behandlungen aufwiesen. Diese Gene wurden entsprechend des Stimulus sortiert, welcher die Asthma-
Exazerbation im in vitro Modell ausldste: A) Poly(l:C)-induzierte Exazerbation, B) rhiL-13-und Poly(l:C)-induzierte
Exazerbation, C) rhIL-13- und Poly(l:C)-unabhéngige Exazerbation. Fold Change <-2 beziehungsweise Fold
Change > 2, * p-Wert < 0,05, ** p-Wert < 0,01 und *** p-Wert < 0,001.

A) Fold Change Fold Change Fold Change Fold Change Fold Change
Gen rhiL-13 vs Poly(l:C) vs. Exazerbation Exazerbation Exazerbation
unstimuliert unstimuliert vs. unstimuliert vs. rhiL-13 vs. Poly(l:C)
ISG15 1,57 * 2,62 * 9,04 *** 5,60 ** 3,32 %
VCAM1 1,49 ** 2,08 3,81 ** 2,62 % 2,30
RSAD2 1,28 3,42 * 10,90 ** 7,66 ** 2,97
HERC5 1,38 * 2,35 8,14 *** 6,73 *** 3,60 *
CXCL9 1,19 3,27 * 11,34 ** 9,90 ** 4,35
CXCL10 1,38 87,96 ** 299,54 *** 251,18 *** 3,26
CXCL11 1,42 7,07 * 41,33 *** 38,88 *** 4,71 *
TNIP3 1,90 ** 3,85 ** 10,74 *** 5,62 *** 2,81 **
PTGER4 1,84 * 2,11 * 5,50 *** 2,89 *** 2,53 *
TMEM171 1,42 * 2,34 * 4,95 *** 3,42 *** 2,04 *
EDN1 1,77 2,36 7,32 ** 3,69 * 2,91
CD83 -1,17 9,96 ** 32,20 *** 36,54 *¥** 2,93 *
TNF -1,11 3,08 ** 7,96 *** 8,22 *** 2,79 *
PRDM1 1,84 *** 2,22 *x* 5,64 *** 3,15 *** 2,48 ***
IL-6 1,25 7,34 ** 25,42 *** 19,09 *** 3,55 *
C8orf4 1,49 2,38 6,44 ** 3,90 ** 2,43
IFN-B1 1,04 2,05 9,90 *** 10,89 *** 4,57 **
IFIT2 1,31 * 11,63 ** 35,56 *** 30,79 *¥** 3,14
IFIT3 1,33 6,57 ** 17,69 *** 12,13 *** 2,57 *
IFIT1 1,65 3,67 * 16,39 *** 9,82 *** 4,16 *
OASL 1,68 *** 15,59 ** 43,46 *** 23,22 *¥** 2,59
C2CD4A 1,22 2,02 * 9,63 *** 7,23 *** 4,84 **
CcCL5 1,18 5,16 * 22,08 *** 22,08 *** 4,06 *
PMAIP1 1,05 6,04 *** 13,45 *** 13,46 *** 2,21 %
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IFN-L2 1,01 5,46 * 26,71 *** 33,97 *** 4,76 *
IFN-L1 -1,13 6,10 * 23,35 *** 23,43 *** 3,40
IFN-L3 -1,14 3,29 * 11,64 *** 14,15 *** 3,58 *
B) Fold Change Fold Change Fold Change Fold Change Fold Change
Gen rhiL-13 vs Poly(1:C) vs. Exazerbation Exazerbation Exazerbation
unstimuliert unstimuliert vs. unstimuliert vs. rhiL-13 vs. Poly(l:C)
SH2D1B 40,64 *** 2,57 ** 84,23 *** 2,15 * 30,04 ***
IDO1 2,43 3,10 * 7,11 ** 2,94 * 2,36
CD274 7,67 *** 3,03 * 21,29 *¥** 2,58 *** 7,01 ***
DDX58 2,33 *** 3,51 ** 9,93 *** 4,45 *** 2,78 **
PLAUR 2,01 *** 4,31 ** 16,52 *** 7,78 *¥** 3,67 **
Q) Fold Change Fold Change Fold Change Fold Change Fold Change
Gen rhiL-13 vs Poly(l:C) vs. Exazerbation Exazerbation Exazerbation
unstimuliert unstimuliert vs. unstimuliert vs. rhiL-13 vs. Poly(l:C)
MXD1 1,30 * 1,95 ** 4,32 *¥*x* 3,31 *** 2,15 **
IFIH1 1,68 *** 1,96 * 4,77 *¥** 2,96 *** 2,39 **
CSRNP1 1,07 1,51 * 3,89 *** 3,25 *** 2,46 **
FGF2 1,25 * 1,60 * 5,94 *** 3,69 ** 3,04 **
NOCT 1,27 ** 1,88 ** 4,40 *** 3,22 ** 2,05 **
IL-7R 1,25 1,66 * 4,31 *¥* 3,08 ** 2,80 **
LIFR 1,52 * 1,76 * 4,68 *¥** 3,14 *** 2,67 **
RAETIL 1,67 ** 1,28 3,31 *** 2,15 *** 2,67 *¥**
FAMA46A 1,24 1,27 2,82 ** 2,31 ** 2,06 *
HDAC9 1,16 1,71 % 3,60 *** 2,53 *** 2,21 **
WARS 1,35 ** 1,37 ** 3,51 *** 2,55 *** 2,48 ***
ADCY4 1,69 *** -1,03 4,04 *** 2,48 ** 4,16 ***
RIPK3 1,18 1,18 * 3,03 *** 2,67 ** 2,63 **
SEMA7A 1,74 ** 1,39 * 5,33 *** 2,78 ** 3,47 **
ccL17 1,46 ** 1,03 3,17 *** 2,03 ** 2,84 ***
ccL2 1,33 * 1,41 6,53 ** 5,03 * 4,77 **
LIPG 1,97 ** 1,94 ** 4,23 ** 2,02 * 2,27 *
PPP1R15A -1,35 *¥** 1,89 * 3,98 ** 5,64 *** 2,02 %
TMPRSS2 1,87 *** 1,42 ** 4,40 *** 2,26 *** 2,98 ***
APOBEC3A 1,11 1,72 3,79 * 3,57 * 2,18

Es ergab sich noch eine weitere Gruppe an Genen, die wahrend des in vitro Modells der
Asthma-Exazerbation in NHBECs signifikant hochreguliert waren und somit als potentielle
Biomarker interessant waren. Die Expression von insgesamt 20 Gene wurde weder durch die

Behandlung mit rhiL-13 noch durch die mit Poly(l:C) alleine reguliert, sprich die Unterschiede
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der Fold Changes waren bei den Vergleichen der Behandlung mit rhiL-13 beziehungsweise
Poly(l:C) gegeniliber den unstimulierten Proben nicht signifikant. Wurden die
Expressionswerte der Exazerbationsgruppe jedoch mit den Datensatzen der unstimulierten
Proben, der nur mit rhiL-13-behandelten Proben beziehungsweise der nur mit Poly(l:C)-
stimulierten Proben verglichen, ergab sich bei diesen drei Vergleichen ein signifikanter Fold
Change. Die bedeutete eine Induktion der Genexpression wahrend der Exazerbation
(Tab. 4.6 C). Die starkste Induktion der Genexpression wahrend der Exazerbation gegeniber
der Kontrolle zeigten die Gene FGF2 (Fold Change 5,9), SEMA7A (Fold Change 5,3) und CCL2
(Fold Change 6,5). MXD1, IFIH1, NOCT, IL-7R, LIFR, ADCY4, LIPG und TMPRSS2 zeigten eine
positive Regulation bei diesem Vergleich (Fold Changes zwischen 4,0 und 4,8). Die Gene
CSRNP1, RAETI1L, FAM46A, HDACY9, WARS, CCL17, PPP1IR15A und APOBEC3A wiesen einen
Fold Change zwischen 2,8 und 4,0 fiir den Vergleich der Expressionsdaten des in vitro Modells

einer Asthma-Exazerbation mit unbehandelten Proben auf (Tab. 4.6 C).

Im nachsten Schritt wurden diese 52 potentiellen Biomarker einer Asthma-Exazerbation im in
vitro Modell mit NHBECs genauer untersucht. Es wurde ein funktionelles Netzwerk der
Proteinprodukte dieser Gene erstellt, um genauere Informationen tber die Mechanismen und
Signalwege wahrend der frihen Phase der Asthma-Exazerbation zu erhalten (Kap. 3.3.5,
Abb. 4.13).

Bei der Betrachtung dieses funktionellen Netzwerkes wurden zwei Gruppen von Interaktomen
deutlich. CXCL9, CXCL10, CXCL11 und CCL5 bildeten einen Komplex aus zahlreichen
Interaktionen untereinander. CXCL9, CXCL10 und CXCL11 sind Chemokine, die an den CXCR3-
Chemokinrezeptor binden kénnen, wohingegen CCL17 und CCL5 den CCR4-Chemokinrezeptor
binden. Zusatzlich bildeten IFIH1, DDX58, ISG15, IFIT1-3, HERC5, RSAD2 und FGF2 ein
Netzwerk aus Bindungen und daraus resultierenden Reaktionen. Diese Proteine kdnnen die
Type | Interferon-Antwort mit regulieren. Im Netzwerk war dementsprechend auch ein Pfeil,
der fur die Aktivierung steht, zwischen DDX58 und IFN-B1 eingezeichnet. Zusatzlich ergab sich
noch ein Netzwerk aus inhibitorischen Funktionen, Aktivierung und transkriptioneller
Regulation um IL-6 herum. Dazu gehorten im engeren Kreis TNF, CCL5, IDO1, IL-7R, IFN-B1 und

PRDM1, welche wiederum mit anderen Proteinen des Netzwerkes interagierten (Abb. 4.13).
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Abb. 4.13: Funktionelles Netzwerk der potentiellen Biomarker des in vitro Modells einer Asthma-
Exazerbation mit NHBECs. Basierend auf den Ergebnissen aus Tabelle 4.6 wurde ein funktionelles Netzwerk
der Proteine erstellt, deren mRNA in dem in vitro Modell einer Asthma-Exazerbation von NHBECs signifikant
erhdht war. Das Netzwerk wurde mit der Website https://string-db.org/ erstellt. Graue Verbindungen zeigen
alle Interaktionen basierend auf experimentellen Daten und verdéffentlichen Manuskripten.

Da die bisherigen Untersuchungen Unterschiede in den Ergebnissen von ALI-Zellkulturen von
NHBECs und DHBECs, welche mit dem gleichen experimentellen Protokoll behandelt wurden,
nachgewiesen haben, wurden fir die Identifizierung der potentiellen Biomarkern zusatzlich
die Datensatze der verschiedenen Behandlungen der ALI-Epithelien von DHBECs untersucht.
Entsprechend der Auswertung der Datensatze der NHBECs wurden auch fir die DHBECs die
verschiedenen Behandlungen mit den Proben des in vitro Modells einer Asthma-Exazerbation
verglichen und der jeweilige Fold Change berechnet. AnschlieBend wurden diese Vergleiche

hinsichtlich signifikanter Fold Changes im Vergleich zu den Proben der Exazerbation
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ausgewertet. Diese Auswertungen ergaben, dass insgesamt 51 Gene eine signifikante
Induktion im Exazerbationsmodell gegeniiber den anderen Behandlungen zeigten (Tab. 4.7).

Die meisten Gene waren dabei der Gruppe der durch Poly(l:C)-induzierten inflammatorischen
Antwort zuzuordnen. Dies bedeutete, dass sich bereits beim Vergleich der
Expressionsintensitdten der Poly(l:C)-Behandlung mit den unstimulierten Kontrollen ein
signifikanter positiver Fold Change ergab, sprich eine Induktion der Genexpression durch
Poly(l:C) alleine. Durch die Kombination aus rhlL-13 und Poly(l:C) in der Exazerbationsgruppe
wurde die Expression dieser Gene weiter verstarkt, sodass signifikante Fold Changes fir den
Vergleich des Expressionsintensitdten der Exazerbationsgruppe mit denen der Poly(l:C)-
Stimulation alleine ermittelt wurden. Insgesamt 31 Gene zeigten dieses Expressionsverhalten.
Wahrend bei den Vergleichen der Datensatze der NHBECs CXCL10 eine sehr starke Induktion
nach Poly(l:C)-Gabe und wahrend der Exazerbation aufwies, tauchte dieses Gen in der Liste
der potentiellen Biomarker der DHBECS nicht auf, da der Fold Change mit einem p-Wert von
0,06 nicht signifikant war (Fold Change 1,9). Die Auswertung der Datensdtze der DHBECs
zeigte die starkste Induktion der Genexpression flir CXCL11 (Fold Change Exazerbation vs.
unstimuliert 69) und IFIT2 (Fold Change Exazerbation vs. unstimuliert 44). Diese Induktion
wahrend der Kostimulation war zusatzlich gegentber der Poly(l:C)-Gruppe signifikant erhoht.
Weitere Gene, die durch die Kostimulation mit rhiL-13 und Poly(l:C) stark induziert wurden,
waren CXCL9 (Fold Change 20), CD83 (Fold Change 24), IL-6 (Fold Change 28), IFIT1 (Fold
Change 23), OASL (Fold Change 23), CCL5 (Fold Change 27), IFN-L1 (Fold Change 25) und IFN-
L2 (Fold Change 28). Beim Vergleich der nachgestellten Exazerbation mit den Daten der
Poly(1:C)-Applikation ergaben sich fiir diese Gene eine Induktion der Expression zwischen 2,0
und 3,4, wovon einige jedoch einen nicht signifikanten p-Wert aufwiesen. IL-1A, RSAD2,
HERC5, TNIP3, IFN-B1, DDX58, PMAIP1, IFN-L3, PLAUR wiesen einen Fold Change zwischen 9,9
und 20 fur den Vergleich zwischen der Exazerbation und den Kontrollen auf. Fir IFN-B1 wurde
zusatzlich ein hochsignifikanter Anstieg der Genexpression in der Kostimulation gegeniiber
der Poly(l:C)-Behandlung alleine ermittelt. Die anderen Gene zeigten fir diesen Vergleich auch
eine weitere Erhohung der Expression durch die Kostimulation (Fold Changes zwischen 2,0
und 3,4). Die weiteren zwolf Gene wiesen beim Vergleich der Daten der Kostimulation mit
denen der unbehandelten Kontrolle einen Fold Change zwischen 3,8 und 8,4 sowie fiir den
Vergleich zwischen Exazerbation und Poly(l:C)-Stimulation einen Fold Change von 2,0 bis 3,9
auf. Zu dieser Gruppen gehorten die Gene ISG15, ATF3, IFIH1, CSRNP1, FGF2, PTGER4, LIFR,
EDN1, TNF, PRDM1, C2CD4A und PPP1R15A (Tab. 4.7 A)
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Fiir die Gene SH2D1B, CD274 und CH25H wurde beim Vergleich der Stimulation mit rhiL-13
beziehungsweise Poly(l:C) alleine mit den unstimulierten Kontrolle jeweils ein signifikanter
positiver Fold Change ermittelt. Alle drei Gene zeigten dabei eine starkere Induktion der
Genexpression, sprich einen hoheren Fold Change, bei der Stimulation mit rhiL-13 im
Vergleich zu Poly(l:C) alleine. Der durch rhlL-13 beziehungsweise Poly(l:C) induzierte Anstieg
der Genexpression, wurde durch die Kostimulation jeweils weiter verstarkt. Entsprechend der
starkeren Reaktion auf die Behandlung mit rhiL-13 betrugen die Fold Changes beim Vergleich
der Exazerbation mit der rhiL-13-Stimulation Werte von 2,2 fir SH2D1B, 2,4 fir CH25H und
3,7 fur CD274 (Tab. 4.7 B).

Die dritte Gruppe bildeten 17 Gene, welche weder durch die Behandlung mit rhiL-13 noch mit
Poly(l:C) alleine einen signifikanten Anstieg der Genexpression aufwiesen. Lediglich die
Behandlung mit beiden Stimuli in Kombination fiihrt zu einem signifikanten Fold Change. JAK2
(Fold Change 4,7) und RIPK3 (Fold Change 4,8) zeigten dabei die starkste Induktion der
Genexpression wahrend der Exazerbation im Vergleich zu den Kontrollen. Die Fold Changes
fiir diese Gene waren in den Vergleichen zwischen der Exazerbation und den einzelnen Stimuli
signifikant. Weitere Gene mit einem hochsignifikanten Fold Change (4,0 bis 4,5) fir den
Vergleich der kostimulierten Proben mit denen der Kontrollen waren MXD1, DDX60, TRIM15,
C8orf4 und TMEMI106A. Bei dem Vergleich der Expressionsintensititen der
Exazerbationsgruppe mit denen der rhiL-13-Stimulation lagen die Fold Changes zwischen 2,0
und 3,8, fiir den Vergleich mit Poly(l:C) zwischen 2,0 und 2,5. Weitere Gene mit signifikanten
Fold Changes fir alle Vergleiche zwischen der Exazerbationsgruppe und den jeweiligen
Kontrollen beziehungsweise Behandlungen mit nur einem Stimulus waren SLC26A9, RHOB,
RAETI1L, FAM64A, WARS, ADCY4, SEMA7A, CCL2 und TMPRSS2. Die Werte der Fold Changes
fir den Vergleich der Exazerbation mit den unbehandelten Kontrollen lagen zwischen 3,1 und
3,9. Nur EPSTI1 zeigte fiir diesen Vergleich einen Fold Change, der kleiner als 3 war (2,8)
(Tab. 4.7 C).

Fiir die weitere Auswertung und genauere Charakterisierung der insgesamt 51 potentiellen
Kandidaten wurde ein funktionelles Netzwerk der Proteine, fiir die die Kandidaten codieren,
erstellt (Kap. 3.3.5, Abb. 4.14). Das funktionelle Netzwerk zeigte viele Ahnlichkeiten zum
Netzwerk der potentiellen Kandidaten der Daten-Analyse der NHBECs (Abb. 4.13). Insgesamt
42 Gene waren sowohl in der Auflistung der potentiellen Kandidaten basierend auf den Daten

der NHBECs als auch der DHBECs vertreten (Tab. 4.6, Tab. 4.7). Bei beiden Datenséatze waren
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Tab. 4.7: Fold Changes der unstimulierten, rhiL-13- und Poly(l:C)-behandelten ALI-Zellkulturen von DHBECs. Es
wurden Microarrays von unstimulierten ALl-Zellkulturen von DHBECs, die 28 Tage unter ALl-Bedingungen
kultiviert wurden, generiert. Ebenso wurden Expressionsprofile von ALI-Epithelien erstellt, die von Tag 21 bis
Tag 28 mit 5 ng/ml rhiL-13 stimuliert wurden beziehungsweise denen an Tag 28 5 ug/ml Poly(l:C) appliziert
wurde sowie von ALI-Zellkulturen, die mit rhlL-13 und Poly(l:C) behandelt wurden. AnschlieRend wurden die
normierten Expressionsintensitdten gemittelt und die Fold Changes fir die aufgefiihrten Gruppen berechnet. Es
sind die Gene aufgelistet, welche einen signifikant erhéhten Fold Change in der Exazerbation gegeniiber den
anderen Behandlungen aufwiesen. Diese Gene wurden entsprechend des Stimulus sortiert, welcher die Asthma-
Exazerbation im in vitro Modell ausldste: A) Poly(l:C)-induzierte Exazerbation, B) rhiL-13- und Poly(l:C)-induzierte
Exazerbation, C) rhiL-13- und Poly(l:C)-unabhéngige Exazerbation. Fold Change <-2 beziehungsweise Fold
Change > 2, * p-Wert < 0,05, ** p-Wert < 0,01 und *** p-Wert < 0,001.

A) Fold Change Fold Change Fold Change Fold Change Fold Change
Gen rhiL-13 vs Poly(l:C) vs. Exazerbation Exazerbation Exazerbation
unstimuliert unstimuliert vs. unstimuliert vs. rhiL-13 vs. Poly(l:C)
ISG15 1,17 2,55 * 7,35 *** 6,62 *** 2,79 *
ATF3 -1,22 2,29 * 5,02 *** 7,24 *** 2,02 *
IL-1A 1,56 9,36 *** 19,63 *** 11,96 *** 2,05
IFIH1 1,40 ** 2,80 ** 6,24 *** 4,61 *¥** 2,27 *
RSAD2 1,12 5,95 * 14,87 *** 15,82 *** 2,48
CSRNP1 1,26 2,13 * 3,86 *** 2,97 ¥** 2,09 *
HERC5 -1,05 4,03 * 14,00 *** 12,55 *** 3,36 *
FGF2 1,18 2,51 5,22 *** 4,62 ** 2,38 *
CXCL9 1,03 7,76 * 20,47 ** 20,72 ** 2,49
CXCL11 1,16 17,92 ** 68,74 *** 61,49 *** 3,17
TNIP3 1,60 4,66 ** 11,93 *** 8,85 *** 2,42 *
PTGER4 1,64 2,84 ** 6,90 *** 4,03 *¥** 2,23 ***
LIFR 1,71 ** 2,31 ** 6,46 *** 3,61 *** 2,66 **
EDN1 1,33 2,33 5,47 ** 3,54 ** 2,43
CD83 -1,02 8,85 *** 23,76 *** 27,01 *¥** 2,43 **
TNF -1,03 2,41 ** 5,39 ** 6,09 *** 2,01
PRDM1 1,53 2,54 ** 6,10 *** 3,93 *** 2,32 **
IL-6 1,06 8,19 * 27,79 ** 24,88 ** 3,07
IFN-B1 1,06 2,91 * 12,99 *** 13,22 *** 4,72 **
DDX58 1,99 *** 4,95 *** 13,19 *** 6,56 *** 2,54 **
IFIT2 1,32 22,40 *** 44,45 *** 33,24 *** 2,05 *
IFIT1 -1,00 8,26 ** 22,74 *** 21,61 *¥** 2,57 *
OASL 1,10 11,49 *** 23,42 *** 21,70 *¥** 2,01*
C2CD4A 1,05 2,12 * 8,37 *** 8,04 *** 3,90 ***
CCL5 -1,06 9,51 ** 26,70 *** 30,71 *** 2,56
PMAIP1 1,01 5,37 ** 11,07 *** 11,19 *** 2,12 *
IFN-L2 1,01 7,57 ** 28,12 *** 26,26 *** 3,46 *
IFN-L1 -1,01 7,74 ** 25,22 *** 21,32 *¥** 3,02 *
PPP1R15A -1,19 2,17 ** 5,07 *** 6,28 *** 2,27 **
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IFN-L3 -1,01 3,27 * 10,88 *** 11,58 *¥** 3,47 *
PLAUR 1,71 * 4,21 ** 16,68 *** 9,03 *** 3,97 **
B) Fold Change Fold Change Fold Change Fold Change Fold Change
Gen rhiL-13 vs Poly(I:C) vs. Exazerbation Exazerbation Exazerbation
unstimuliert unstimuliert vs. unstimuliert vs. rhiL-13 vs. Poly(l:C)
SH2D1B 14,00 *** 2,38 * 31,08 *** 2,22 **x* 14,10 ***
CD274 6,12 *** 4,58 * 22,85 *** 3,70 *** 5,11 *
CH25H 3,98 ** 2,76 * 9,61 *** 2,35 ** 3,76 **
Q) Fold Change Fold Change Fold Change Fold Change Fold Change
Gen rhiL-13 vs Poly(l:C) vs. Exazerbation Exazerbation Exazerbation
unstimuliert unstimuliert vs. unstimuliert vs. rhiL-13 vs. Poly(l:C)
SLC26A9 1,77 1,97 * 3,89 *** 2,39 * 2,07 *
RHOB 1,02 1,42 3,23 *** 3,18 *** 2,16 **
MXD1 1,19 1,95 * 4,49 *** 3,84 *** 2,34 **
DDX60 1,34 1,87 * 4,36 *¥** 3,23 *¥** 2,33 *¥*
TRIM15 1,12 1,84 4,06 * 3,38 * 2,02
RAETI1L 1,42 1,20 3,27 *** 2,23 ** 2,94 ***
FAMA46A 1,27 1,92 * 3,74 *** 3,19 *** 2,02 *
C8orf4 1,33 1,97 4,47 *** 3,19 ** 2,48 *
JAK2 1,43 1,88 ** 4,67 *** 3,08 *** 2,63 **
EPSTI1 1,05 1,41 2,77 *** 2,74 ** 2,10
WARS 1,19 1,55 * 3,88 *** 3,41 *¥** 2,48 **
ADCY4 1,32 1,07 3,70 *** 3,42 *** 4,37 ***
RIPK3 1,28 * 1,35 * 4,84 *** 3,80 *** 3,62 ***
SEMA7A 1,20 1,27 3,18 *** 2,59 *** 2,69 ***
CCL2 1,17 1,62 3,84 *** 3,67 *** 2,65 *
TMEM106A 1,08 ** 1,72 ** 4,19 *** 2,01 ** 2,39 *¥**
TMPRSS2 1,67 ** 1,47 * 3,62 *** 2,18 *** 2,48 ***

zwei groRere Interaktionsgruppen zu beobachten. Zum einen ergaben sich Interaktionen

zwischen CCL5, CXCL9 und CXCL11 (bei den NHBECs zusatzlich CXCL10). Zum anderen bildete

sich ein Netzwerk aus Interaktionen zwischen IFIH1, IFIT1-3, DDX58, HERC5, ISG15, RSAD2 und

OASL (Abb. 4.13, Abb. 4.14). Weiterhin war auch im Netzwerk basierend auf den Daten der

ALl-Epithelien der DHBECs IL6 ein wichtiges Protein im Mittelpunkt von verschiedenen

Regulationsmechanismen. Neben den bereits fiir das Netzwerk der NHBECs beschriebenen

Interaktionen, ergab sich im in vitro Modell mit DHBECs zusatzlich JAK2 als ein potentieller

Kandidat fur eine Asthma-Exazerbation. Zwischen IL-6 und JAK2 wurden inhibitorische
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Interaktionen dargestellt. Zusatzlich interagiert JAK2 mit LIFR, EDN1, CD274 (Inhibition) und
ADCY4. Weiterhin waren die beiden Gene ATF3 und CH25H in den exazerbierten ALI-
Zellkulturen der DHBECs signifikant induziert. In der Darstellung des funktionellen Netzwerkes
ergab sich eine inhibitorische Rolle von ATF3 auf CCL2. AuBerdem wirkte ATF3 negativ auf die
transkriptionelle Regulation von CH25H, wahrend es selber durch TNF aktiviert wird

(Abb. 4.14).
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Abb. 4.14: Funktionelles Netzwerk der potentiellen Biomarker des in vitro Modells einer Asthma-
Exazerbation mit DHBECs. Basierend auf den Ergebnissen aus Tabelle 4.7 wurde ein funktionelles Netzwerk
der Proteine erstellt, dessen mRNA in dem in vitro Modell einer Asthma-Exazerbation von DHBECs signifikant
erhoéht war. Das Netzwerk wurde mit der Website https://string-db.org/ erstellt. Graue Verbindungen zeigen
alle Interaktionen basierend auf experimentellen Daten und veroffentlichen Manuskripten.
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Chronisches Asthma ist mit 339 Millionen Erkrankten weltweit eine der haufigsten
Lungenerkrankungen (1). Bei addquater Behandlung kann die Erkrankung weitestgehend auf
einem stabilen Niveau gehalten werden, jedoch kdnnen verschiedene Trigger plotzlich
auftretende akute Verschlimmerungen, sogenannte Asthma-Exazerbationen, auslosen.
Asthma-Exazerbationen verursachen héhere Kosten fiir die Gesundheitssysteme als stabiles
Asthma, da die Patienten aufgrund der Verschlimmerung des gesundheitlichen Zustandes eine
erhéhte Medikation und teilweise sogar einen Krankenhausaufenthalt bendtigen (110, 111,
166). Zusatzlich sind Exazerbationen mit einer langfristigen Verschlechterung der
Lebensqualitat, sich stetig verringernden Lungenfunktion sowie einem erhohten Risiko fir
weitere Exazerbationen verbunden (111-115). Auch wenn durch die Gabe von
Kortikosteroiden, lang-wirkenden B-Agonisten und anderen Therapien das Risiko einer
Exazerbation bei einigen Patienten gesenkt werden kann, gibt es immer noch viele Patienten,
die ein bis mehrmals im Jahr eine Asthma-Exazerbation erleiden (114, 119). Bis heute gibt es
keine etablierten pradiktiven Biomarker, die zur Einleitung einer frithen Therapie eingesetzt
werden konnten, um dadurch die Anzahl an Exazerbation zu reduzieren. Asthma-
Exazerbationen werden vor allem von Viren induziert, die das Atemwegsepithel infizieren. Das
Bronchialepithel bildet das atemwegsauskleidende Gewebe und dient als Barriere sowie erste
Hiirde fir virale Infektionen. Zusatzlich ist das Epithel der Ursprung vieler Mediatoren, die fiir
die Entstehung der allergischen Entziindung bei Asthma und die Inflammation wahrend der

Exazerbation notwendig sind (132).

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde ein 3D-Zellkulturmodell zur Nachstellung der epithelialen
Antwort wahrend der Initiierung einer Exazerbation etabliert und charakterisiert (Kap. 4.1).
Heutzutage gibt es eine Vielzahl an moglichen epithelialen Zellkulturmodellen. So gibt es
immortalisierte Zelllinien oder auch priméare Epithelzellen, welche unter submersen
Bedingungen kultiviert werden konnen (167, 168). Da das Atemwegsepithel in vivo jedoch aus
einem Zellverband mit verschiedenen Zelltypen besteht, wurde in dieser Arbeit das
sogenannte Air-liquid Interface-Zellkulturmodell, das ein ausdifferenziertes Atemwegsepithel
von primaren humanen Bronchialepithelzellen lungen-gesunder und asthmatischer Spender

ableitet, verwendet (Kap. 3.1). Dieses Modell bietet eine Moglichkeit, die Liicke zwischen den
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bisher gewonnenen Erkenntnissen durch Mausmodellen zur in vivo Situation der Lunge zu
schlielRen. Dies ist fur die aktuelle Forschung wichtig, da Mausmodelle einige immunologische
und physiologische Limitierungen im Vergleich zur humanen in vivo Situation aufweisen (168).
So gibt es strukturelle Unterschiede in der Maus wie eine monopodiale Verastelung der
Bronchien, keine respiratorischen Bronchiolen und eine andere Zusammensetzung des
Atemwegepithels. In gesunden Mausen sind im Gegensatz zum humanen Atemwegsepithel
sekretorische Zellen kein substantieller Teil der Trachea und der Anteil an Basalzellen ist
geringer (82). Weiterhin zeigten Vergleiche der Transkriptome von in vivo Bronchialepithelien
humaner Biopsien mit Zellkulturen von primaren HBECs, die unter ALI- oder submersen
Bedingungen gewachsen sind, und ALI-Zellkulturen der immortalisierten Zelllinie Calu-3, dass
die differenzierten ALI-Epithelien der HBECs die groRte Ahnlichkeit beziiglich der
Genexpression zu in vivo Atemwegsepithelien aufwiesen (169). In dem in dieser Arbeit
verwendeten Zellkulturmodell wuchsen die primaren Epithelzellen fir 28 Tage auf einer
semipermeablen Membran, sodass die Zellen Uber die basale Seite mit lebenswichtigen
Nahrstoffen, Wachstumsfaktoren und Mediatoren fiir die Differenzierung versorgt wurden,
wahrend die apikale Seite mit der Umgebungsluft im Kontakt stand (Kap.3.1.4). Die
morphologische Untersuchung und die Analyse der Genexpression verschiedener zelltyp-
spezifischer Marker von ALI-Zellkulturen von sowohl NHBECs als auch von DHBECs ergab, dass
sich wahrend dieser vier Wochen ein pseudostratifizierter Zellverband aus basal gelegenen
Basalzellen sowie zilientragenden und sekretorischen Zellen ausbildete (Abb. 4.1, Abb. 4.2).
Damit entsprachen der Aufbau und die Zusammensetzung dieses Zellverbandes dem Aufbau
des humanen Atemwegsepithels in vivo (76). Bis Tag 14 war nur fir CK-5, einem Gen spezifisch
fir Basalzellen, eine signifikante Veranderung der Expression messbar und bis zu diesem
Zeitpunkt waren die Basalzellen die einzigen immunhistochemisch nachweisbaren Zellen der
in dieser Arbeit analysierten Zelltypen, die auch im weiteren zeitlichen Verlauf an der basalen
Seite als Zellpopulation erhalten blieben (Abb. 4.1, Abb. 4.2). Somit bleibt auch der
funktionelle Beitrag der Basalzellen als Stammzellen des Epithels und deren Beteiligung an
Reparatur- und Regenerationsprozessen bestehen (170, 171). Die Zilien an der apikalen Seite
des in vitro Epithels waren immunhistochemisch erst ab Tag 21 eindeutig nachweisbar,
wohingegen die mukusproduzierenden Becherzellen bereits ab Tag 14 beobachtet werden
konnten (Abb. 4.1), was sich mit vorherigen Studien deckte (172, 173). Wahrend teilweise
beschrieben wurde, dass das ALI-Epithel bereits nach circa zwei Wochen ausdifferenziert ist

(174, 175), zeigten die Ergebnisse der Untersuchung des zeitlichen Verlaufs der
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Differenzierung dieser Arbeit, dass erst nach 21 Tagen alle Zelltypen im in vitro Epithel
nachgewiesen werden konnten (Abb. 4.1). Dieses Ergebnis deckt sich mit den Protokollen
anderer Publikationen (153, 172, 176). Allerdings zeigte die weitere Kultivierung der NHBECs
und DHBECs unter ALI-Bedingungen, dass eine Differenzierung bis Tag 28 fiir die vollstandige
Ausbildung eines funktionellen in vitro Epithels vorteilhaft ist (Abb. 4.1). Dementsprechend
wurden die Zellen in dieser Arbeit fiir jeweils vier Wochen unter ALI-Bedingungen kultiviert,
wie es auch von anderen Gruppen praktiziert wird (177-179). Die Untersuchung des zeitlichen
Verlaufs der Differenzierung ist fir ALI-Experimente von grofRer Bedeutung, da der Status der
Differenzierung sich auf die epitheliale Antwort auswirkt. So wurde zum Beispiel gezeigt, dass
der Status der Differenzierung die Freisetzung von Eotaxin-2 und -3 nach Stimulation mit IL-4
und IL-13 unterschiedlich reguliert (180). Weiterhin beeinflusst der Grad der Differenzierung
die Infektion mit Rhinoviren und Influenza-Viren dergestalt, dass vollstandig differenzierte in
vitro Epithelien eine geringere Infektionsrate und eine Immunantwort aufweisen, die sich von
submersen Zellkulturen unterscheidet (176, 181).

Neben dem Aufbau des Epithels ist auch die prozentuale Verteilung der verschiedenen
Zelltypen ein wichtiger Aspekt fiir die Vergleichbarkeit des ALI-Epithels mit dem Gewebe in
vivo. In den Atemwegen der humanen Trachea nehmen die zilientragenden Zellen circa 80 %
der Apikalseite ein, wahrend die sekretorischen Zellen nur 15 bis 20 % der Zellen an der
apikalen Seite ausmachen (182). Die quantitative Auswertung des Anteils an
mukusproduzierenden Becherzellen an der apikalen Seite des ALl-Epithels betrug bei
Zellkulturen von lungen-gesunden Spendern circa 50 % und einem daraus resultierend
geringeren Anteil an zilientragenden Zellen als in vivo (Abb. 4.5 B unstimuliert & D
unstimuliert). Diese Verschiebung in Richtung eines geringeren Anteils an zilientragenden
Zellen scheint fiir ALI-Epithelien typisch zu sein (172, 173, 179). Die geringere Ziliendichte in
ALl-Zellkulturen konnte durch eine geringere Expression von Genen, die fir die
Differenzierung zu zilientragenden Zellen und die Ausbildung der Zilien verantwortlich sind,
verursacht oder Prozessen der De- und Re-Differenzierung der verwendeten HBECs
geschuldet sein (169, 179, 183).

Zusammengefasst zeigt das  3D-ALl-Zellkulturmodell mit primdren  humanen
Bronchialepithelzellen viele Aspekte des humanen in vivo Atemwegsepithels, sodass mit
diesem Zellkulturmodell eine gute Ausgangslage geschaffen ist, um Ergebnisse zu generieren,
die eine gute Ubertragbarkeit auf die humane in vivo Situation und somit eine gute Grundlage

fir die weiteren Untersuchungen dieser Arbeit bieten sollte.
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Der zeitliche Ablauf der Differenzierung und der Aufbau des ALl-Epithels von DHBECs
entsprach dem der ALI-Zellkulturen von NHBECs. Jedoch schien der Anteil an gespeichertem
Mukus und daraus resultierend der Anteil an Becherzellen bei ALI-Zellkulturen von DHBECs ab
Tag 21 im Vergleich zu denen von NHBECs leicht erhoht zu sein (Abb. 4.1, Abb. 4.3.). Die
quantitative Auswertung des Anteils an Becherzellen und des Mukusvolumens ergaben jedoch
keine signifikanten Unterschiede in der prozentualen Verteilung der Zelltypen zwischen
NHBECs und DHBECs (Abb. 4.5 B unstimuliert & D unstimuliert). Somit konnte die fir Asthma
charakteristische Becherzellmetaplasie durch die Differenzierung alleine nicht generiert
werden. Diese Beobachtung ist mit vorherigen Untersuchungen kongruent (184). Als Grund
hierfir wird vermutet, dass wahrend der Asthma-Erkrankung in vivo eine Vielzahl an
Mediatoren von verschiedenen Zellen ausgeschiittet werden, welche auf das Epithel wirken
(158). Diese sind wahrend der Differenzierung nicht verfligbar. Zusatzlich durchlaufen die
HBECs wahrend der Isolierung und Aufarbeitung eine De-Differenzierung, wodurch die
Zellkultur anfangs nur aus Basalzellen besteht, gefolgt von anschlieRender Re-Differenzierung
(179). Dementsprechend war im nachsten Schritt dieser Arbeit die Generierung eines
asthmatischen Phanotyps des Epithels fir die spatere Untersuchung einer Asthma-
Exazerbation in einem in vitro Modell notwendig.

Da allergisches eosinophiles Asthma eine Krankheit ist, bei der die Tha-vermittelte
Inflammation dominiert, spielen Th,-Zytokine wie IL-4, IL-5 und IL-13 eine wichtige Rolle (158).
So ist IL-13 an der Auspragung charakteristischer Eigenschaften von Asthma wie der AHR,
Hypersekretion von Mukus und der subepithelialen Fibrose beteiligt (185, 186). Zusatzlich ist
es in die Regulierung der Produktion von IgE durch B-Lymphozyten, der Expression des IgE-
Rezeptors FceRll (CD23) auf verschiedenen inflammatorischen Zellen, wie den Makrophagen,
und der Freisetzung von Eotaxinen durch das Atemwegsepithel involviert (187). Damit
verbunden wurde in bronchialen Biopsien und Sputum von Patienten mit schwergradigem
Asthma ein erhohtes Level an IL-13 gefunden (188). Da bereits gezeigt werden konnte, dass
IL-13 in vitro eine Becherzellmetaplasie in Zellkulturmodellen mit HBECs induzieren kann
(189), wurde in dieser Arbeit rekombinantes humanes IL-13 eingesetzt, um einen Thy-
polarisierten epithelialen Phanotyp zu etablieren. Der Verlauf der Differenzierung ergab, dass
ab Tag 21 ausreichend Becherzellen vorhanden waren, sodass dieser Zeitpunkt fiir den Start
der Stimulation mit rhiL-13 gewahlt wurde (Abb. 3.3 A, Abb. 4.1). Histologische Farbungen von
ALl-Epithelien von NHBECs sowie DHBECs wiesen nach der rhiL-13-Behandlung eine

konzentrationsabhingige Becherzellmetaplasie auf (Abb. 4.5). Diese Ergebnisse sind mit
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Beobachtungen von Atherton et al. (ibereinstimmend, welche bei einer eingesetzten
Konzentration von 1ng/ml IL-13 einen fiinf- bis zehnfachen Anstieg der Anzahl an
Becherzellen gemessen hatten (189). Zusatzlich zur Becherzellmetaplasie nahm die Expression
von MUC5AC bei ALl-Zellkulturen von NHBECs sowie DHBECs mit steigender rhiL-13-
Konzentration signifikant zu (Abb. 4.4). Diese Verdnderung der Genexpression spiegelt die
Hyperproduktion des Mukus bei Asthmatikern wider. Denn der verstarkt produzierte und
sezernierte Mukus enthélt bei Asthma als Muzin vor allem MUC5AC (100, 190). Durch das
Verschieben des Gleichgewichtes zwischen MUCS5B, welches in Atemwegen von gesunden
Individuen vorherrscht, in Richtung MUC5AC, kommt es zu einer verschlechterten Mukus-
Clearance und geringeren Apoptose von Eosinophilen im Atemwegslumen (100, 106, 191). Die
erhéhte MUC5AC-Expression wurde zusammen mit einem erhdhten Level an IL-13 vor allem
in dem von Woodruff et al. definierten Th;-high-Endotyp bei Asthma gefunden. Dieser
Endotyp charakterisiert eine groRe Patientengruppe mit eosinophilem Asthma und ist durch
eine Reihe weiterer Gene charakterisiert (192). So sind unter anderem noch die Expression
des Calcium-aktivierten Chloridkanals CLCA1, des Serinpeptidase-Inhibitors SerpinB2 und
Periostin (POSTN) bei Asthma hochreguliert (159). Erhdhte Level an Periostin wurden bereits
in den Atemwegen von Asthma-Patienten mit einer Eosinophilie nachgewiesen und gelten als
Marker fir die eosinophile Inflammation und das Atemwegs-Remodeling (193, 194). Allein
durch die Gabe von rhlL-13 wurde die Genexpression von sowohl CLCA1 als auch SerpinB2 in
Zellkulturen von NHBECS und DHBECs dosisabhadngig erhoht (Abb. 4.4). Dies wurde mit
Genexpressionsprofilen von NHBECs und DHBECs bestatigt, in denen CLCA1 zu einem der am
starksten hochregulierten Genen bei den Vergleichen der Genexpressionsmuster der rhiL-13-
stimulierten mit unstimulierten Zellkulturen gehorte (Kap. 4.2.1, Tab. 4.3). Weiterhin wurde
auch Periostin unter den 25 Genen mit der starksten Veranderung in der Expression
aufgefihrt (Tab. 4.3). Diese Wirkung von IL-13 in ALI-Epithelien deckt sich mit den Ergebnissen
von Mertens et al. (195). Eine weitere wichtige Rolle des Atemwegsepithels ist die Freisetzung
von chemotaktischen Lockstoffen fiir Eosinophile zu denen auch die Eotaxine CCL11, CCL24
und CCL26 gehdren (196). Die Genexpressionslevel von CCL24 und CCL26 sind in epithelialen
Blirstungen von asthmatischen Patienten erhéht und mit einer geringeren Lungenfunktion,
erhoéhten Anzahl an Eosinophilen im Sputum und 6fter auftretenden Asthma-Exazerbationen
verbunden (197). In vitro fuhrt die Stimulation mit IL-13 zur Produktion von CCL-26 durch die
Bronchialepithelzellen (198). Solch eine Erhéhung in der Genexpression von CCL26 konnte in

ALl-Epithelien von NHBECs und DHBECs durch Stimulation mit rhiL-13 fir 7 Tage induziert
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werden (Abb. 4.4, Tab. 4.3). Die Auswertung der Genexpressionsprofile und Vergleiche der
unstimulierten und rhlL-13-stimulierten ALI-Zellkulturen ergaben weitere asthma-assoziierte
Gene, die durch rhlL-13 in vitro induziert wurden. So war zum Beispiel die Expression von
SCL26A4, welches fiir das Protein Pendrin kodiert, sowohl in ALI-Epithelien der NHBECs als
auch DHBECs durch die Applikation von rhiIL-13 stark erhoht (Tab 4.3). Pendrin ist ein
integrales Membranprotein, das Anionen wie Chlorid und Thiocyanat transportiert (199). Es
wurde in einem Tiermodell des experimentellen Asthmas verstarkt an der apikalen Membran
von Bronchialepithelzellen exprimiert und ist an der Mukus-Uberproduktion durch
Beeinflussung der Genexpression und Proteinsynthese von MUC5AC beteiligt (200). Weiterhin
wurde die Genexpression der Dipeptidylpeptidase-4 (DPP-4, CD26) in ALI-Zellkulturen von
NHBECs und DHBECs durch die rhlL-13-Stimulation signifikant hochreguliert (Tab. 4.3). DPP4
wird erst seit Kurzem genauer im Zusammenhang mit Asthma untersucht, sodass die genauen
Mechanismen noch nicht vollkommen verstanden sind. Es scheint jedoch direkt auf die
Proliferation von glatten Bronchialmuskelzellen und Lungenfibroblasten zu wirken, welche
daraufhin extrazellulare Matrixproteine synthetisieren und dadurch in das Asthma-
Remodeling involviert sind (201). Die Stickstoffmonoxid-Synthase 2 (NOS2) dagegen ist durch
die Regulierung von Stickstoffmonoxid an Remodeling-Prozessen, aber auch der Entziindung
und Atemwegsverengung beim Asthma beteiligt (202, 203). In den ALI-Epithelien von NHBECs
und DHBECs konnte NOS2 nachgewiesen werden und war nach der Behandlung mit rhiL-13
signifikant hochreguliert, sodass es bei den Vergleichen der Transkriptome zu den 25 Genen
mit dem hochsten Fold Changes gehorte (Tab. 4.3). Die Steuerung von NOS2 findet im
Wesentlichen Uber die Genexpression statt. Weiterhin liegt NOS2 bei Asthma in einer
vermehrten Proteinmenge vor und zeigt eine hohere Aktivitat (202, 204). Ein weiteres Protein,
das bei Asthma nachgewiesen wurde, ist Intelectin-1 (ITLN1) (205, 206). Dieses Protein ist fiir
die Initiierung der Th-Antwort bei Asthma essentiell, indem es die Expression von IL-25, IL-33
und TSLP reguliert (207). Die Genexpression von ITLN1 war in ALI-Zellkulturen von NHBECs
nach der rhiL-13-Behandlung signifikant erhoht (Tab. 4.3). Diese Beobachtung wurde auch
schon in anderen Arbeiten gemacht und zeigt die Bedeutung von Intelectin-1 sowohl bei der
Initiierung der Thy-Antwort bei Asthma als auch bei deren Verstarkung im weiteren Verlauf
der Inflammation (207-209).

Zusammengefasst kann geschlussfolgert werden, dass die Stimulation von ALI-Zellkulturen mit

rhiL-13 einen Thy-polarisierten epithelialen Phdanotyp mit Becherzellmetaplasie und Mukus-
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Hyperproduktion generiert, der auch auf molekularer Ebene dem asthmatischen Th;-

assoziierten Atemwegsepithel in vivo sehr dhnelt.

Infektionen des oberen Atemwegtraktes werden in 30 bis 50 % der Falle durch hRV, 5 bis 15 %
durch Influenza-Viren und 5 bis 10 % durch RSV ausgel6st (210). Diese Viren sind auBerdem
fur den Grofteil der akuten Asthma-Exazerbationen in Kindern und Erwachsenen
verantwortlich (121, 143). Die PAMPs der Viren werden durch PRRs, wie den TLRs sowie RNA-
Helikasen RIG-I und MDAS5, erkannt (132). Da TLR3 in den intrazellularen Endosomen von
Makrophagen, dendritischen Zellen, CD8*Effektor-Lymphozyten aber auch Bronchial-
epithelzellen exprimiert wird, war er fiir das in dieser Arbeit etablierte Modell von besonderer
Bedeutung (211-214). TLR3 ist ein Rezeptor fiir dsSRNA, welche wahrend der Replikation von
den meisten RNA-Viren, wie Picornaviren, RSV und Influenza A, gebildet wird (210). MDAS5 und
RIG-I dagegen detektieren intrazellulare dsRNA im Zytosol der Zelle (215). Sowohl TLR3, als
auch MDA5 und RIG-I werden von humanen Bronchialepithelzellen in vitro exprimiert
(Anhang Abb. A.1). In dieser Arbeit wurde fir die Induktion der antiviralen Inflammation das
virale Surrogat Poly(l:C) verwendet (Kap. 4.1.3, Kap. 4.2.2). Poly(l:C) ist ein synthetisches
dsRNA-Analogon und gilt als TLR3-Ligand, wird jedoch auch von MDAS erkannt, sodass es die
antivirale Inflammation in vitro sehr gut nachstellen kann (216-218).

TLR3-, MDAS- und RIG-I-vermittelte Signalwege sind fiir die Synthese von Typ | Interferonen
verantwortlich und induzieren die Freisetzung von inflammatorischen Zytokinen und
Chemokinen wahrend einer viralen Infektion (132, 216, 219). In vitro Experimente mit
epithelialen Zelllinien und primaren HBECs zeigten, dass Epithelzellen als Antwort auf eine
Infektion mit hRV unter anderem die pro-inflammatorischen Zytokine IL-1a, IL-1pB, IL-6, TNF-a
und GM-CSF sowie die Chemokine IL-8, RANTES, Eotaxin-1 und -2 produzieren. Zusatzlich
konnten diese Zytokine in der nasalen Lavage nach einer hRV-Infektion nachgewiesen werden
(220).

Far die Validierung der antiviralen Inflammation durch Poly(l:C) in ALI-Zellkulturen von
NHBECs wurde dementsprechend die Genexpression einiger dieser infektions-assoziierter
Zytokine und Chemokine untersucht (Kap. 4.1.3, Kap. 4.2.2). TNF-a und IL-6 kdnnen eine akute
inflammatorische Antwort induzieren und T- sowie B-Lymphozyten aktivieren. Zusétzlich
stimuliert TNF-a Makrophagen, welche fiir die Prasentation von Antigenen flir Zellen des
erworbenen Immunsystems verantwortlich sind (220). IL-6 dagegen kann unter anderem

neben der inflammatorischen Antwort die Produktion von IL-13 durch CD4* T-Zellen fordern
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(221). Im ALI-Zellkulturmodell fiihrte die Stimulation von NHBECs mit 5 mg/ml
beziehungsweise 10 mg/ml Poly(I:C) zu einer dosisabhangigen Zunahme der Expression dieser
beiden pro-inflammatorischen Zytokine bis zu einer 6-stiindigen Stimulation und ging bei 12-
stiindiger oder 24-stiindiger Stimulation wieder auf das Ausgangslevel zurilick (Abb. 4.6 A,
Tab. 4.1). Zuséatzlich zeigte die Auswertung der Genexpressionsprofile, dass /-6 in ALI-
Epithelien von NHBECs durch die Stimulation stark erhéht wurde, sodass es letztendlich das
am zehntstarksten hochregulierte Gen war (Tab. 4.4). Diese inflammatorische Antwort stimmt
mit Ergebnissen von Lever et al. (iberein. Sie zeigten, dass in ALI-Zellkulturen von NHBECs die
Expression von TNF-a nach 24 h Stimulation mit 6 pg/ml und 12 pg/ml Poly(l:C) gefolgt von
48 h Kultivierung ohne Stimulanz um das zehnfache stieg und die Genexpression von IL-6
konzentrationsabhangig auf das bis zu siebenfache anstieg (161). Weiterhin wurde eine
starkere Sekretion von IL-6 und TNF-a in ALI-Zellkulturmodellen nach Poly(l:C)-Behandlung
gemessen (161, 222). Die Werte fir diese Zytokine im Serum und in der nasalen Lavage von
Patienten mit Influenza A-Infektion sind aullerdem erhoht (223).

Zusatzlich sezerniert das Atemwegsepithel IL-8 und IP-10 als Mediatoren fiir die Rekrutierung
von Neutrophilen beziehungsweise T-Lymphozyten und Monozyten (164, 220). IL-8 zeigte
einen konzentrations- und zeitabhdngigen Anstieg der Genexpression ausgeldst durch die
Behandlung mit Poly(l:C) (Abb. 4.6 D, Tab. 4.1). Die Genexpression von [P-10 zeigte eine
Dosisabhangigkeit, wies jedoch einen Anstieg der Expression nur bis zu einer
Stimulationsdauer von 6 h auf und verringerte sich bei langerer Stimulation wieder
(Abb. 4.6 C, Tab. 4.1). Zusatzlich war IP-10 (CXCL10) in ALI-Zellkulturen von sowohl NHBECs als
auch DHBECs das am starksten induzierte Gen und /L-8 (CXCL8) gehorte zu den 25 am starksten
exprimierten Genen nach Stimulation mit Poly(l:C) (Tab. 4.4). Die starke Induktion der
Genexpression von /L-8 nach Poly(l:C)-Gabe wurde bereits zusammen mit einer verstarkten
Sekretion in vitro nachgewiesen (161). Wurden ALI-Epithelien von HBECs mit hRV-16 infiziert,
ergab sich ein Anstieg der Genexpression von /L-8 und eine erhohte Synthese von IP-10
gegenuber einer unstimulierten Kontrolle (224). Es konnten weiterhin erhéhte Proteinlevel in
ALI-Zellkulturen von NHBECs und DHBECs fur IL-8 nach RSV-Infektion und erhohte
Genexpressionslevel fur IP-10 in ALI-Zellkulturen von NHBECs nach Influenza-Infektion
gemessen werden (176, 184). Zusatzlich wurde in immortalisierten BEAS-2B-Zellen eine
konzentrations- und zeitabhangige Erhéhung der Genexpression und des Proteinlevels von IP-
10 nach Poly(l:C)-Behandlung beobachtet (225). Uberdies war das IP-10-verwandte Chemokin
IP-9 (CXCL9) in den Genexpressionsprofilen der NHBECs und DHBECs nach Poly(l:C)-
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Behandlung stark hochreguliert. Die Vergleiche der Poly(l:C)-behandelten mit den
unstimulierten ALI-Epithelien zeigten, dass es bei den DHBECs auf Platz 15 aller gemessenen
Gene des Arrays lag und bei den NHBECs auf Platz 47 (Tab.4.4). Genom- und
Proteinanalysen von humanen Atemwegsepithelzellen aus in vitro Experimenten zeigten
bereits, dass IP-9 sowohl bei einer Infektion mit RSV als auch mit Influenza stark exprimiert
und synthetisiert wird (226).

Ein weiteres wichtiges Chemokin, das von Epithelzellen produziert und sezerniert wird, ist der
Eosinophilen und T-Lymphozyten chemotaktische Lockstoff RANTES (227). Es konnte bereits
gezeigt werden, dass RANTES in ALl-Zellkulturen durch Poly(l:C) starker exprimiert und
synthetisiert wird (161). Weiterhin wurden erhohte Level an RANTES in primaren Zellkulturen
von Epithelzellen nachgewiesen, welche mit RSV beziehungsweise hRV infiziert wurden
(137, 228). Durch Stimulation von ALI-Epithelien mit 5 mg/ml Poly(l:C) wurde RANTES
auch in der frilhen Phase der Entziindung so stark hochreguliert, dass es bei den NHBECs auf
Platz 20 und den DHBECs auf Platz 7 der am starksten durch Poly(l:C) induzierten Gene stand
(Tab. 4.4).

Weitere bereits nachgewiesene Mediatoren der antiviralen Inflammation sind IL-1a und
IL-1B, welche beide in der friihen Phasen nach Poly(l:C)-Gabe sowohl in ALI-Zellkulturen von
NHBECs als auch DHBECs stark induziert wurden (Tab. 4.4). Eine Freisetzung von IL-1a und
IL-1B durch Epithelzellen nach eine hRV-Infektion wurde bereits in vitro gezeigt (229).

Ein wichtiger Bestandteil der friihen Antwort auf eine virale Infektion ist die Produktion und
Freisetzung von Interferonen. TLR3 induziert die Typ | Interferone IFN-a und IFN-B sowie die
Type Il Interferone IFN-A1, IFN-A2 und IFN-A3. Aber auch die RNA-Helikasen RIG-I und MDA5
regulieren IFN-B und IFN-A (132). Diese Interferone werden alle von Atemwegsepithelzellen
exprimiert, wobei vor allem die Typ Il Interferon-Antwort auf diesen Zelltyp begrenzt ist (230,
231). Der zeitliche Verlauf der Expression von IFN-8 und IFN-A1 wurde dementsprechend in
Poly(l:C)-behandelten ALI-Zellkulturen von NHBECs untersucht. Beide Interferone zeigten eine
konzentrationsabhdngige Steigerung der Expression, wobei eine Konzentration von 1 pg/ml
Poly(l:C) keine Induktion der Genexpression bewirkte. Wahrend die Genexpression von IFN-
Al die starkste Expression nach sechs-stiindiger Stimulation aufwies, war bei IFN-B bereits
nach 3 h das Maximum erreicht (Abb. 4.6 B, Tab. 4.1). Die Auswertungen der Microarrays
bestatigten die erhdhte Expression von IFN-A1 nach Poly(l:C)-Stimulation in ALI-Epithelien von
NHBECs sowie DHBECs und zusatzlich war auch IFN-A2 bei beiden Spendergruppen unter den

20 am starksten induzierten Genen zu finden (Tab. 4.4). IFN-8 dagegen war in Poly(l:C)-
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behandelten ALI-Zellkulturen von DHBECs signifikant erhdht, wohingegen die verstarkte
Genexpression in  NHBECs nicht signifikant war (Tab.4.6 A, Tab.4.7A).
Genexpressionsanalysen von primdren Atemwegszellen von lungen-gesunden und
asthmatischen Patienten, die mit hRV infiziert wurden, zeigten eine Induktion von /FN-8 und
IFN-A1 sowie IFN-A2 und/oder IFN-A3 (232). Neben den Interferonen selbst spielen zusatzlich
Gene, die von ihnen induziert werden, eine wichtige Rolle wahrend der antiviralen Antwort.
Nachdem die Typ | und Typ Il Interferone ihre spezifischen Rezeptoren gebunden haben,
aktivieren sie den Jak-STAT-Signalweg, sodass am Ende aktiviertes STAT1/2 zusammen mit
IRF-9 einen Komplex bildet, in den Zellkern transloziert und mit diesem Signal die Expression
von IFN-stimulierten Genen (ISGs) induziert wird (132). Einige dieser ISGs wurden in den ALI-
Epithelien von NHBECs und DHBECS nach der drei-stiindigen Poly(l:C)-Gabe induziert und
gehorten zu den 25 am stdrksten hochregulierten Gene der Microarray-Auswertungen. Zu
diesen ISGs gehorten OASL, IFIT1, IFIT2 und IFIT3 sowie RSAD2 (Viperin), wobei RSAD2 in den
NHBECs nur an Stelle 40 der am starksten durch Poly(l:C)-induzierten Gene stand und IFIT1
und IFIT3 bei den DHBECs an Stelle 31 beziehungsweise 28 (Tab. 4.4). OASL wurde auch in
Genexpressionsprofilen von nasalen Epithelzellen nach einer Infektion mit hRV16 und
isolierten Epithelzellen, die anschlieRend mit hRV16 infiziert wurden, nachgewiesen (232,
233). Weiterhin waren alle diese ISGs in ALI-Zellkulturen von humanen tracheobronchialen
Epithelzellen, die mit hRV16 beziehungsweise hRV1A infiziert wurden, induziert (234). OASL
katalysiert die Synthese von 2°-5"-verbundenen Oligoadenylaten, welche letztendlich RNasen
aktivieren, sodass virale und zelluldre einzelstrangige RNA degradiert und somit die
Translation und Replikation des Virus verhindert wird (235). IFIT1, IFIT2 und IFIT3 werden nach
einer viralen Infektion tber IFN-abhdngige und unabhdngige Wege induziert und inhibieren
verschiedene virale Prozesse wie die Zellproliferation und Migration oder verhindern die
Translation von viralen RNA-Genomen (236, 237). Viperin ist an der antiviralen Antwort
beteiligt, indem es virale Proteine inhibiert, die flr die Infektion benétigt werden (238).

Neben der Produktion von Chemokinen und Zytokinen ist die virale Infektion zuséatzlich durch
morphologische Veranderungen charakterisiert, die durch das Virus ausgelést werden. So
konnen Viren eine erhdhte Apoptose von Atemwegszellen auslosen, wodurch die Integritat
der epithelialen Barriere und somit deren Schutzfunktion zerstoért wird. Diese Schutzfunktion
wird zusatzlich durch das Auftrennen der Tight Junctions und einer fehlregulierten
Wundheilung beeintrachtigt (132). Die Art der Schadigung des Epithels variiert je nach Virus.

So schadigen Influenza-Viren durch zytopathische Effekte das Epithel massiv, wahrend hRV
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vor allem die Integritat der Barriere durch dysfunktionale Tight und Adherens Junctions
beeintrachtigen und somit eine erhohte Permeabilitat fiir Allergene und Bakterien gegeben
wird (120, 239, 240). Doch nicht nur hRV konnen die epitheliale Barriere durch fehlende
Produktion von Komponenten der Tight Junctions auflésen, auch fir Poly(l:C) wurde diese
Wirkung bereits beobachtet (161, 241, 242). Um zytotoxische Effekte durch Poly(l:C) oder
einen Verlust der Integritat der ALI-Epithelien von NHBECs auszuschlieBen, wurden diese nach
der Behandlung mit Poly(l:C) zusatzlich histologisch untersucht (Abb. 4.7). PAS-Farbungen
ergaben, dass bei einer Stimulationsdauer von 12 h und langer bei 5 pg/ml Poly(l:C)
beziehungsweise 10 pug/ml Poly(I:C) massive Licken im Zellverband zu beobachten waren, die
auf einen Verlust der Zell-Zell-Kontakte und somit ein Auflésen der Barriere-Integritat des in
vitro Epithels schlieen lieRen (Abb. 4.7). Diese Beobachtungen passen zu TEER-Messungen
von Poly(l:C)-behandelten ALI-Epithelien von NHBECs. Die Ergebnisse gingen mit einer
abnehmenden Zahl an zilientragenden Zellen und verringerten Apoptose sowie einer
Zunahme der Expression der Muzine und einer erh6hten Mukus-Sekretion einher (161). In den
vorliegenden ALI-Epithelien konnte bei einer Inkubation langer als 12 h, mit Poly(l:C) eine
Abnahme an Zilien beobachtet werden, die mit starken morphologischen Schaden des in vitro
Epithels verbunden war (Abb. 4.7). Dies kdnnte mit apoptotischen Prozessen in Verbindung
stehen, jedoch misste dies weiter untersucht werden. Ab einer sechs-stiindigen Behandlung
mit Poly(l:C) ist zusatzlich weniger gespeicherter Mukus an der apikalen Seite zu beobachten
(Abb. 4.7), jedoch musste der Eindruck der erhohten Mukus-Sekretion durch beispielsweise
Untersuchungen der apikalen Waschungen erst noch bestétigt werden.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass die Stimulation mit Poly(l:C) im dargestellten ALI-
Zellkulturmodell viele Aspekte der antiviralen Inflammation, wie sie sich in vitro und in vivo
darstellen, nachstellen kann und somit als virales Surrogat fir das in vitro Modell einer

Asthma-Exazerbation gut geeignet ist.

Die bisherigen Ergebnisse konnten zeigen, dass rhlL-13 einen Thy-polarisierten epithelialen
Phanotyp und Poly(l:C) eine antivirale Inflammation in vitro simulieren kénnen. Im nachsten
Schritt wurden diese zwei Stimulationen in einem ALI-Zellkulturmodell kombiniert, um eine
Asthma-Exazerbation am Epithel in vitro nachzustellen. Dazu wurden 2,5 ng/ml rhiL-13 fir
einen Tha-polarisierten Phanotyp mit einer etwas milderen Becherzellmetaplasie und 5 ng/ml
rhiL-13 fir die schwergradige Becherzellmetaplasie verwendet. Es wurde sich fiir 5 pg/ml

Poly(l:C)-Gabe entschieden, da bei dieser Konzentration eine antivirale Inflammation

103



5 Diskussion

nachgestellt werden konnte, ohne eine schwere Schadigung des Epithels zu verursachen.
Uberdies zeigten die Ergebnisse der Poly(l:C)-Kinetik, dass bei 3 h Stimulation
inflammatorische Marker-Gene induziert wurden, jedoch diese noch nicht maximal exprimiert
wurden, sodass 3 h Stimulation der frilhen Phase einer epithelialen inflammatorischen
Antwort auf Viren entspricht (Kap. 4.1.4, Kap. 4.2.3). Ein solches Modell ist in der aktuellen
Forschung von Bedeutung, da es die Moglichkeit bietet, mit humanem Material ein in vitro
Modell mit groRer Nahe zur in vivo Situation zu nutzen. Die weitere Untersuchung von
Asthma-Exazerbationen ist essentiell, jedoch ist die dafiir notwendige experimentelle
Umsetzung nicht trivial. Humane in vivo Studien sind vor allem bei Asthma-Exazerbationen
schwer umsetzbar, da eine Infektion von asthmatischen Patienten ethisch bedenklich ist und
die Messungen und Probenentnahmen schwerer umzusetzen sind. Dementsprechend sind
murine Modelle und in vitro Modelle in der aktuellen Forschung zentrale
Untersuchungssysteme. Murine in vivo Modelle weisen aufgrund der Physiologie und
Pathologie jedoch eine Reihe von Einschrinkungen auf, sodass die Ubertragung auf den
humanen Organismus nicht immer moglich ist (168). Es gibt strukturelle Unterschiede in der
Maus wie eine monopodiale Verastelung der Bronchien und keine respiratorischen
Bronchiolen, welche zu Unterschieden in der Verteilung der Atemluft fihrt. Weiterhin fehlt
Mausen die Fahigkeit zu Husten, was ein wichtiges Symptom bei Asthma ist (82, 168). Auf
molekularer Ebene setzen Nagetiere ein anderes Muster an Mediatoren als der Mensch frei.
Dies wurde bereits fir Mastzellen, welche eine wichtige Rolle bei der Atemwegsentziindung
spielen, nachgewiesen (168). Fiir die Untersuchung der Atemwege als Ziel von Viren und als
potentielle Quelle fiir molekulare Biomarker ist das Epithel von groRer Bedeutung. Dieses
weist jedoch in Mdusen eine andere Zusammensetzung als im Menschen oder Primaten auf.
So sind in gesunden Mausen sekretorische Zellen zum Beispiel im Gegensatz zum humanen
Atemwegsepithel kein substantieller Teil der Trachea und der Anteil an Basalzellen ist geringer
(82). Somit kdnnte das in vitro ALI-Zellkulturmodell einer Asthma-Exazerbation dieser Arbeit
aufgrund seiner Darstellung des humanen Atemwegsepithels, seines relativ einfachen Set-Ups
und dem grof3en Spektrum an Anwendungsmaglichkeiten ein ideales Modellsystem fiir eine
Vielzahl an Fragestellungen sein, um die Liicke zwischen murinen in vivo Untersuchungen und
der in vivo Situation im Patienten zu schlieen. Um diese Rolle zu (ibernehmen, ist es jedoch
wichtig, dass dieses Modell die in vivo Situation moglichst genau widerspiegelt.

Dementsprechend wurden Morphologie und Genexpression des in vitro Modells einer
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Asthma-Exazerbation dieser Arbeit zundchst mit bereits bekannten Prozessen und
Mechanismen der virus-induzierten Asthma-Exazerbation verglichen.

Die virus-induzierte Asthma-Exazerbation ist unter anderem durch eine erhéhte Produktion
und Sekretion von Mukus charakterisiert (134, 243). Diese erhohte Menge an Mukus stand in
der BAL von Asthmatikern, die im Rahmen einer experimentellen Infektion mit hRV-16 infiziert
wurden, mit einer erhohten Menge an MUCS5AC in Verbindung (136). Im Gegensatz dazu war
die Genexpression dieses Muzins im in vitro Exazerbationsmodell dieser Arbeit nur durch die
Behandlung mit rhiL-13 induziert. Die zusatzliche Applikation von Poly(l:C) zur Induktion der
Exazerbation fihrte zu keiner weiteren Steigerung der Genexpression von MUC5AC, sowohl
in ALI-Epithelien von NHBECs als auch DHBECs. Auch die alleinige Stimulation mit Poly(l:C)
konnte keine Induktion der Expression von MUC5AC auslosen (Abb. 4.8 A & Abb. 4.10 A).
AuBerdem war keine Veranderung im Volumen des gespeicherten Mukus zwischen alleiniger
rhiL-13-Applikation und kombinierter Stimulation mit Poly(l:C) zu beobachten (Abb. 4.9,
Abb. 4.11). In einem dhnlich aufgebauten in vitro Modell einer Asthma-Exazerbation mit einer
IL-13 Applikation von Tag 22 bis 30 und zusatzlich IL-4 von Tag 26 bis Tag 30 wurde 48 h nach
der Infektion mit hRV16 auch keine erhéhte Expression von MUC5AC gemessen, wahrend die
Genexpression dieses Muzins durch die IL-13-IL-4-Behandlung stark induziert wurde (244).
Allerdings wurde fur ALI-Zellkulturen eine Induktion von MUC5AC durch die alleinige Gabe von
Poly(l:C) oder Infektion mit hRV16 nach jeweils 48 h nachgewiesen (161, 244).
Dementsprechend kénnte der Zeitpunkt der Messung die Begriindung fiir eine fehlende
Induktion von MUC5AC im hier vorgestellten Modell sein, da zur Untersuchung der frithen
Phase der Asthma-Exazerbation nur fur 3 h mit Poly(l:C) stimuliert wurde.

Als nachstes wurde CCL26 untersucht, welches in schwergradigem eosinophilen Asthma eine
wichtige Rolle spielt und dessen Produktion durch IL-13 induziert wird (245, 246). CCL26 zeigte
als Reaktion auf die Stimulation mit Poly(l:C) keine Verdanderung der Genexpression. So ergab
sich auch keine weitere Induktion der Expression von CCL26 durch Poly(l:C) im Tha-
polarisierten Epithel (Abb. 4.8 A, Abb. 4.10 A, Tab. 4.3, Tab. 4.5). Diese Ergebnisse stimmen
mit gemessenen Proteinleveln an CCL26 in IL-13-behandelten und mit hRV16 infizierten ALI-
Zellkulturen von HBECs Uberein (247). Es wurden allerdings neben Neutrophilen auch erhéhte
Anzahlen an Eosinophilen wahrend und nach einer Virusinfektion in Atemwegen von
Asthmatikern nachgewiesen (248, 249). Die Rekrutierung der Eosinophilen scheint jedoch
zumindest wahrend der friihen Phase der Asthma-Exazerbation nicht durch die Induktion von

CCL26 durch Poly(l:C) im Epithel reguliert zu werden. Insgesamt scheint eine weitere Induktion
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von IL-13-assoziierten Genen durch Poly(l:C) wahrend der Exazerbation in diesem in vitro
Modell einer Asthma-Exazerbation nicht stattzufinden. Vergleiche der Fold Changes von ,,rhlL-
13 versus unstimuliert” und ,,IL-13 plus Poly(l:C) versus unstimuliert” zeigten weitere Gene,
denen eine Rolle wahrend der asthmatischen Erkrankung zugeschrieben wird. CLCA1, POSTN,
NOS2, DPP4 und SCL26A4 wurden wahrend der nachgestellten Asthma-Exazerbation nicht
weiter induziert, sondern zeigten vergleichbare Fold Changes wie bei der alleinigen
Stimulation mit IL-13 (Tab. 4.3, Tab. 4.5). Ghebre et al. konnten COPD- und Asthma-
Exazerbationen in drei biologische Cluster von Exazerbationen unterteilen. Ein Cluster, Cluster
3, ist vor allem bei Asthmapatienten mit virus-assoziierten Exazerbationen zu finden und
durch erhéhte Level an Thi-Mediatoren im Sputum und Serum bei gleichzeitiger
Verminderung der eosinophilen Entziindung und Th,-Mediatoren gekennzeichnet (250). Die
Ergebnisse der Analyse der Thj-assoziierten Gene des in vitro Modells einer Asthma-
Exazerbation dieser Arbeit ergibt eine hohe Ahnlichkeit des etablierten Modells mit eben
diesem Cluster 3.

In diesem virus-assoziierten Cluster 3 nach Ghebre et al. sind zusatzlich die Konzentrationen
von IL-6 und TNF-a im Sputum wahrend der Exazerbation gegeniber dem stabilen Zustand
erhoht (250). Wahrend IL-6 neben der inflammatorischen Antwort auch die IL-13-Produktion
durch CD4* T-Zellen steuern kann, ist TNF-a an der Rekrutierung von Makrophagen beteiligt
(220, 221). Beide Zytokine wurden in ALI-Zellkulturen von NHBECs und DHBECs durch die
alleinige Gabe von Poly(l:C) stark induziert. Die Genexpression von IL-6 und TNF-a wurde
durch die Kombination von rhlL-13 und Poly(l:C) im Vergleich zu Poly(l:C) alleine zusatzlich
verstarkt (Abb. 4.8 B, Abb. 4.10 B, Tab. 4.4, Tab. 4.5). Bei Asthma-Exazerbationen von Kindern
wurden im Serum erhohte Level an IL-6 gefunden (251). In einem Mausmodell mit
experimentellem Asthma wurde durch dsRNA eine Exazerbation ausgeldst und im Rahmen
dieser eine erhohte Expression von IL-6 und TNF-a im Gewebe und erhdhte Proteinlevel in der
BAL-Fllssigkeit ermittelt (252).

Durch die virale Infektion wird zusatzlich eine Thi-assoziierte Immunantwort ausgelost, deren
integrale Bestandteile IL-8 und IP-10 sind. Wahrend IL-8 bei der Rekrutierung von
Neutrophilen von zentraler Bedeutung ist, spielt IP-10 als chemotaktischer Lockstoff fiir
Lymphozyten eine Rolle (132). Nach einem Anstieg der Genexpression von /L-8 und /P-10
durch alleinige Stimulation mit Poly(l:C) wurde die Expression durch vorherige Behandlung mit
rhiL-13 weiter signifikant erhdht (Abb. 4.8 C & E, Abb. 4.10 C & E, Tab. 4.4, Tab. 4.5). Sowohl

IL-8 als auch IP-10 wurden bei Asthma-Exazerbationen mit erhohten Leveln im Sputum
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gefunden. IP-10 war dabei vor allem bei Patienten, die dem biologischen Cluster 3 nach
Ghebre et al. zugeordnet waren, zu finden (250). Dies bestatigten Messungen der Proteinlevel
von IL-8 sowie IP-10 im Serum und IP-10 im Plasma von Kindern wahrend einer Asthma-
Exazerbation (251, 253). In submersen Zellkulturen von primaren padiatrischen HBECs, die mit
Thy-Zytokinen und hRV16 stimuliert wurden, waren die Proteinlevel von IL-8, IP-10 und GM-
CSF ebenfalls signifikant erhoht (254).

Ein  weiteres Chemokin, welches wahrend einer Asthma-Exazerbation in
Atemwegsepithelzellen hochreguliert ist und die Eosinophilie mit reguliert, ist der
Eosinophilen-Lockstoff RANTES (123, 144). Die Vergleiche der Genexpressionsprofile von
stimulierten ALI-Epithelien mit unstimulierten Proben von NHBECS und DHBECs ergaben, dass
RANTES einen hoheren Fold Change bei der kombinierten Stimulation im Vergleich zur
Poly(l:C)-Behandlung alleine aufwies (Tab. 4.4, Tab. 4.5). Erhohte Level von RANTES wurden
schon sehr friih in nasalen Aspiraten von Kindern mit natirlich auftretenden virus-induzierten
Asthma-Exazerbationen gefunden (144). Weiterhin ist RANTES vor allem bei exazerbierten
Patienten mit einer erh6hten Anzahl an Neutrophilen im Sputum hochreguliert (250).
Erwachsene haben eine erhdhte Anfilligkeit fiir hRV-Infektionen, in deren Verlauf die
Patienten langer anhaltende Symptome und eine verminderte Lungenfunktion aufweisen
(255). Dies wird mit einer fehlregulierten angeborenen Immunantwort der Interferone
gegeniber viralen Infektionen bei atopischen Asthmatikern erkldrt. So wurde in primaren
HBECs von Asthmatikern eine verringerte IFN-B- und IFN-A-Produktion nach Infektion mit hRV
im Vergleich zu HBECs von gesunden Spendern gefunden (146, 147). Auch in vivo wurde eine
defiziente IFN-A-Synthese in Makrophagen der BAL von hRV-infizierten Asthmatikern
nachgewiesen und gezeigt, dass diese verminderte Produktion mit einigen Markern der
Asthma-Exazerbation verbunden ist (147). In submersen Zellkulturen von HBECs atopischer
asthmatischer Kinder, die gegeniber der Therapie mit Kortikosteroiden resistent sind, wurde
eine verminderte INF-B und IFN-A Antwort auf verschiedene Rhinoviren sowie Poly(l:C)
gefunden. Die mRNA Level korrelierten dabei negativ mit der erhéhten Viruskonzentration. In
dieser Studie wurden gleichzeitig geringere mRNA-Level der entsprechenden PRRs RIG-I und
MDAS5 nachgewiesen (256). In dem ALI-Asthma-Exazerbationsmodell dieser Arbeit wurde
sowohl in den NHBECs als auch DHBECs ein weiterer Anstieg der Genexpression fir /FN-8 als
auch IFN-A1 durch die Kombination aus rhiL-13 und Poly(l:C) gegeniiber Poly(l:C) alleine
gemessen (Abb.4.8 D, Abb.4.10D). Dies wurde durch die Auswertungen der Array-
Daten bestatigt, die zusatzlich fur IFN-A2 die gleiche Wirkung zeigten. (Tab. 4.4, Tab. 4.5).
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Diese Ergebnisse sind mit denen von Contoli et al. Ubereinstimmend, da sie in ihren
Zellkulturen auch einen signifikanten Anstieg der Interferone in infizierten Proben gegeniber
der Kontrolle von gesunden HBECs beziehungsweise DHBECs gemessen. Im Gegensatz dazu
ergab sich in einer anderen Studie beim Vergleich von hRV-infizierten gesunden HBECs mit
HBECs von Asthmatikern eine Interferon-Defizienz (147). Der direkte Vergleich der rhlL-13-
und Poly(l:C)-behandelten ALI-Epithelien von DHBECs mit NHBECs ergab jedoch keine
signifikanten Unterschiede zwischen gesund und Asthma beziglich der IFN-8 und IFN-A1
Genexpression, sprich, es lieR sich keine defiziente Interferonexpression nachweisen
(Abb. 4.12 D). Dies kann zum Beispiel mit dem Messzeitpunkt nach der Gabe des Triggers
zusammenhadngen. Da das in vitro Modell einer Asthma-Exazerbation vor allem zur
Untersuchung der friihen Phase der Exazerbation genutzt werden sollte, wurde aufgrund der
Ergebnisse der Poly(l:C)-Kinetiken bereits nach 3 h Stimulation mit Poly(l:C) geerntet und die
Genexpression gemessen (Kap. 3.1.5). Weiterhin ist die postulierte Interferon-Defizienz bei
Asthma auch heutzutage immer noch kontrovers diskutiert, da wie auch in dem hier
vorgestellten in vitro Zellkulturmodell, in mehreren neueren Studien keine Defizienz
beobachtet wurde. So fanden Sykes et al. in einem ahnlichen submersen Zellkulturmodell, wie
es von Contoli et al. benutzt wurde, 8 h, 24 h und 48 h nach einer Infektion mit hRV16 und
hRV1B zwar Unterschiede in der Genexpression von IFN-8 und IFN-A1 bis IFN-A3 zwischen
unstimuliert und infiziert, jedoch waren die Genexpressionslevel nach der Infektion fir keinen
der Zeitpunkte zwischen HBECs von gesunden und asthmatischen Spendern verschieden
(257). Auch in genomweiten Arrays wurde kein Unterschied in der Interferonantwort zwischen
gesund und asthmatisch nach hRV16-Infektion festgestellt (232). Ein moglicher Grund fur
diese kontroversen Ergebnisse konnte in der Heterogenitdt von Asthma mit verschiedenen
Phano- beziehungsweise Endotypen liegen. Weiterhin konnte die defiziente IFN-Produktion
kein allgemeines Charakteristikum von Asthma sein, sondern mit der Atemwegsentziindung
und dem Status der Kontrolle der Krankheit zusammenhangen (257). So wurde bereits gezeigt,
dass die Expression von IFN-8 mit dem Status der Atopie bei Asthma zusammenhangt (258).

Insgesamt zeigen die vorgelegten Ergebnisse, dass durch eine kombinierte Stimulation mit
rhiL-13 zur Induktion eines Thy-polarisierten epithelialen Phanotyps und Poly(l:C) als virales
Surrogat in dem vorgestellten in vitro ALI-Zellkulturmodell gesunder und asthmatischer HBECs
viele Aspekte der epithelialen Antwort einer Asthma-Exazerbation nachgestellt werden

kénnen.
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Bisher wird versucht, durch die Gabe von Kortikosteroiden und anderen Medikamenten,
Kontrolluntersuchungen und das Vermeiden von Auslosern Asthma zu kontrollieren und
Exazerbationen zu vermeiden (119, 259). Allerdings ist es selbst mit einem sehr guten Asthma-
Management nicht moglich, Exazerbationen bei allen Patienten zu verhindern (119). Daher
besteht nach wie vor ein groBer Bedarf an pradiktiven Biomarkern fir Asthma-
Exazerbationen. Ein guter pradiktiver Biomarker muss als wichtigstes Kriterium eine Asthma-
Exazerbation frihzeitig anzeigen koénnen, sodass in dem weiteren Verlauf der
Verschlimmerung friihzeitig eingegriffen werden kann. Ein guter Biomarker muss auRerdem
leicht und schnell messbar sein, sodass bei Asthma-Exazerbationen Sputum und Speichel ein
gutes Probenmaterial bieten wirden. Dementsprechend miusste ein pradiktiver Biomarker
vom Atemwegsgewebe in das Lumen sezerniert werden konnen. Weiterhin muss der
potentielle Kandidat zusatzlich moglichst patienten-unabhangig sein. Damit ist gemeint, dass
der Biomarker bei allen Patienten, die eine Asthma-Exazerbation erleiden, in der friihen Phase
nachgewiesen werden kann und nicht nur zufallsabhangig bei einigen Patienten. Loureiro et
al. konnten bereits zeigen, dass wahrend einer Asthma-Exazerbation die Menge an Aldehyden
und Alkanen sowie anderen nicht flichtigen Metaboliten im Urin zunimmt. Diese Metabolite
entstehen durch einen erhohten oxidativen Stress wahrend der Exazerbation (260). Reaktive
Sauerstoffmetabolite wurden auch im Serum gefunden und erhohte Level werden in
Verbindung mit dem Schweregrad von Exazerbationen diskutiert (261). Wojsyk-Banaszak et
al. haben erhéhte Temperaturen des ausgeatmeten Atems (Exhaled Breath Temperature, EBT)
bei Kindern wahrend der Asthma-Exazerbation nachgewiesen. Da die Werte der EBT leicht zu
messen sind und das Verfahren eine nicht-invasive Methode darstellt, ware der EBT ein guter
pradiktiver Marker, wenn dieser Wert schon vor der Exazerbation einen eindeutigen Anstieg
zeigen wirde (262). Erst kiirzlich wurde eine Signatur aus sechs Genen (CLC, CPA3, DNASE1L3,
ALPL, CXCR2 und IL-1B) im Sputum von Patienten mit stabilem Asthma gefunden, die die
Haufigkeit flir zukinftige Asthma-Exazerbationen voraussagt und die verschiedenen
Phanotypen der inflammatorischen Atemwegsantwort unterscheidet (263). Auch wenn
inzwischen einige potentielle Biomarker in Veroffentlichungen vorgestellt wurden, fehlt noch
deren weitere Untersuchung und Validierung in der Klinik. Dementsprechend besteht
weiterhin ein grolRer Bedarf an effektiven pradiktiven Biomarkern. Da das Epithel ein wichtiger
Bestandteil der Atemwege und an immunologischen Prozessen beteiligt ist, kdnnte dieses

eine Quelle flr unterschiedliche potentielle Kandidaten darstellen.
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Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde das etablierte in vitro Modell einer Asthma-Exazerbation
dementsprechend fiir die Identifizierung von potentiellen epithelialen Biomarkern der friihen
Phase einer virus-induzierten Asthma-Exazerbation verwendet (Kap. 4.3). Hierzu wurden ALI-
Epithelien von NHBECs und DHBECs mit 5 ng/ml rhiL-13 flir den Thy-polarisierten epithelialen
Phanotyp und 5 pg/ml Poly(l:C) fir 3 h stimuliert: Mit5 ng/ml rhiL-13 konnten die
strukturellen und molekularen Charakteristika des Th;-polarisierten in vivo Epithels
nachgestellt werden (Kap. 4.1.2). Bei einer Stimulation von 5 pug/ml Poly(l:C) wurden keine
morphologischen Schaden bei einer Dauer von 3 h verursacht, aber eine erhéhte jedoch noch
nicht maximale antivirale Inflammation induziert (Kap. 4.1.3). Die anschlieRend generierten
Genexpressionsprofile der in vitro Exazerbation wurden mit den Einzelbehandlungen
verglichen. Es ergab sich einer Reihe von Genen, die im in vitro Modell der Asthma-
Exazerbation gegeniiber den Einzelbehandlungen signifikant hochreguliert waren (Tab. 4.6,
Tab. 4.7). Es ergaben sich jedoch keine Gene, die bei der kombinierten Stimulation mit rhiL-
13 und Poly(l:C) im Vergleich mit den Einzelbehandlungen beziehungsweise der Kontrolle eine
verminderte Expression und somit einen negativen Fold Change aufwiesen (Tab. 4.6, Tab. 4.7).
Die STRING-Analyse dieser Gene ergab, dass die Proteine, deren Gene signifikant in vitro in
der Exazerbation induziert wurden, in biologische Prozesse wie die Immunantwort, Prozesse
des Immunsystems und der Abwehr von Viren involviert sind. Diese Proteine wurden
zusatzlich mit Zytokin-vermittelten Signalwegen, der Antwort auf Zytokine und der Regulation
der T-Zellaktivierung in Verbindung gebracht (Abb. 4.13, Abb. 4.14). Ein GroRteil dieser Gene
ist noch nicht vollstandig charakterisiert oder deren Funktion aufgeklart, sodass sich zu ihrer
Bedeutung fir biologische Prozesse in der Lunge oder der Asthma-Pathogenese bisher noch
keine Aussage treffen lasst. Allerdings wurden auch einige Gene in der Auflistung der
potentiellen Kandidaten gefunden, die bereits im Zusammenhang mit Asthma und
Exazerbationen diskutiert wurden. Zu diesen Genen der friihen epithelialen Antwort gehorten
IFN-B1, IFN-A1 bis IFN-A3 und einige I1SGs. Wie bereits dargestellt, ist die Regulierung dieser
Interferone wahrend der Asthma-Erkrankung und damit auch Exazerbation umstritten. Die
Interferonantwort scheint durch den Atopie-Status beeinflusst und somit nicht fir alle
Endotypen von Asthma giiltig zu sein (258). Somit eignen sich die Interferone nicht als
allgemeingiiltige pradiktive Biomarker, aber moglicherweise fir einen spezifischen Phano-
oder Endotyp. Weitere Untersuchungen sind dafiir notwendig. Weiterhin wurden die 1SGs
IFIT1, IFIT2 und IFIT3 wahrend der Exazerbation in NHBECs und DHBECs hochreguliert

(Tab. 4.6, Tab. 4.7). Deren Proteinprodukte sind im Zytoplasma lokalisiert, wo sie antivirale
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Funktionen Gbernehmen (236). Dementsprechend eignen sie sich nicht als Biomarker, da sie
im Sputum oder Serum bislang nicht nachgewiesen werden konnten. Die Lokalisation und
Freisetzung der Proteine ist fiir einen einfachen Nachweis eines pradiktiven Biomarkers
essentiell. Aus diesem Grund eignen sich auch RSAD2, DDX58 und IFIH, welche fir Viperin,
RIG-I und MDAS kodieren, nicht als pradiktive Biomarker (264, 265), obwohl sie schon in vitro
in der friihen Phase einer Asthma-Exazerbation einen Anstieg der Genexpression aufweisen
(Tab. 4.6, Tab.4.7). Ein weiteres Interferon-stimuliertes Gen ist ISG15, welches von
Epithelzellen nach einer hRV-Infektion von Epithelzellen produziert wird. Das Protein konnte
im Gegensatz zu den anderen ISGs in nasalen Sekreten von Patienten mit symptomatischen
hRV-Infektionen nachgewiesen werden (266). ISG15 ist sowohl in den Vergleichen der NHBECs
als auch der DHBECs in der Exazerbationsgruppe beim Vergleich mit der Kontrolle, der
Behandlung mit rhiL-13 beziehungsweise Poly(l:C) signifikant induziert (Tab. 4.6, Tab. 4.7).
Somit ist ISG15 ein potentieller Kandidat fur einen pradiktiven Biomarker. Eine weitere
Funktion von ISG15 ist, dass es sowohl intrazelluldr tGber RIG-I als auch extrazellular die
Produktion von IP-10 regulieren kann (266). Wie bereits beschrieben, ist IP-10 ein wichtiger
chemotaktischer Lockstoff flir Lymphozyten und wurde bereits im Serum als auch im Sputum
wahrend einer virus-induzierten Asthma-Exazerbation nachgewiesen, sodass Wark et al. IP-10
bereits als einen pradiktiven Marker fir virus-induzierte Exazerbationen beschrieb (250, 267).
Die hier erhobenen Array-Daten bestatigten, dass bereits nach 3 h die Genexpression von IP-
10 in NHBECs im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle stark anstieg. Allerdings war der Fold
Change fur den Vergleich der exazerbierten Gruppe mit der Poly(l:C)-Stimulation nicht
signifikant und bei den DHBECs wurde IP-10 nicht als potentieller Kandidat aufgefiihrt (Tab.
4.6, Tab. 4.7). Im Gegensatz zu den Arrays ist eine qRT-PCR jedoch viel sensitiver, sodass die
Expression von [IP-10 noch einmal mit dieser Methode analysiert wurde. Die daraus
resultierenden Ergebnisse wiesen eine signifikant erhohte Expression wahrend der
Exazerbation im Vergleich zu Poly(l:C) fir NHBECs auf, wohingegen in ALI-Epithelien von
DHBECs dieser Effekt lediglich bei einer geringen Konzentration an rhlL-13 signifikant war
(Abb. 4.8 C, Abb. 4.10 C). Zusammen mit IP-10 wurden auch erhdhte Level an IL-6 im Serum
bei Kindern (251) beziehungsweise IL-6 und TNF-a im Sputum wahrend einer virus-induzierten
Exazerbation nachgewiesen (250). Beide Zytokine sind in ALI-Zellkulturen von NHBECs
wahrend der frihen epithelialen Antwort im ALI-Exazerbationsmodell gegeniiber den anderen
Behandlungen signifikant erhéht, jedoch ist dieser Anstieg der Genexpression von TNF-a

sowie /L-6 in den DHBECs gegenliber der Poly(l:C)-Behandlung nicht signifikant (Tab. 4.6,
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Tab. 4.7). TNF-a wurde durch die gRT-PCR-Ergebnisse als potentieller Biomarker der frithen
Phase der Exazerbation bestatigt. Fir /L-6 ergab sich mit dieser Methode eine Erhohung der
Genexpression, wenn auch nicht signifikant (Abb. 4.8 B, Abb. 4.10 B). Ein weiteres Protein,
dass bereits im Zusammenhang mit virus-induzierten Asthma-Exazerbationen bei Kindern
nachgewiesen wurde, ist der Eosinophilen-Lockstoff RANTES (144). RANTES (CCL5) zeigte in
den Genexpressionsprofilen der NHBECs eine signifikant erhohte Expression in den
kostimulierten ALI-Epithelien im Vergleich zu in vitro Epithelien, die lediglich mit Poly(l:C)
stimuliert wurden (Tab. 4.6). Auch fiur die DHBECs war eine weitere, wenn auch nicht
signifikante, Zunahme der Expression von RANTES in den rhiIL-13- und Poly(l:C)-stimulierten
ALI-Zellkulturen gegeniiber der Stimulation mit Poly(l:C) beziehungsweise rhiL-13 alleine
messbar (Tab. 4.7). Uberdies war das Monozyten chemotaktische Protein 1 (MCP-1/CCL2)
sowohl in ALI-Epithelien von NHBECs als auch DHBECs nach der Stimulation mit rhiL-13 und
Poly(1:C) im Vergleich mit den jeweiligen Einzelbehandlungen beziehungsweise im Vergleich
mit unstimulierten Epithelien signifikant erhoht (Tab. 4.6, Tab. 4.7). Somit ist MCP-1 auch ein
Kandidat flir einen potentiellen Biomarker. MCP-1 wurde sogar bereits mit Asthma und
Exazerbationen in Verbindung gebracht, da erhéhte Proteinlevel von diesem Protein im Serum
von Kindern wahrend einer Exazerbation gemessen wurde (268).

Die Genexpressionsmuster der kostimulierten in vitro Epithelien von NHBECs und DHBECs
bestadtigten somit die Relevanz einiger Proteine wahrend der Asthma-Exazerbation in vivo. Fir
die Validierung, ob die Proteinprodukte der beschriebenen Gene sich als pradiktive Biomarker
eignen, miuissen weitere Untersuchungen wie Proteinkonzentrationsbestimmungen in
apikalen Waschungen der Zellkulturen und in Sputumproben von Patienten folgen. In dieser
Arbeit wurden vor allem die friihen Veranderungen des Transkriptoms eines differenzierten
in vitro Atemwegsepithels untersucht. Dementsprechend miussten in einem nachsten Schritt
die Proteinlevel von IL-6, IP-10, ISG15, MCP-1, RANTES und TNF-a in apikalen Waschungen des
etablierten in vitro Modells einer Asthma-Exazerbation gemessen werden. Mithilfe einer
Kinetik der Freisetzung des jeweiligen Proteins durch das exazerbierte in vitro Tho-polarisierte
Epithel, ware eine bessere Einschatzung moglich, ob sich diese Mediatoren fiir eine frihe
Erkennung der Exazerbation auch in vivo eignen wirden. Weiterhin miussten in vivo
Experimente zum Nachweis dieser Kandidaten im Sputum und Speichel durchgefihrt werden,
um deren Potential als pradiktive Biomarker einer Asthma-Exazerbation zu bestatigen. Durch
die Heterogenitdat von Asthma wird es jedoch schwer sein, einen einzelnen pradiktiven

Biomarker fir alle Endotypen zu finden. Der Vorteil der Gruppe von IL-6, IP-10, ISG15, MCP-1,
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RANTES und TNF-a ist, dass sie moglichweise durch einen kombinierten Einsatz eine Asthma-
Exazerbation bei verschiedenen Endotypen friihzeitig erkennen lassen.

Zusammengefasst konnten mithilfe des in vitro Modells einer Asthma-Exazerbation sechs
potentielle Biomarker (IL-6, IP-10, ISG15, MCP-1, RANTES und TNF-a) identifiziert werden, die
weiter untersucht werden missen. Gleichzeitig wurde eine Vielzahl weiterer Gene ermittelt,
die spezifisch in der in vitro Exazerbation hochreguliert wurden (Tab. 4.6 C, Tab. 4.7 C). Da die
meisten dieser Gene bisher in keinem Zusammenhang mit Asthma publiziert wurden, ware es

interessant deren mogliche Funktion oder Rolle in der Asthma-Exazerbation zu untersuchen.

Die beschriebenen Ergebnisse zeigen die Relevanz eines differenzierten Epithels fur die zu
untersuchende Fragestellung. So sind submerse Zellkulturen fiir die Untersuchung von
Basalzellen gut geeignet, da diese hauptsachlich aus diesem Zelltyp bestehen. Jedoch ist
dieses Zellkultursystem bei der Untersuchung von spezifischen Zelltypen des in vivo
Atemwegsepithels und der Antwort auf verschiedene Umweltfaktoren und Pathogene nicht
ausreichend (153). Vor allem bei Experimenten mit Viren ist ein ausdifferenziertes Epithel
essentiell, da die Viren vor allem (iber zilientragende Zellen das Epithel infizieren (269).
Weiterhin ist bei der Untersuchung einer Asthma-Exazerbation der Thy-polarisierte epitheliale
Phanotyp fir eine moglichst realistische in vivo Nachstellung wichtig, da die
Becherzellmetaplasie und Mukus-Hypersekretion ein charakteristisches Merkmal des
asthmatischen Atemwegsepithels sind (73, 75). Dieser Phdnotyp konnte wahrend der vier-
wochigen Differenzierung der DHBECs nicht nachgestellt werden (Abb. 4.3, Abb. 4.5). Diese
Beobachtung stimmt mit Vergleichen von ALl-Zellkulturen von NHBECs und DHBECs von
Hackett et al. Gberein (184). Durch die Stimulation mit rhlL-13 von Tag 21 bis Tag 28 war es
moglich, eine Becherzellmetaplasie und Hyperproduktion an Mukus zu induzieren. Allerdings
war die Wirkung dieses Tho-Mediators auf die Genexpression von MUC5AC sowie CCL26 und
die Morphologie der ALI-Epithelien von NHBECs und DHBECs identisch (Abb. 4.4, Abb. 4.5).
Dementsprechend konnte rhIL-13 in den NHBECs sowie DHBECs einen Tha-polarisierten
epithelialen Phanotypen induzieren. Dabei ergab sich kein signifikanter Unterschied, ob Zellen
von lungen-gesunden oder asthmatischen Spendern verwendet wurden. Der direkte Vergleich
der Wirkung von IL-13 auf NHBECs und DHBECs wurde bisher kaum untersucht. In den meisten
Studien wurden NHBECs verwendet und mit IL-13 stimuliert (175, 247). Es gibt jedoch eine
veroffentliche Arbeit in der NHBECs und DHBECs von Kindern mit verschiedenen

Konzentrationen an IL-13 in einem vergleichbaren Protokoll des zeitlichen Verlaufs wie in
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dieser Arbeit stimuliert wurden. Allerdings stehen die Ergebnisse dieser Studie im
Widerspruch zu den Beobachtungen der vorliegenden Arbeit. In ALl-Zellkulturen der
padiatrischen HBECs ergaben sich signifikante Unterschiede im unstimulierten Zustand und
bei der Stimulation mit 2 ng/ml beziehungsweise 20 ng/ml IL-13 in der MUC5AC-
Genexpression und dem Anteil an Becherzellen zwischen NHBECs und DHBECs. Beides war
sowohl in den unstimulierten als auch IL-13-behandelten ALI-Zellkulturen von DHBECs
signifikant hoher als in denen von NHBECs (270). Einen signifikant hoheren Anteil der
Becherzellen in ALI-Epithelien von padiatrischen DHBECs im Vergleich zu padiatrischen
NHBECs hatten auch schon Parker et al. beobachtet (177). Diese gegensétzlichen Ergebnisse
konnten durch den Ursprung der DHBECs hervorgerufen werden. So wurden in der
vorliegenden Arbeit kommerzielle primare HBECs verwendet, welche von erwachsenen
Spendern stammten. Gegen dieses Argument spricht, dass Hacket et al. auch 50 %
padiatrische DHBECs verwendete (184). Da Asthma eine sehr heterogene Erkrankung ist und
keine genaueren Informationen lber den Endotyp oder den Schweregrad der asthmatischen
Erkrankung fir die in dieser Arbeit verwendeten Spender vorliegen, kénnte die Heterogenitat
der Spender die Ursache sein. Sowohl im unstimulierten Zustand als auch bei den
verschiedenen Stimulationen wurden fiir die ALI-Zellkulturen der DHBECs jeweils eine groRe
Streuung der Werte festgestellt. So zeigten einige ALI-Epithelien von asthmatischen Spendern
einen hoheren Anteil an Becherzellen im unstimulierten Zustand nach 28 Tagen
Differenzierung, jedoch waren einige in vitro Epithelien mit der Morphologie der NHBECs
vergleichbar, wodurch letztendlich keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen wurden
(Abb. 4.5).

Die starke Streuung innerhalb der DHBECs zeigte sich auch bei der Stimulation mit Poly(l:C)
(Kap. 4.1.4). Wahrend das Thy-polarisierte Epithel der DHBECs und NHBECs keine
Unterschiede in der Morphologie und Expression der ausgewahlten Gene aufwies, zeigten sich
mit Poly(l:C) deutliche Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Zur Nachstellung der
Exazerbation wurden ALI-Zellkulturen mit rhiL-13 und Poly(l:C) stimuliert und die Messung der
Expression von Asthma-Exazerbations-assoziierter Gene ergab, dass die Genexpression von
TNF-a, IL-6, IP-10, IFN-8, IFN-A1 und /L-8 in den NHBECs gegenliber alleiniger Stimulation mit
Poly(l:C) signifikant erhéht waren (Abb. 4.8 B—E). Wahrenddessen wurde in den DHBECs nur
flir TNF-a, IP-10 und IFN-6 ein signifikanter Anstieg der Genexpression ermittelt. Fir die
anderen Gene wurden jeweils deutlich erhéhte Mittelwerte in der Exazerbationsgruppe

berechnet, jedoch waren diese aufgrund der Heterogenitat der asthmatischen Spender nicht
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signifikant (Abb. 4.10). Der direkte Vergleich von exazerbierten ALI-Zellkulturen der DHBECs
mit denen der NHBECs ergab fur TNF-a und /P-10 signifikant erhdohte Expressionslevel und
auch fir die anderen exazerbations-relevanten Gene ergaben sich, wenn auch nicht
signifikante, so doch erhohte Werte in den ALI-Epithelien der DHBECs (Abb. 4.12). Diese
Ergebnisse zeigen, dass es relevante Unterschiede zwischen NHBECs und DHBECs gibt, die zu
einer starkeren Entziindung in ALI-Zellkulturen von DHBECs fiihren. Meines Wissens nach
wurde bisher keine Studie veroffentlicht, in der NHBECs mit DHBECs in diesem
experimentellen Aufbau miteinander verglichen wurden. In der einzigen mir bekannten
Arbeit, in der DHBECs und NHBECs mit IL-13 stimuliert wurden, wurde lediglich die
Morphologie hinsichtlich einer Becherzellmetaplasie untersucht und keine antivirale
Inflammation oder Asthma-Exazerbation (270). Zwar wurden signifikant erhdhte Proteinlevel
an IL-6, IL-1a, IP-10 und RANTES in hRV16-infizierten ALI-Zellkulturen von NHBEs
beziehungsweise DHBECs nach 48 h ermittelt, jedoch waren diese Level in den infizierten ALI-
Epithelien von NHBECs und DHBECs nicht unterschiedlich (224). Auch in ALI-Epithelien von
NHBECs und DHBECs, die mit RSV infiziert wurden, wurden 48 h nach der Infektion lediglich
fur IL-8 signifikante Unterschiede zwischen NHBECs und DHBECs ermittelt. 96 h nach der
Infektion war eine erhdhte Freisetzung in den ALI-Zellkulturen der DHBECs gegeniiber der
NHBECs auch fiir IL-6 und GM-CSF nachweisbar (184). Fiir einen besseren Vergleich des in
dieser Arbeit etablierten in vitro Modells einer Asthma-Exazerbation mit bisherigen ALI-
Zellkultursystem zur Untersuchung der antiviralen Inflammation in Asthma ware die Messung
der Proteinproduktion in den exazerbierten ALI-Epithelien und deren Freisetzung wichtig.
Jedoch zeigen die vorliegenden Ergebnisse, dass zum einen die Induktion eines Thy-
polarisierten epithelialen Phanotyps in Kombinationen mit einem Ausldser fir die antivirale
Inflammation der Asthma-Exazerbation in vivo am starksten ahnelt. Gleichzeitig zeigt der
Vergleich der NHBECs und DHBECs auch Unterschiede, die erst nach der Stimulation mit
Poly(1:C) oder rhiIL-13 zusammen mit Poly(l:C) zu unterschiedlichen Genexpressionsprofilen
fihren. Diese Unterschiede koénnen durch genetische Mutationen wie Einzelnukleotid-
Polymorphismen (SNPs) verursacht werden, deren Lokalisierung sich mit den Sonden der
Arrays beziehungsweise Primern der gRT-PCR nicht (iberlagern, sodass sie mit diesen
Methoden nicht detektierbar sind. Es konnten bereits mehrere dieser genetischen
Veranderungen mit einer erhdohten Anfalligkeit fiir Asthma in Verbindung gebracht werden
(158). So fuhrt der SNP Argl110GIn im IL-13-Gen zu einer IL-13-Variante, welche mit einer

geringeren Affinitdat an die IL-13Ra2-Kette bindet, und erhéhte Konzentrationen davon im
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Plasma vorliegen (271). Polymorphismen in der IL-4Ra-Kette dagegen fiihren zu einer
erhohten Anfalligkeit fur allergische Erkrankungen (272). AuBerdem wurden Polymorphismen
in den Genen fiir IL-33, IL-1RL1 und TSLP gefunden, die alle mit der Aktivierung des Epithels,
dessen Schadigung und der Thy-dominierten Immunantwort in Verbindung stehen (84).
Neben Polymorphismen sind auch epigenetische Veranderungen mogliche Modulatoren fir
eine erhohte Asthma-Suszeptibilitat. So wurden bei Kindern mit Asthma verschiedene
Methylierungsstellen in der DNA gefunden, die mit Signalwegen von Asthma-relevanten
Immunprozessen wie zum Beispiel der Aktivierung von Eosinophilen und zytotoxischen T-
Zellen in Verbindung gebracht wurden (273, 274). Weiterhin wurde gezeigt, dass Regionen
des humanen CCL26-Promotors in primdren Epithelzellen von allergischen Patienten
hypomethyliert sind und diese geringere Methylierung mit einer erhéhten CCL26 Expression
korreliert (275) Die SNPs und Methylierungen an den Methylierungsstellen kénnen auch
interagieren und dadurch das Risiko einer Asthma-Erkrankung zu entwickeln erhéhen (276).
Da sich die Genexpressionsprofile der NHBECs und DHBECs dieser Arbeit bei den
unterschiedlichen Stimulationen kaum unterschieden und somit die Unterschiede wahrend
der Asthma-Exazerbation in vitro nicht erklaren konnen, koénnten epigenetische
Veranderungen fir die starkere Entziindungsreaktion in den exazerbierten ALI-Zellkulturen
der DHBECs verantwortlich sein. Dementsprechend werden als nachster Schritt
Methylomanalysen durchgefiihrt und die daraus resultierenden Methylierungsmuster der
NHBECs und DHBECs im unstimulierten Zustand, nach rhIL-13-Stimulation, Poly(l:C)-
Behandlung und wahrend der friihen Phase der Asthma-Exazerbation in vitro miteinander

verglichen.

Insgesamt konnte in dieser Arbeit ein in vitro ALl-Zellkulturmodell zur Nachstellung einer
Asthma-Exazerbation mit dem viralen Surrogat Poly(l:C) etabliert werden, welches dem in vivo
Zustand des humanen Bronchialepithels sowohl morphologisch als auch immunologisch sehr
ahnlich ist. Mit Hilfe dieses in vitro Modells einer Exazerbation konnten sechs Kandidaten
identifiziert werden, die sich als potentielle pradiktive Biomarker flr weitere
Validierungsuntersuchungen einer Asthma-Exazerbation anbieten.

Das hier etablierte ALI-Zellkulturmodell bietet auRerdem die Moglichkeit, mechanistische
Untersuchungen zur Rolle des Atemwegsepithels bei der Entstehung von Asthma-
Exazerbationen durchzufihren, wie zum Beispiel epigenetischer Modifikationen der Gene von

exazerbations-relevanten Faktoren.
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| Expression von Pattern Recognition Receptors
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Abb. A.1: In vitro Expression der Pattern Recognition Receptors TLR3, RIG-l und MDA5 in ALI-
Epithelien von NHBECs. Nach 28 Tagen Differenzierung unter ALI-Bedingungen wurde die mRNA
isoliert, aufgereinigt und in cDNA umgeschrieben. AnschlieBend wurde eine gRT-PCR mit Primern fir
die Gene TLR3, RIG-I (Primer: DDX58) sowie MDAS (Primer: IFIH1) durchgefiihrt und die Produkte auf
ein Agarosegel aufgetragen.
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Abb. A.2: Heat Map von unstimulierten und rhiL-13-behandelten ALI-Zellkulturen von NHBECs. Al bis E1
stellen die unstimulierten ALI-Zellkulturproben dar. A2 bis E2 sind die ALI-Zellkulturen der fiinf gesunden
Spender, welche von Tag 21 bis Tag 28 mit 5 ng/ml rhiL-13 stimuliert wurden. Es sind die 100 Gene mit dem
groBten Fold Change dargestellt. Hohe Expressionsintensititen sind in rot dargestellt, geringe
Expressionsintensitaten in griin und schwarz zeigt mittlere Intensitaten an.
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Abb. A.3: Heat Map von unstimulierten und rhiL-13-behandelten ALI-Zellkulturen von DHBECs. F1 bis K1
stellen die unstimulierten ALI-Zellkulturproben dar. F2 bis K2 sind die ALI-Zellkulturen der fiinf gesunden
Spender, welche von Tag 21 bis Tag 28 mit 5 ng/ml rhiL-13 stimuliert wurden. Es sind die 100 Gene mit dem
groBten Fold Change dargestellt. Hohe Expressionsintensititen sind in rot dargestellt, geringe
Expressionsintensitaten in griin und schwarz zeigt mittlere Intensitaten an.
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Abb. A.4: Heat Map von unstimulierten und Poly(l:C)-behandelten ALI-Zellkulturen von NHBECs. A1 bis E1
stellen die unstimulierten ALI-Zellkulturproben dar. A2 bis E2 sind die ALI-Zellkulturen der fiinf gesunden
Spender, welche an Tag 28 fiir 3h mit 5 pg/ml Poly(l:C) stimuliert wurden. Es sind die 100 Gene mit dem
groBten Fold Change dargestellt. Hohe Expressionsintensititen sind in rot dargestellt, geringe
Expressionsintensitaten in griin und schwarz zeigt mittlere Intensitaten an.
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Abb. A.5: Heat Map von unstimulierten und Poly(l:C)-behandelten ALI-Zellkulturen von DHBECs. F1 bis K1
stellen die unstimulierten ALI-Zellkulturproben dar. F2 bis K2 sind die ALI-Zellkulturen der fiinf gesunden
Spender, welche an Tag 28 fiir 3h mit 5 pug/ml Poly(l:C) stimuliert wurden. Es sind die 100 Gene mit dem
groBten Fold Change dargestellt. Hohe Expressionsintensitidten sind in rot dargestellt, geringe
Expressionsintensitaten in griin und schwarz zeigt mittlere Intensitaten an.
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Abb. A.6: Heat Map von unstimulierten und rhiL-13- und Poly(l:C)-kostimulierten ALI-Zellkulturen von NHBECs.
Al bis E1 stellen die unstimulierten ALI-Zellkulturproben dar. A2 bis E2 sind die ALI-Zellkulturen der funf
gesunden Spender, welche von Tag 21 bis Tag 28 mit 5 ng/ml rhiL-13- behandelt wurden und an Tag 28 fir 3h
zusétzlich 5 pug/ml Poly(1:C) appliziert wurde. Es sind die 100 Gene mit dem gréRten Fold Change dargestellt.
Hohe Expressionsintensitdten sind in rot dargestellt, geringe Expressionsintensitaten in griin und schwarz zeigt
mittlere Intensitaten an.
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Abb. A.7: Heat Map von unstimulierten und rhiL-13- und Poly(l:C)-kostimulierten ALI-Zellkulturen von DHBECs.
F1 bis K1 stellen die unstimulierten ALI-Zellkulturproben dar. F2 bis K2 sind die ALI-Zellkulturen der fiinf gesunden
Spender, welche von Tag 21 bis Tag 28 mit 5 ng/ml rhlL-13- behandelt wurden und an Tag 28 fiir 3h zusétzlich 5
ug/ml Poly(l:C) appliziert wurde. Es sind die 100 Gene mit dem gréRten Fold Change dargestellt. Hohe
Expressionsintensitdten sind in rot dargestellt, geringe Expressionsintensitaten in griin und schwarz zeigt mittlere
Intensitaten an.
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Ethylendiamintetraessigsaure

Epidermal Growth Factor

Epidermal Growth Factor Receptor

Epithel

eosinophile Peroxidase

Epithelial Stromal Interaction 1

Family With Sequence Similarity Member

Fc Fragment of I1gG Binding Protein

fetales Kalberserum (Fetal Calf Serum)
Fetuin B

forciertes exspiratorisches Volumen
Fibroblast Growth Factor 2

forward

Forkhead Box J1

Becherzellen (Goblet Cells)

Glutamin

glatte Muskulatur
Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor
Gene Ontology

General Repository for Interaction Datasets
Salzlésung nach Hanks

humane Bronchialepithelzellen

Salzsaure

Histone Deacetylase 9

HECT and RLD Domain Containing E3 Ubiquitin Protein Ligase 5
Human Protein Reference Database
humanes Rhinovirus

Intercellular Adhesion Molecule 1
Indoleamine 2,3-Dioxygenase 1

Interferon Induced With Helicase C Domain 1
Interferon Induced Protein with Tetratricopeptide Repeats
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Kap
KEGG
LIFR
LIPG

LP
LRRC31
MBP
MCP
MDA5S
MHC Il
MINT
MRNA
MXD1
NacCl
NaOH
newCAST
NF-«kB
NHBECs

NOCT
NOD
NOS2
OASL
oD
0X40
0OXx40L
PAMPs
PAS
PBS
PCR
Pen
PID

Interferon

Immunoglobulin E

Interleukin

Interleukin-7 Rezeptor

Typ-2 innate lymphoide Zellen

Interferon-y-induziertes Protein

Interleukin 1 Receptor Associated Kinase 2

Interferon Regulatory Factor

Interferon-Stimulated Gene

Intelectin-1

Janus Kinase

Kapitel

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

LIF Receptor Subunit Alpha

Lipase G, Endothelial Type

Length per Point

Leucin Rich Repeat Containing 31

Major Basic Protein

Monocyte Chemotactic Protein

Melanoma Differentiation-Associated Gene 5
Hauptkompatibilitatskomplex Il (Major Histocompatibility Complex)
Molecular INTeraction Database

messenger RNA

MAD Dimerization Protein 1

Natriumchlorid

Natriumhydroxid

New Computer Assisted Stereology Toolbox

Nuclear Factor ‘Kappa-Light-Chain-Enhancer’ of Activated B-Cells
lungen-gesunde humane Bronchialepithelzellen, (normal human bronchial
epithelial cells)

Nocturnin

Nucleotide Oligomerization Domain
Stickstoffmonoxid-Synthase 2

2-5"-Oligoadenylate Synthase like

optische Dichte

TNFRSF4 genannt, Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily, Member 4
0OX40-Ligand

Pathogen-Associated Molecular Patterns
Perjodsaure-Schiff

Phosphat-gepufferte Salzlosung
Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)
Penicillin

Pathway Interaction Database
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PMAIP
PLAUR
Poly(l:C)
POSTN
PPP1R15A
PRB
PRDM1
PRR
gRT-PCR
PTGER4
RAET1L
RANTES
rev
rhiL-13
RHOB
RIG-I
RIPK
RMA
RIN

RNA
RPL32
RSAD1
RSV

RT
SEMA7A
SD
SerpinB2
SerpinB10
SH2D1B
SLC

SNP
SPDEF
sSRNA
STAT
Strept
STRING
SURS
Tab

TAE

TBS

TGF

Th1

Th;

Phorbol-12-Myristate-13-Acetate-Induced Protein
Plasminogen Activator, Urokinase Receptor
Polyinosin:Polycytidyldaure

Periostin

Protein Phosphatase 1, Regulatory Subunit 15A
Proline Rich Protein BstNI subfamily

PR/SET Domain 1

Pattern Recognition Receptor

guantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion
Prostaglandin E Receptor 4

Retinoic Acid Early Transcript 1L

Regulated On Activation, Normal T Cell Expressed And Secreted
revers

rekombinantes humanes Interleukin-13

Ras Homolog Family Member B

Retinoic Acid Inducible-Gene |

Receptor Interacting Serine/Threonine Kinase
Robust Multichip Average

RNA Integrity Number

Ribonukleinsadure (Ribonucleic Acid)

Ribosomales Protein L32

Radical S-Adenosyl Methionine Domain Containing 1
respiratorisches syncytiales Virus

Raumtemperatur

Semaphorin 7A (John Milton Hagen Blood Group)
Standardabweichung

Serine Family B Member 2

Serpin Family B Member 10

SH2 Domain Containing 1B

Solute Carrier Family
Einzelnukleotid-Polymorphismus (Single Nucleotide Polymorphism)
SAM Pointed Domain Containing ETS Transcription Factor
einzelstrangige RNA (Singlestranded RNA)

Signal Transducer and Activator of Transcription
Streptomycin

Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins
Systematic Uniform Random Sampling

Tabelle

TRIS-Acetat-EDTA

TRIS-gepufferte Salzlosung

Transforming Growth Factor

Typ-1 T-Helferzelle

Typ-2 T-Helferzelle
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TJP Tight Junction Protein

TLR Toll-Like Receptor

TMEM Transmembrane Protein

TMPRSS2 Transmembrane Serine Protease 2

TNF-a Tumornekrosefaktor a

TNFAIP TNF Alpha Induced Protein

TNFSF TNF Superfamily Member

TNIP3 TNFAIP3 Interacting Protein 3

TNS Trypsin Neutralisationslosung (Trypsin Neutralization Solution)
TRIM Tripartite Motif Containing

TRIS Tris(hydroxymethylaminomethan)

Tregl Typ-1 regulatorische Zelle

TSLP Thymic Stromal Lymphopoietin

TSPAN Tetraspanin

VCAM1 Vascular Cell Adhesion Molecule 1

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor

VSIG1 V-Set And Immunoglobulin Domain Containing 1
WARS Tryptophanyl-tRNA Synthetase
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