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1 Glossar

ACE = angiotensin converting enzyme

AMP = antimikrobielle Peptide

ARDS = acute respiratory distress syndrome

BASC = bronchioalveolar stem cells

BESC = bronchioepithelial stem cells

CAMP = Gen von LL-37

CC16 = CCSP = club cell secretory protein

CD31 = cluster of differentiation 31

CD44 = cluster of differentiation 44

CD74 = cluster of differentiation 74

CK14 = cytokeratine 14

COVID 19= coronavirus disease 2019

DCLK1 = doublecortin-like kinase 1

E-Cad = epithelial cadherine

HBD-1 = humanes B Defensin 1

HBD-2 = humanes B Defensin 2

hCAP18 = Alternativbezeichnung von LL-37

HDACI11 = Histondeacetylase 11

HOPX = homeobox only protein X

HPAEpIC = human primary alveolar epithelial cells

HPMEC = human pulmonary microvascular endothelial
cells

IL- 6 = Interleukin 6

IL-1B = Interleukin 1B

Krt 14 = Keratin 14

LC-MS = liquid chromatography mass spectrometry

LGR5 = leucin-rich-repeat-containing G protein
coupled receptor 5

LGR6 = leucin-rich-repeat-containing G protein
coupled receptor 6

LPS = Lipopolysaccharide

MIF = Macrophage migration inhibitory factor

MLCK = myosin light chain kinase

Mpro = main protease

MUC5B = mucin 5B

NFkB = nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B-cells

OEC = outgrowth endothelial cells

qPCR = quantitative real-time polymerase chain reaction

RAAS = Renin-Angiotensin-Aldosteron System

RXR = retinoid X receptor

SARS-CoV 2 = severe acute respiratory distress syndrome
coronavirus 2

sftpc = surfactant protein C (Gen)

SP-A = Surfactant Protein A

SP-B = Surfactantprotein B

Cav-1 = Caveolin 1

SP-C = Surfactant Protein C (Protein)

SP-D = Surfactantprotein D

TEER = transepithelial electrical resistance

TH1 = Typ 1 T-Helferzelle

TH17 = Typ 17 T-Helferzelle

TH2 = Typ 2 T-Helferzelle

Treg = regulatorische T-Helferzelle

Trp 6 = transient receptor potential channel 6

VD3 = Vitamin D3

VDBP = Vitamin D bindendes Protein

VDR = Vitamin D Rezeptor

VDRE = Vitamin D responsives Element

VE-Cad = vascular endothelial cadherine

VEGFA = vascular endothelial growth factor A

Z20-1 = Zonula occludens 1



2 Einleitung

2.1 Die menschliche Lunge

2.1.1 Die alveolokapillire Membran

Die menschliche Lunge besteht neben den Bronchien als luftleitenden Abschnitten aus den knapp
vier Millionen Alveolen, in denen der Gasaustausch stattfindet und die als hauchdiinne Blaschen die
Lunge auskleiden. Die sogenannte alveolokapillire Membran bildet hierbei die eigentliche Blut-Luft
Schranke. Sie besteht aus den Typ 1- und Typ 2 Zellen des Alveolarepithels, dem Endothel der
Lungenkapillaren und der dazwischenliegenden Basalmembran. Als einzige Grenze zwischen Blut und
AuBenwelt stellt sie auf einer Fliche von ca. 120 m? eine hochselektive Barriere dar (Lillmann-Rauch,
2015), die Gasaustausch ermdoglichen, gleichzeitig aber auch eine suffiziente Abgrenzung des Blutes
gegenilber der AulRenwelt schaffen muss. Die Barrierefunktion der alveolokapilliren Membran
beruht dabei zum einen auf der parazellularen Dichtigkeit, die fir eine Kontrolle des Stofftransports
unerlasslich ist, zum anderen auf der fein abgestimmten Immunreaktion der Alveolen. Diese muss
den Organismus Uber die groRe AuRenflache schiitzen, darf dabei die feine Membran selbst jedoch
nicht zerstoren. Alveolar- und Endothelzellen dabei stehen in komplexer wechselseitiger Interaktion,
um eine gezielte Immunreaktion zu vermitteln, hdmodynamische Anpassungen wie die hypoxische
Vasokonstriktion (Euler-Liljestrand-Mechanismus) vorzunehmen, aber auch (iber transzelluldre
Transportprozesse den Flussigkeitsfilm der Lunge zu regulieren, der fiir eine gleichmaBige Entfaltung
der Alveolen von entscheidender Bedeutung ist (Hermanns et al., 2009b; Janga et al., 2018; Phelps,
2001; L. Wang et al., 2013; Yanagi et al., 2015). Uber Atmung, immunologische Kontrolle der
Gasaustauschflache und die Regulation von Lungencompliance und Hamodynamik des kleinen
Kreislaufs ist die nur 0,6 um diinne alveolokapillaire Membran unmittelbar an vitale Parameter des
Organismus geknipft. Die komplexen Regulationsmechanismen sind erst ansatzweise verstanden, im
Zuge der COVID-19 Pandemie aber erneut in den Fokus der Forschung geriickt, da ihr Verstandnis

neue Praventions- und Therapiemoglichkeiten er6ffnen und im Einzelfall Leben retten kann.

2.1.2 Epithelzellen der Lunge und ihre Funktion
Das Epithel der Lunge besteht aus dem Bronchial- und Alveolarepithel. Die konduktiven Luftwege,

also die Bronchien und Bronchiolen, sind mit Flimmerepithel ausgekleidet, das aus zilientragenden
Zellen, muzinproduzierenden Becherzellen, und vereinzelten neuroendokrinen-, dendritischen- und
chemosensorischen Birstenzellen besteht. Basalzellen regenerieren das Bronchialepithel. In den
distaleren Bronchiolen werden die Becherzellen zunehmend von Keulenzellen (ehemals Clarazellen)
abgelost, die an der Surfactantproduktion beteiligt sind und auch als Vorlauferzellen des

Alveolarepithels fungieren kénnen (Lillmann-Rauch, 2015). Das Alveolarepithel schlieRlich besteht
1



aus den Typ 1 und Typ 2 Zellen und dient dem Gasaustausch. Die Typ 1 Zellen bilden die eigentliche
Gasaustauschflache und sind daflir hauchdinn abgeflacht und mit ihren weit ausgebreiteten
Auslaufern eng miteinander verschrankt. Die Architektur der Lungenbldaschen bestimmend,
erstrecken sie sich teilweise iber mehrere Alveolen (Yang et al., 2016). Sie liegen dem Endothel der
Lungenkapillaren eng an, welche die Alveolen netzartig umgeben. In den Nischen zwischen den Typ 1
Zellen liegen die kuboidal geformten Typ 2 Zellen. Sie gelten als Vorlaufer der Typ 1 Zellen und als
'Wachter der Alveole', da sie mit der Produktion des Surfactants und ihren immunologischen

Eigenschaften das Mikromilieu der Alveole maRRgeblich bestimmen (Mason, 2006).

Das Epithel der distalen Luftwege und Alveolen ist vermutlich komplexer organisiert als bisher
angenommen. Wahrend Typ 1 Zellen lange als terminal differenziert und postmitotisch galten, gibt es
inzwischen zunehmende Evidenz fiir eine fakultative Plastizitat zwischen Typ 1 und Typ 2 Zellen
(Schilders et al., 2016) und auch die Typ 2 Zellen stellen ein in sich sehr heterogenes und noch
unerforschtes Zellgemisch dar, dessen Hierarchie umstritten ist (Q. Chen et al., 2021). Verschiedene
Progenitor- und Stammzellen fiir die alveoldre Regeneration werden derzeit diskutiert. Insbesondere
seit Beginn der COVID-Pandemie wird versucht, irreversible Lungenschdaden durch Stammzellediting
und Tissue Engineering auszugleichen. Diesbeziigliche Forschung beschrankt sich bisher auf in vitro
Experimente und Tierversuche, verspricht aber, immenses Potenzial zu haben (Schilders et al., 2016).
Bis dahin zielfilhrend scheint die Stimulation von Regenerationsprozessen in vivo durch die
Verabreichung praventiver und therapeutischer Substanzen zu sein, zu denen auch Vitamin D3
gehort. Ein tieferes Verstdndnis der verschiedenen Zellpopulationen, ihrer Funktion und

Regulationsmechanismen ist dafiir erforderlich.

2.1.3 Alveolarepithelzellen Typ 1
Alveolarepithelzellen Typ 1 sind fiir den Gasaustausch der Lunge zustandig. Nur etwa 8 % der distalen

Lungenzellen stellend, bedecken sie etwa 95 % der alveolaren Oberflaiche (Mason, 2006; Yang et al.,
2016). Dafir sind sie hauchdinn ausgebreitet und entsprechend vulnerabel gegenliber endo- und
exogenen Noxen - und auch einer Gberschieenden kérpereigenen Immunreaktion. Ein GroRteil der
Atemwegsphysiologie dient dem Schutz der fiir Atmung und Uberleben unersetzbaren Typ 1 Zellen.
Ihre kontinuierlich ausgebildeten Tight Junctions gewahrleisten parazelluldre Dichtigkeit und sind
damit Korrelat der Lungenbarriere (Yanagi et al., 2015). Typ 1 Zellen regulieren u.a. liber die
Ausschittung von vascular endothelial growth factor A (VEGFA) die Ausbildung und Funktion des
Kapillarendothels und sind vermutlich Vermittler der hypoxischen Vasokonstriktion (Yang et al.,
2016). Sie besitzen zudem Kanale und Pumpen, um Flissigkeit aus dem Alveolarraum zu resorbieren.
Da sie kaum Mitochondrien haben, wird vermutet, dass sie die Energie dazu aus anaerober Glykolyse

beziehen (Mason, 2006). In der Embryonalentwicklung entwickeln sie sich direkt aus einer



bipotenten alveolaren Progenitorzelle, wahrend sie in der gesunden adulten Lungenhomdostase aus
einem Pool sich langsam teilender Typ 2 Zellen gespeist werden. Bei Verletzung werden vermutlich
sowohl Typ 2 Zellen fiir den Ersatz rekrutiert, als auch embryonale Muster reaktiviert, um weitere
pulmonale Stammzellen fiir die Regeneration heranzuziehen (Barkauskas et al., 2013; Desai et al.,
2014; Schilders et al., 2016; Treutlein et al., 2014). Typ 1 Zellen gelten als terminal differenziert, eine
fakultative Dedifferenzierung und Wiedererlangung von Proliferationsfahigkeit wird jedoch diskutiert
(Yang et al., 2016). Als Marker fiir das Vorliegen von Typ 1 Zellen werden neben anderen HOPX,
Aquaporin 5 und Caveolin-1 verwendet, welches Zeichen transzytotischer Transportprozesse ist

(Fuchs et al., 2003; Ota et al., 2018; Treutlein et al., 2014; Yang et al., 2016).

2.1.4 Alveolarepithelzellen Typ 2
Obwohl Typ 2 Zellen nur 5 % der alveoldren Flache bedecken, machen sie mit 15 % einen grofReren

Anteil der Zellkomposition der distalen Lunge aus als die Typ 1 Zellen (Mason, 2006). Sie produzieren
den Surfactant, der durch Reduktion der Oberflachenspannung die Compliance der Lunge erhoht
und eine gleichmalige Entfaltung der Alveolen sichert (Lillmann-Rauch, 2015). Gleichzeitig wird
dadurch verhindert, dass durch die Oberflachenspannung Flissigkeit aus den Kapillaren angezogen
wird. Durch den Transport von Natrium und Wasser nach basolateral regulieren Typ 2 Zellen den
Flussigkeitsfilm der Alveolen, erhalten so den kurzen Diffusionsweg der Gasaustauschflache und
wirken einer Bildung von Odemen entgegen (Mason, 2006). Die Schadigung von Typ 2 Zellen hat
fatale Folgen. Durch den fehlenden Surfactant kollabieren einzelne Alveolen, die sich in ihre
Nachbaralveolen entleeren und so Emphyseme entstehen lassen, was die Gasaustauschflache
erheblich reduziert. Ohne Surfactant und Flissigkeitsresorption der Typ 2 Zellen koénnen
Lungenddeme ungehindert entstehen und den Gasaustausch sensibel beeintrachtigen. Neben der
Produktion des Surfactants, der auch immunmodulatorische Wirkung hat (Spengler et al., 2018), sind
auch die Typ 2 Zellen selbst in die Immunhomdostase der distalen Lunge involviert. Sie sezernieren
ein Zytokinprofil, das unter normalen Bedingungen Antigentoleranz fordert, bei starkeren Stimuli
jedoch eine Immunantwort induziert (Mason, 2006). Typ 2 Zellen haben zudem die Fahigkeit, sich
selbst zu erneuern und kénnen zu Typ 1 Zellen transdifferenzieren. Somit fungieren sie als alveolare
Progenitorzellen. Man vermutet, dass eine Subpopulation reifer Typ 2 Zellen fir den Typ 1
Nachschub im Gesunden verantwortlich ist, deren Turnover in der adulten Lungenhomd&ostase sehr
langsam ist. Bei Verletzung kann ihre Proliferation und Ausdifferenzierung rapide beschleunigt
werden, um eine schnelle Epithelreparatur zu gewahrleisten (Barkauskas et al., 2013; Q. Chen et al.,
2021; Mandell et al.,, 2014). Mit diesen Eigenschaften, die das distale Lungenepithel zentral
regulieren, werden Typ 2 Zellen nicht umsonst als '"Wachter der Alveole' bezeichnet (Mason, 2006).
Es gibt Hinweise, dass SARS-Cov-2 gerade die Typ 2 Zellen befdllt und liber die Dysregulation des
Renin-Angiotensin-Aldosteron  Systems  (RAAS) zu einer toxischen Schadigung der

3



Alveolarepithelzellen fihrt (Santaolalla et al., 2020). Erhalt und Regeneration von Typ 2 Zellen
werden seit langem fokussiert erforscht und haben im Zuge der COVID-19 Pandemie neu an

Bedeutung gewonnen.

Es wird zunehmend evident, dass Typ 2 Zellen eine in sich heterogene Population abbilden, die aus
verschiedenen Subpopulationen besteht (Liu et al., 2015), deren genaue Eigenschaften, definierende
Marker und Hierarchie nach wie vor Diskussionsgegenstand sind. Als Typ 2 - spezifisch gilt an ehesten
die Produktion des Surfactantproteins C (SP-C) (Treutlein et al., 2014), das auch in der vorliegenden
Arbeit als Typ 2 Marker herangezogen wird. Die Oberflachenproteine CD74 und CD44 werden
ebenfalls als Typ 2 Marker gehandelt, bilden wahrscheinlich aber nur Subpopulationen der Typ 2
Zellen ab (Q. Chen et al., 2021; Marsh et al., 2009).

2.1.5 Keulenzellen
Keulenzellen (ehemals Clarazellen) sind zylindrische Zellen der distalen Atemwege, die sich ins Lumen

vorwolben, was ihnen ihre namensgebende Form verleiht (Lillmann-Rauch, 2015). Sie haben
Progenitorfunktion und kénnen ebenfalls zu Typ 1 und Typ 2 Zellen, aber auch zu Bronchialepithel
differenzieren (Middelhoff et al., 2017; Yuan et al., 2019). Die Surfactantproteine SP-A, SP-B und SP-
D, nicht jedoch SP-C, werden neben den Typ 2 Zellen zusatzlich von Keulenzellen produziert
(Lallmann-Rauch, 2015). Wechselseitige Interaktion mit LGR5 und LGR6 positiven Stammzellen und
die Sekretion von Liganden des Wnt-Signalweges legen auRerdem eine stammzellmodulierende
Funktion der Keulenzellen nahe (Barker et al., 2013; Lee et al., 2017). Zudem sind Keulenzellen in die
Metabolisierung von Xenobiotika involviert und reduzieren oxidativen Stress (Treutlein et al., 2014).
Durch ihre Beteiligung an Regenerationsprozessen und ihren Einfluss auf das Mikromilieu sind
Keulenzellen somit essentieller Bestandteil der alveoldren Homdostase. Als Marker fiir Keulenzellen
wird haufig das das Club Cell secretory protein CCSP (auch Scgblal, CC10 oder CC16 genannt)

verwendet (Treutlein et al., 2014).

2.1.6  Biirstenzellen und DCLK1
Biirstenzellen sind kleine ovale Zellen mit einem apikalem Schopf aus kurzen, steifen Mikrovilli, der

ihnen ihren Namen gibt (Kasper et al., 1994a). Sie kommen auf fast allen Epithelien einzeln verteilt
vor, so auch im Alveolar- und Bronchialepithel (Sbarbati et al., 2005a). Sie fungieren als
Chemosensoren und weisen groBe Ahnlichkeit mit Geschmacksrezeptorzellen auf. lhre
chemosensorischen Signale werden neuronal weitergeleitet und vermitteln in der Lunge die
protektive Apnoe bei der Detektion von Bitterstoffen, sowie Bronchodilatation und eine
Beschleunigung des Zilienschlags. In den letzten Jahren sind zahlreiche weitere Funktionen der
Bilrstenzellen bekannt geworden, u.a. eine Schlisselfunktion in Typ Il Immunreaktionen und eine

Regulation des Zytokinmilieus, iber die sie Regenerationsprozesse induzieren konnen (O’Leary et al.,
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2019). Charakteristisch fur Blrstenzellen ist die Expression von DCLK1, Cytokeratin 18 und Villin
(Kasper et al., 1994; Middelhoff et al.,, 2017; Sbarbati et al., 2005). Fiir Biirstenzellen der Lunge
typisch sind auferdem ihre Bedeckung durch Ausldaufer der Typ 1 Zellen, eine interdigitierende
Verschrankung mit Typ 2 Zellen, die Ausbildung kontinuierlicher Schlussleistenkomplexe zu ihren

Nachbarzellen und der bereits erwahnte apikale Schopf aus Mikrovilli (Hijiya et al., 1977a).

Double-cortin-like Kinase 1 (DCLK1) exprimierende Birstenzellen scheinen aullerdem
stammzellmodulierende Eigenschaften zu haben, vermutlich indem sie das Mikromilieu der
Stammzellnischen beeinflussen (Middelhoff et al., 2017). Eine fakultative Dedifferenzierung zu LGR5
positiven Stammzellen wird ebenfalls diskutiert (O’Leary et al., 2019). Weiterhin hdngt ein Knockout
der DCLK1, neben defekter Epithelregeneration, eng mit dem Zusammenbruch epithelialer Barrieren
zusammen (May et al., 2014; O’Leary et al.,, 2019; Yi et al.,, 2018). Eine Modifikation oder
Reorganisation von Tight Junctions durch die DCLK1 und nicht zuletzt eine Regulation des kapillaren
Widerstands (Sbarbati et al., 2005a) scheint ein weiterer Mechanismus der Birstenzellen zu sein, mit

dem sie eine Schlisselfunktion in der epithelialen Homo&ostase der Lunge einnehmen.

2.1.7 Stammzellpopulationen im Alveolarepithel
Im distalen Lungenepithel gibt es zahlreiche Zelltypen, denen Stammzellcharakter nachgesagt wird.

Lange Zeit galten Typ 2 Zellen als einziger Nachschub fiir Typ 1 Zellen. Diese Annahme weicht
inzwischen jedoch zunehmender Evidenz, dass das distale Lungenepithel sich aus verschiedenen
Stamm- und Progenitorzellen speisen kann. lhre Hierarchie ist mitunter komplex und ihre
Aktivierungsmodalitaten werden erst sukzessive aufgedeckt. Eine hohe Plastizitat der bisher
definierten Zelltypen wird mehr und mehr deutlich und bietet zusatzlich Diskussions- aber auch
therapeutisches Potenzial (Schilders et al.,, 2016). Als Zellentitdten, die das Alveolarepithel

regenerieren kdnnen, kommen in Frage:

1) bipotente Progenitorzellen, die sowohl Typ 1 als auch Typ 2 Marker exprimieren und direkt
zu beiden Zelltypen differenzieren konnen. Diese sind vermutlich vor allem in der
Embryonalphase aktiv, kdnnen bei Verletzung aber reaktiviert werden. (exprimieren HOPX
und Sftpc)

2) Typ 2 Zellen, die sich sowohl selbst erneuern, als auch zu Typ 1 Zellen differenzieren konnen.
Dabei entsteht teilweise ein Typ 1 Progenitortyp, der noch Sftpc exprimiert. Sie sorgen in der
gesunden adulten Lungenhomdostase fiir den Zellnachschub. (exprimieren Sftpc)

3) Bronchioalveoldare Stammzellen (BASC), die Typ 2 Zellen und Zilienzellen hervorbringen
koénnen. (exprimieren Scgblal und Sftpc)

4) Typ 1 Zellen, die entgegen bisheriger Annahmen vermutlich proliferieren und zu Typ 2 Zellen

differenzieren kbnnen. (exprimieren HOPX)



5) Keulenzellen, die sich selbst erneuern und Alveolarepithel- und Bronchialepithel

hervorbringen kénnen. (exprimieren Scgblal)
Keulenzellen regenerieren sich selbst und aus

6) alveoldren Progenitorzellen, die ebenfalls zu Typ 2 Zellen und Keulenzellen differenzieren
koénnen. (exprimieren weder Scgblal noch Sftpc, sondern Integrin a6 und Integrin 64)
7) Basalzellen, die alle Zellen des Bronchialepithels hervorbringen kénnen: Keulenzellen

Zilienzellen, Neuroendokrine Zellen und Becherzellen (exprimieren Krt5 und Trp63)

2.1.8 Endothelzellen der Lunge und ihre Interaktion mit dem Alveolarepithel
Alveolarepithel und -Endothel stehen in enger wechselseitiger Beziehung und regulieren sich

gegenseitig (L. Wang et al., 2013). Die Ausbildung des Endothels etwa wird unter anderem durch Typ
1 Zellen reguliert, indem diese VEGFA ausschiitten (Yang et al., 2016). Die Entziindungsantwort der
alveolokapillaren Membran hingegen scheint hauptsachlich tber die Endothelzellen vermittelt zu
sein, wahrend Alveolarepithelzellen alleine kaum auf Entziindungsstimuli reagieren. Erst eine
Exposition des Endothels zu Noxen bewirkt eine relevante Freisetzung von proinflammatorischen
Zytokinen, die ihrerseits eine Immunreaktion des Alveolarepithels hervorrufen und seine Barriere
schwéachen (Hermanns et al., 2009b; Janga et al., 2018). Die Dichtigkeit der alveolokapilldren Barriere
wiederum setzt sich aus den transzellularen Transportprozessen und der parazellularen Permeabilitat
zusammen. Letztere wird mageblich durch die Tight Junctions des Alveolarepithels bestimmt. Das
Endothel scheint dabei indirekt die Dichtigkeit der Alveolarepithelzellen zu beeinflussen, jedoch nicht
selbst an der Barrierebildung beteiligt zu sein (Hermanns et al., 2009a; Janga et al., 2018; Neuhaus et
al.,, 2012; Yanagi et al., 2015). Die Lunge ist mit Endothel vom kontinuierlichen Typ ausgestattet
(Lallmann-Rauch, 2015), das als eines der dichtesten im gesamten Koérper gilt (Aman et al., 2016).
Seine Tight Junctions sind jedoch weniger organisiert ausgebildet als die der Typ 1 Zellen und formen

keinen durchgéngigen Schlussleistenkomplex (Schnittler, 1998; Vestweber, 2000).

2.2 Vitamin D3

Vitamin D3 spielt neben der Regulation des Calcium-Phosphat Haushalts im Rahmen des
Knochenstoffwechsels auch fiir zahlreiche weitere Prozesse eine Rolle, deren Relevanz und
Komplexitat erst sukzessive aufgedeckt werden. So ist Vitamin D3 nicht nur am Erhalt der
psychischen Gesundheit, sondern auch an der Regulation von angeborenem und adaptivem
Immunsystem beteiligt, wo es durch spezifische Férderung und Unterdriickung von Signalwegen eine
glattende  Wirkung zu haben scheint (Chirumbolo et al.,, 2017a). Verschiedene
Regulationsmechanismen konnten hier bereits entschlisselt werden, allerdings scheint der

regulatorische Effekt von Vitamin D3 &duRerst prazise und gleichermaBen komplex zu sein und
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zahlreiche Signalwege und negative Riickkopplungsebenen einzuschlieBen. Die Literatur liefert
Hinweise darauf, dass der Effekt dabei vor allem toleranzférdernd und antiinflammatorisch ist. Bisher
bekannte immunmodulatorische Mechanismen sind u.a.: 1.) eine antioxidative Wirkung gegeniber
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS); 2.) eine Modulation der T-Zellen mit Hemmung von zytotoxischen
T-Zellen und TH17 Zellen, einer Unterdriickung inadaquater TH1 und TH2 Antworten, und einer
Forderung von regulatorischen T-Zellen (Treg), die eine Immunantwort unterdriicken und Toleranz
fordern; 3.) eine Hemmung von Neutrophilen und Eosinophilen; 4.) eine Hemmung der
Antigenprasentation dendritischer Zellen und Induktion toleranter dendritischer Zellen und 5.) eine
Regulation von Zytokinen der angeborenen und erworbenen Immunabwehr (Chirumbolo et al.,
2017b; Lykkedegn et al., 2015; Wei et al.,, 2015). Vitamin D3 scheint damit die schnelle,
energiekostende Antwort des angeborenen Immunsystems zu hemmen, eine schonende Antwort des
erworbenen Immunsystems hingegen zu fordern. Dies kdnnte unter anderem einer Rationierung der
Energiereserven dienen, was die hohe Konservierung Vitamin D3 abhangiger Mechanismen in der

Evolution begriinden wiirde (Chirumbolo et al., 2017b) .

In der Lunge ist Vitamin D essentiell fir die fetale Lungenreife und Surfactantsynthese. Ein Mangel
wurde in zahlreichen klinischen Studien als entscheidender Risikofaktor fiir das Atemnotsyndrom bei
Frihgeborenen und acute respiratory distress syndrome (ARDS) bei Erwachsenen identifiziert (Dancer
et al., 2015; Gatera et al., 2018). Beiden Krankheitsbildern ist eine Disruption der alveoldren Barriere
und eine (berschieBende Entziindungsantwort gemein. Die Maturation von Typ 2
Alveolarepithelzellen (Mandell et al.,2014), die Forderung ihrer Proliferation und die Regulation ihrer
Proteinexpression (X. Chen et al., 2015), sowie eine direkte Starkung der epithelialen Lungenbarriere
(H. Chen et al., 2018; Shi et al., 2016) sind bisher als wichtige Bausteine entdeckt worden, mittels
derer Vitamin D Entziindung und Epithelschaden in der Lunge zu begrenzen vermag. Uber
Beeinflussung der Typ 2 Zellen wird vermutlich auch deren immunologische Funktion moduliert
(Dancer et al.,, 2015; Gatera et al., 2018). Neben der Produktion des Surfactants, der selbst
antiinflammatorische Wirkung hat, sezernieren diese ein Zytokinprofil, dass im Gesunden aus
antiinflamatorischen Molekilen besteht und fir Toleranz gegeniber der unvermeidlichen
Antigenexposition der Atemluft sorgt (Mason, 2006; Spengler et al., 2018), bei Infektion sich jedoch
hin zu proinflammatorischen Mediatoren andert und so eine Immunantwort verstarkt (Mason, 2006).
Die genauen Wirkmechanismen von Vitamin D in der Lunge sind bei weitem noch nicht verstanden
und scheinen weitreichender und essentieller zu sein, als bisher angenommen. Gerade im Rahmen
der COVID 19 Pandemie wird ihre Entschlisselung forciert verfolgt, in der Hoffnung, zu neuen

Praventions- und Therapieansatzen beizutragen.



Als Calciol bzw. Cholecalciferol kann Vitamin D mit der Nahrung aufgenommen, oder durch UV-
Strahlung in der Haut aus Cholesterinderivaten generiert werden. In der Leber wird Calciol durch die
25-Hydroxylase zu Calcidiol hydroxyliert, welches die hauptsachlich im Blut zirkulierende Form
darstellt und Referenzwert der Serumspiegel ist. Bei Bedarf wird durch die la-Hydroxylase 1,25-
Dihydroxycholecalciferol (auch Calcitriol oder Vitamin D3) hergestellt, die aktive Form von Vitamin D.
In der Niere wird die 1a-Hydroxylase im Zuge des Calciumstoffwechsels durch Parathormon aktivert,
aber auch im Epithel der Lunge (Hansdottir et al., 2008) und in Immunzellen liegt sie vor und kann bei
Stimulation durch Toll-like-Rezeptor-Signalwege und Zytokine Vitamin D in seine aktive Form
umwandeln (Chirumbolo et al., 2017; Ebadi et al., 2020; Wei et al., 2015). Als lipophiles Vitamin wird
aktives Vitamin D3 dann intrazellular vom Vitamin D bindenen Protein (VDBP) gebunden, welches die
Diffusion in Zielzellen kontrolliert. In der Zelle bindet Vitamin D3 dann an den nukledren Vitamin D
Rezeptor (VDR), der mit dem Retinoid X Rezeptor (RXR) heterodimerisiert und als
Transkriptionsfaktor an Vitamin D responsive Elemente (VDRE) in der Promoterregion
verschiedenster Gene andockt und sie so induziert (Lykkedegn, 2015). Noch ist nicht abschliefend
geklart, welche Gewebe den VDR exprimieren. In der Lunge scheint er in Bronchial-, nicht aber in
Alveolarepithel vorhanden zu sein. Eine Wirkung von Vitamin D3 auch auf die alveoladren Zellen ist
aber sehr wahrscheinlich (Chen et al.,2018). Die H6he optimaler Serumspiegel von Vitamin D ist nach
wie vor Diskussionsgegenstand. Aktuelle Meinungen empfehlen Spiegel von 100-150 nM und gehen
ab unter 75 nM von einem Defizit aus (Ebadi et al., 2020). Bezugswert dabei ist jedoch, im Gegensatz
zum in der vorliegenden Arbeit verwendeten Calcitriol, zirkulierendes Calcidiol, da nur dieses mit

konventionellen Blutenthnahmen messbar ist.

2.3 Inder Arbeit untersuchte Zielproteine

In der vorliegenden Arbeit werden zahlreiche Marker- und Zielmolekiile verwendet, deren Auftreten
mit dem Vorliegen bestimmter Zellen assoziiert ist oder denen zentrale Funktionen in der
Lungenhomoostase zukommen. lhre fir die Lunge bekannten Hauptfunktionen sollen hier
ausfiihrlich vorgestellt werden und sind im Anhang nochmals in kurzer Ubersicht dargestellt (siehe

Tabelle 11).

20-1

Das ZO-1 Strukturprotein ist Teil der Verankerung von Tight Junctions (Zonula Occludens) und steht
mit den Aktinfilamenten des Zytoskeletts in Kontakt. Eine Translokation des Proteins vom
Zytoplasma an die Innenseite der Plasmamembran gewadhrleistet dabei die dynamische und

situationskonformen Ausbildung der Tight Junctions (Schneeberger et al., 2004; Vestweber, 2000).



E-Cad
E-Cad (Epitheliales Cadherin) ist als Transmembranprotein Teil epithelialer Adharenskontakte. Sein

Auftreten zeigt Zell-Zell Adhasion und epithelialen Charakter an (Lillmann-Rauch, 2015).

SP-C

Das Surfactantprotein SP-C (Gen: Sftpc) ist eines von vier Surfactantproteinen und gilt als
universellster Typ 2 Marker (Treutlein et al., 2014). Der Surfactantfilm besteht neben Lipiden (80%)
aus den Surfactantproteinen SP-A, SP-B, SP-C und SP-D (20%). Wahrend SP-A, SP-B und SP-D auch
von Keulenzellen synthetisiert werden, wird SP-C ausschlieRlich durch Typ 2 Zellen gebildet, sodass
sein Vorliegen mit der Anwesenheit und Syntheseleisteung von Typ 2 Zellen korreliert. Bei der
Transdifferenzierung zu Typ 1 Zellen nimmt ihre Surfactantproduktion ab, sodass eine Abnahme des
Surfactantproteins SP-C im Kulturverlauf auf einen erfolgreichen Transdifferenzierungsprozess
hinweisen kann (Fuchs et al., 2003; Hermanns et al., 2009). Durch verschiedene Bedingungen kann
die Surfactantproduktion der Typ 2 Zellen kompromittiert werden, z.B. im Rahmen einer Sepsis oder
bakterieller Einflliisse, was mit einem Rickgang der mRNA Expression von SP-C einhergeht (Janga et
al., 2018). Umgekehrt kann eine Zunahme von SP-C auf eine gesteigerte Surfactantproduktion und
damit einen protektiven Effekt flir das Alveolarepithel hinweisen. Unabhangig von der mRNA Ebene
unterliegt der Surfactant jedoch auch auf Proteinebene einer Rezirkulation durch Typ 2 Zellen, die in
ihren typischen Lamellenkérperchen im Zytoplasma den Surfactant speichern und freilassen kénnen
(Hermanns et al., 2009). In der vorliegenden Arbeit wird SP-C in Farbungen und PCR als Typ 2 Marker

verwendet und zur Beurteilung der epithelialen Schutzreaktion herangezogen.

SP-A

Das Surfactantprotein SP-A wird von Typ 2- und Keulenzellen synthetisiert und ist Teil des
angeborenen Immunsystems. Durch Agglutination kann es Antigene bei niedriger Exposition dem
mukozilidren Reinigungsapparat zufiihren und so vor dem Immunsystem abschirmen. Bei hoher
Exposition oder Erregerbefall wirkt SP-A hingegen proinflammatorisch als Opsonin fir Makrophagen
und kann Entziindungsmediatoren, Chemotaxis und die Expression von Oberflaichenproteinen
aktivieren (Phelps, 2001). Als Zeichen einer Entziindungsantwort wird es beispielsweise nach LPS-
Exposition von Alveolarepithel sezerniert (Janga et al.,, 2018). Zudem ist SP-A (ber negative
Rickkopplung an der Regulation der Surfactantrezirkulation beteiligt (Lykkedegn et al., 2015). Hohe
SP-A Spiegel koénnen also sowohl eine verminderte Surfactantsekretion als auch eine

inflammatorische Reaktion anzeigen.

CD74
CD74 ist ein Oberflachenrezeptor auf Typ 2 Zellen, der den macrophage migration inhibitory factor

(MIF) erkennt, was die Interaktion mit CD44 erfordert. MIF, ein proinflammatorisches Zytokin, kann
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Uber CD74 die Proliferation und Regeneration von Typ 2 Zellen anregen. Bronchialepithelzellen
exprimieren kein CD74 und mit Transdifferenzierung zu Typ 1 Zellen geht CD74 auch als
Oberflachenmarker der Typ 2 Zellen verloren (Marsh et al., 2009). Somit stellt CD74 einen Marker

proliferationsfahiger Typ 2 Zellen dar.

CD44

CD44 ist ein Matrixrezeptor auf Typ 2 Zellen, dessen Auftreten mit dem Transdifferenzierungsprozess
ebenfalls abnimmt (Hermanns et al., 2009). Es wurde eine konzentrierte Expression von CD44 auf
einer hochproliferativen Subpopulation der Typ 2 Zellen beschrieben, die flir Regeneration im

Gesunden zustédndig ist (Q. Chen et al., 2021).

Cav-1

Cav-1 (Caveolin 1) ist ein Membranprotein, das Caveolae stabilisiert - kleine Membraneinstilpungen,
die fiir endozytotische Transportprozesse gebildet und nach intrazellular abgeschniirt werden. Cav-1
ist neben Typ 1 Alveolarepithelzellen auch auf Endothelzellen und Fibroblasten zu finden, nimmt
aber in alveoldaren Primarzellepithelien zuverlassig mit dem Transdifferenzierungsprozess von Typ 2-
zu Typ 1 Zellen zu und korreliert so mit dem Vorliegen von Typ 1 Zellen (Fuchs et al., 2003; Hermanns

et al., 2009).

HOPX

HOPX (Homeobox only Protein X) ist ein fir die Orientierung und Entitdtsbestimmung von
Gewebe wichtiger Transkriptionsfaktor, der in bronchialen Progenitorzellen und Typ 1 Zellen
exprimiert, in Typ 2 Zellen jedoch abgeschaltet wird (Treutlein et al., 2014). Mit steigendem Typ 1
Anteil I3sst sich ein hoherer HOPX Spiegel detektieren, weswegen eine die Transdifferenzierung
unterstitzende Funktion diskutiert wird. Gleichzeitig ist HOPX als Tumorsuppressor bekannt und
scheint die Proliferation von Epithelzellen zu hemmen (Ota et al., 2018). In der Literatur ist HOPX
inzwischen als Typ 1 Marker gelaufig (Treutlein et al., 2014), zeigt allerdings dynamische

Expressionsmuster, die nicht direkt auf die Menge der Typ 1 Zellen schlieRen lassen.

LGR5

LGR5 (Leucin-rich-repeat-containing G Protein coupled Receptor 5) ist ein Stammzellmarker in
verschiedensten Epithelien. Bei der LGR Familie handelt es sich um Rezeptoren, die vom Wnt-
Signalweg aktiviert werden und diesen gleichzeitig verstarken. Der Wnt Signalweg ist zentral in
regenerative Prozesse von Epithelien involviert (Barker et al.,, 2013). In der murinen Lunge etwa
wurden LGR5 positive mesenchymale Stammzellen beschrieben, die lGber den Wnt Signalweg
Keulenzellen aktivieren, welche daraufhin zu Typ 1 - und Typ 2 Zellen differenzieren (J. H. Lee et al.,
2017). Im murinen Darm kénnen LGR5+ Stammzellen durch Vitamin D3 induziert werden (Peregrina
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et al., 2015), sodass LGR5 als Indikator Vitamin D abhéngiger Regeneration und Stammzellaktivitat

flr die vorliegende Arbeit interessant war.

Villin
Die Expression von Villin gilt neben der DCLK1 ebenfalls als typisch fir die oben beschriebenen

Blrstenzellen (Kasper et al., 1994).

CCl6

CC16 (auch CC10, Scgblal, CCSP, clara cell secretory protein oder Uteroglobin) ist ein
Sekretionsprodukt von pulmonalen Keulenzellen, das in den Surfactant abgegeben wird, aber auch in
den Kreislauf diffundiert. Es wird in der Literatur meist als Scgblal erwahnt und als Keulenzellmarker
verwendet. CC16 hat systemische und pulmonale antiinflammatorische Effekte. In CC16-
Knockoutmdusen etwa wurde eine schnellere Lungenalterung durch Inflammaging berichtet, was
eine immunsuppressive Wirkung von CC16 auch in der Lunge nahelegt (Laucho-Contreras et al.,

2018).

DCLK1

Die DCLK1 (Double-Cortin-Like Kinase 1) ist eine Mikrotubulus-assoziierte Kinase, die Uber die
Regulation der Mikrotubuluspolymerisation in Migration und Motilitdt der Zellen, aber auch ihre
Entartung involviert ist. Eine zentrale Beteiligung der DCLK1 an pro-survival und self-renewal
Signalwegen, aber auch an der Barrierebildung von Epithelien wird zunehmend evident, die genauen
Mechanismen sind jedoch noch nicht abschlieBend verstanden (Gerbe et al., 2011; Lu, Maruyama,
Sugimura, & Hata, 2021; May et al., 2014; O’Leary et al., 2019). Ob DCLK1 exprimierende Zellen
selbst Stammzellcharakter aufweisen, oder tber die Schaffung eines Mikromilieus Stammzellnischen
regulieren, ist derzeit Diskussionsgegenstand. In beiden Fillen kommt der DCLK1 aber erhebliche
Bedeutung in der Regeneration und dem Entartungspotenzial von Epithelien zu. In der Lunge wird

DCLK1 von Biirstenzellen exprimiert (O’Leary et al., 2019).

LL-37

LL-37 gehort als bisher einziges im Menschen beschriebenes Cathelicidin zur Gruppe der
antimikrobiellen Peptide (AMP) (Hiemstra, 2007), einer Familie von kationischen Oligo- und
Polypeptiden, die als Teil des angeborenen Immunsystems auf Schleimhauten vorkommen und dem
Schutz der Mukosa dienen. lhnen werden direkte antimikrobielle Effekte, u.a. durch Porenbildung in
der bakteriellen Membran, zugeschrieben. Zusatzlich gewinnt aber eine komplexe
immunmodulatorische Funktion der AMP in der derzeitigen Forschung an Bedeutung. LL-37 scheint
auf vielfaltige und erst in Ansatzen verstandene Weise das angeborene und adaptive Immunsystem

zu modulieren (Fahy et al., 2005; Hiemstra, 2007; Pahar et al., 2020; da Silva et al., 2017). Fir die
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vorliegende Arbeit wird LL-37 vor allem dadurch interessant, dass es in der Promoterregion ein
Vitamin D responsives Element (VDRE) besitzt, also der direkten Expressionskontrolle von Vitamin D3
unterliegt. Gleichzeitig scheint LL-37 in der Haut eine wesentliche Rolle fiir die Barrierefunktion der
Keratinozyten zu spielen (Peric et al., 2008). Als von Vitamin D3 reguliertes Molekiil, das fir die
Immunantwort und Barriere von Epithelien eine Rolle spielt, sollte sein Expressionsverhalten auch im
Alveolarepithel untersucht werden. Zur Gruppe der AMP gehdren neben LL-37 und weiteren

Enzymen auch die B Defensine HBD-1 und HBD-2 (Hiemstra, 2007).

HBD-1

Das humane B Defensin 1 (HBD-1) gehort zu einer weiteren Untergruppe der antimikrobiellen
Peptide, den B Defensinen, welche durch ihren amphiphilen Charakter mikrobielle Erregerzellen
zerstoren konnen. Auch die B Defensine haben neben ihrer direkten antimikrobiellen Wirkung
vielfdltige weitere Funktionen und konnen kontextabhangig pro- oder antiinflammatorische
Mechanismen induzieren. Zudem scheinen sie eine Rolle in Wundheilung und Reepithelialisierung zu
spielen (Aarbiou et al., 2002). B Defensine werden ebenfalls von Vitamin D3 induziert, unterliegen
aber einer komplexeren Expressionskontrolle, wu.a. durch den proinflammatorischen
Transkriptionsfaktor NFkB (Schogler et al., 2016). HBD-1 selbst wird konstitutiv von Epithelzellen
exprimiert und ist Bestandteil des normalen Schleimhautschutzes durch das angeborene

Immunsystem.

HBD-2

HBD-2, ebenfalls ein R-Defensin, wird von Epithelzellen und Neutrophilen, jedoch nur bei
proinflammatorischen Stimuli und nach Kontakt mit Mikroorganismen, exprimiert wird. Es stimuliert
das angeborene Immunsystem und kann die Antwort des erworbenen Immunsystems modulieren

(Aarbiou et al., 2002; Hiemstra, 2007).

MUC5B

MUCSB ist ein Glycoprotein, das von den Becher- und Keulenzellen des Bronchialepithels in den
Mukusfilm der konduktiven Atemwege abgegeben wird. Die Mukusbarriere dient im Rahmen der
mukozilidgren Clearance der physiologischen Reinigung der Lunge von Partikeln in der Atemluft, kann
sie bei pathologischer Uberproduktion jedoch auch in der Lunge gefangen halten, was eine
Immunreaktion hervorruft. MUC5B scheint dieses Gleichgewicht zu regulieren und ist hiertiber in die
Immunhomdostase der Lunge involviert (Roy et al., 2014). Uberdies zeigt MUC5B kanzerogene
Eigenschaften in den Regulationsmechanismen verschiedener epithelialer Krebsarten (Lahdaoui et
al.,, 2017) und ist ein Marker broncho-epithelialer Stammzellen (BESC) (Yuan et al., 2019), als der

MUCSB in der vorliegenden Arbeit auch verwendet wird.
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B-Tubulin

B Tubuline sind zusammen mit den a Tubulinen Grundbaustein der Mikrotubuli des Zytoskeletts. Eine
vermehrte Bildung von B Tubulin findet sich in den Zilienzellen des Bronchialepithels, da Mikrotubuli
hier die Kinetik des Zilienschlags vermitteln (Lillmann-Rauch, 2015). B Tubulin positive Zellen
entwickeln sich aus Broncho-alveoldren Stammzellen (BASC), sodass B Tubulin als Indikator

bronchialen Ursprungs dienen kann (Q. Liu et al., 2019).

CK14
CK14 (Zytokeratin 14, auch Keratin 14 oder Krt14) ist Bestandteil des Zytoskeletts von Basalzellen der
Atemwege, denen Regenerationspotenzial zugeschrieben wird (Ficial et al., 2014; Kumar et al., 2011).

In der vorliegenden Arbeit wird es als Indikator fiir deren vorliegen verwendet.

VE-Cad
VE-Cad (Vascular Epithelial Cadherine) ist eine fir Endothelzellen spezifische Form der Cadherine,
den Transmembranproteinen von Adharenskontakten (Schnittler, 1998). In der vorliegenden Arbeit

wird VE-Cad verwendet, um endothelialen Charakter zu bestatigen.

CD31
CD31 ist ebenfalls ein endothelspezifisches Membranprotein und wird als dieses zum Beweis

endothelialen Charakters herangezogen (Vestweber, 2000).

2.4 Transepithelialer elektrischer Widerstand
Der transepitheliale elektische Widerstand (TEER) wird h&ufig als Indikator fir die Dichtigkeit

epithelialer Barrieren herangezogen. Die Messung geschieht durch das Anlegen eines Wechselstroms
(z.B. 10 pA) Uber das Epithel. Der Spannungsabfall Gber dem Epithel wird gemessen, daraus sein
elektrischer Widerstand berechnet und wird auf die Flache des Epithels normiert (Q x cm?).
Molekulares Korrelat des Stromflusses sind lonen oder geladene Proteine, die lber die Epithelschicht
transportiert werden, entweder trans- oder parazellular. Der Anteil der transzelluldren
Transportprozesse ist im Verhaltnis jedoch so gering und der Widerstand der Zellmembranen selbst
so hoch, dass der Hauptstrom durch parazelluldaren lonenfluss entsteht. Der gemessene Widerstand
spiegelt somit die parazellulare Durchlassigkeit des Epithels wider, welche direkt durch die Anzahl
und Organisation der Tight Junctions reguliert wird (Claude, 1978; Schneeberger et al., 2004).
Adharenskontakte und Hemidesmosomen sorgen zwar fiir mechanische Verankerung, nicht jedoch
fir elektrische Isolation und Kontrolle des parazellularen lonenflusses. Daher stellt der TEER ein
quantitatives MaR fir die Ausbildung von Tight Junctions und damit die Barrierefunktion von
Epithelien, so auch der alveolokapilliren Membran dar. Flir die Messung ist die Integritdat des

Zelllayers eine entscheidende Voraussetzung, da durch Liicken im Epithel unkontrollierte lonenflisse
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entstehen und falsch niedrige Widerstande suggerieren. Ebenso ist der Spannungsabfall am
Elektroden-Medium Ubergang und an der Untergrundmembran der Zellen durch

Leerwertsubtraktion abzuziehen.

2.5 Klinischer Kontext: ARDS und SARS-CoV 2

Die Integritat aus Alveolarepithel und Endothel mit einer dichten parazelluldaren Barriere muss fir die
Selektivitat der alveolokapillairen Membran und die von ihr abhangige Lungenfunktion gewahrleistet
sein. Gerade in der Pathophysiologie des ARDS ist die Barrieredisruption als ein entscheidender
Eskalationsfaktor bekannt. Verschiedenste inflammatorische oder traumatische Stimuli fihren zu
einer Permeabilitdtserhohung der alveolokapillaren Membran und es kommt zum Eindringen von
Odemfliissigkeit. Typ 2 Zellen resorbieren die Fliissigkeit durch apikale Natriumkanile und
basolaterale Na+/K+ ATPasen (Mason, 2006). Damit ein Konzentrationsgradient aufgebaut und
Wasser (iber solvent drag folgen kann, muss die alveoldre Barriere jedoch intakt sein. Die Disruption
der alveoldren Barriere potenziert sich dadurch ab einer gewissen Auspragung selbst und es kommt
zum Zusammenbruch der Flissigkeitshomoostase und zum Eindringen von Immunzellen in den
Alveolarraum. Diese zerstoren den Surfactant, was durch die nun erhohte Oberflachenspannung
weitere Flissigkeit anzieht, zu Emphysem- und Atelektasenbildung sowie einer weiteren Eskalation
der Immunreaktion fihrt, der die sensiblen Typ 1 Zellen, die flrr den Erhalt der Barriere zustandig
sind, nicht standhalten kénnen. Mit der Zerstérung der Typ 1 Zellen und massiver Odembildung
endet dieser circulus vitiosus in einer lebensbedrohlichen Beeintrachtigung des Gasaustasches

(Gatera et al., 2018; Spengler et al., 2018).

Auch in der Pathophysiologie von COVID-19 spielt die alveolokapillire Membran eine zentrale Rolle.
Die Letalitat einer Infektion mit SARS-CoV-2 hdngt eng mit einer durch ARDS zusammenbrechenden
Lungenfunktion zusammen, und das histologische Bild des Post-COVID-Syndroms ist die Fibrosierung
der Lunge, die auf entkoppelten Regenerationsmechanismen des Alveolarepithels beruht (Quesada-
Gomez et al., 2020; Yanagi et al.,, 2015). Ein Pathogenitatsmechanismus von SARS-CoV 2 besteht
darin, dass seine Hauptprotease Mpro nicht nur die viruseigenen Proteine prozessiert, sondern auch
Wirtsproteine angreift und so ihre Funktion kompromittiert (Kiemer et al., 2004; Koudelka et al.,
2021). Weiterhin ist bekannt, dass SARS-CoV 2 iiber das Angiotensin-converting-enzyme (ACE) in die
Wirtszellen eindringt, welches auf Alveolarepithel und Endothel vorkommt und dessen downstream
Signalwege durch ausreichend hohe Vitamin D Spiegel in eine antiinflammatorische Richtung

beeinflusst werden kénnen (Rhodes et al., 2021).

Bisher ist keine spezifische pharmakologische Therapie fiir ARDS bekannt und die Medizin greift auf

supportive intensivmedizinische MaBnahmen zuriick (Yanagi et al., 2015). Vitamin D hat jedoch in
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zahlreichen klinischen und experimentellen Studien einen protektiven Effekt gegenliber ARDS gezeigt
(Dancer et al., 2015; Gatera et al., 2018). Erkrankungsrisiko, Verlauf und Prognose von ARDS - und
auch COVID-19 (Ebadi et al., 2020; Hernandez et al., 2021; llie et al., 2020; Santaolalla et al., 2020) -
korrelieren mit Serumspiegeln von Vitamin D, allerdings sind die genauen Wirkmechanismen erst
ansatzweise verstanden. Sie sind vermutlich multifaktoriell und beruhen unter anderem auf einer
Starkung der Barriere (H. Chen et al.,, 2018; Shi et al., 2016) und der Modulation von
Surfactantproduktion (Lykkedegn et al., 2015a) und Immunantwort (Chirumbolo et al., 2017a), sowie
einer fordernden Wirkung auf die Typ 2 Zellen (Mandell et al.,2014). Gerade im Kontext von COVID-
19 kann ein tieferes Verstandnis der von Vitamin D beeinflussten Zielmolekile und Parameter in der

Lungenhomoostase mageblich zu neuen Praventions- und Therapieansatzen beitragen.

2.6 Vorarbeiten an H441 Zellen

Vor Beginn der Arbeiten mit den alveoldren Primarzellen wurden Experimente mit der humanen
Zelllinie H441 durchgefihrt. Hier konnte ein barrierestarkender Effekt von Vitamin D3 gegeniiber
LPS- und IL-6 Exposition gezeigt werden, mit der ein ARDS Szenario simuliert wurde (siehe Abb.18 im
Anhang). Eine Behandlung der Zellen mit Vitamin D3 fiihrte dabei u.a. zu héherer parazellulédrer
Dichtigkeit des Epithels, einer Dampfung der proinflammatorischen SP-A Sekretion, sowie zur
Induktion des schleimhautschiitzenden antimikrobiellen Peptids LL-37 (Xiong et al., 2023). Bis dahin
noch nicht beschrieben worden war die Induktion der DCLK1 durch Vitamin D3, einer Kinase in
Biirstenzellen von Darm und Lunge, die Uber die Regulation der Mikrotubuluspolymerisation in
Zellmotilitat und Epithelregeneration eingreift, aber auch in proproliferative Signalwege involviert ist
und als Tumormarker diskutiert wird (Middelhoff et al., 2017; O’Leary et al., 2019). Es wurde
vermutet, dass der klinisch protektive Effekt von Vitamin D3 nicht nur auf Immunmodulation und
einer Starkung der Barriere, sondern auch auf einer Anderung der zelluliren Zusammensetzung

beruht, bei der die DCLK1 moglicherweise eine Rolle spielt.

Die Verwendung der Karzinomzelllinie H441 wirft allerdings die Frage der Reprasentativitat auf, da
sie als Abkémmling eines bronchialen Adenokarzinoms Eigenschaften von Keulenzellen und Typ 2
Alveolarepithelzellen zeigt (Hermanns et al.,, 2015) und damit den realen Epithelaufbau nur
eingeschrankt widerspiegelt. AuBerdem konnten in den Karzinomzellen entscheidende
Zielparameter wie Uberlebensfihigkeit, Zellzyklus, Differenzierung, Immunantwort und Adhésion

verzerrt sein.

Etablierte Kultursysteme hingegen zeigen, dass auch humane alveolare Primarzellen als Modell der
alveolokapillaren Membran genutzt werden konnen (Fuchs et al., 2003; Maria Iris Hermanns et al.,

2009a). Als Typ 2 Zellen ausgesat, folgen sie einem Transdifferenzierungsprozess, bei dem ein Teil
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der Typ 2 Zellen zu Typ 1 Zellen abflacht und dabei seine Fahigkeit, Surfactant zu produzieren verliert
und weite, mit den Nachbarzellen eng verzahnte Ausldaufer bildet, deren Tight Junctions eine
epitheliale Barriere aufbauen kénnen. So entsteht eine heterogene Epithelkomposition aus Typ 1 und
Typ 2 Zellen, mit der das Alveolarepithel reprasentativ abgebildet werden kann (Bhattacharya &
Matthay, 2013; Fuchs et al., 2003; Maria Iris Hermanns et al., 2009a; Schneeberger & Lynch, 2004).
Eine Kokultivierung mit Endothelzellen auf Transwellfiltern flihrt zur Ausbildung einer parazellular
dichten Barriere, in der die Endothel- und Alveolarepithelzellen Uber parakrine Signalwege
miteinander kommunizieren kénnen (Janga et al., 2018). Somit kann die alveolokapillaire Membran
auch mit Primarzellen in vitro simuliert werden und ein reprdsentativeres Modell der in vivo

Verhaltnisse liefern.

2.7 Zielsetzung und Vorgehen

In der vorliegenden Arbeit sollte der Effekt von Vitamin D3 auf humane alveoldre Primarzellen in
Monokulturen und Kokulturen mit Endothel auf Transwellfiltern untersucht werden. ZielgréfRen
waren dabei drei sich gegenseitig beeinflussende Aspekte der alveolaren Barriere: die parazellulare
Dichtigkeit des Epithels, seine Immunreaktion und die zellulare Zusammensetzung. Hierbei sollte
Uberprift werden, ob die Effekte von Vitamin D3 auf die H441 Zellen, insbesondere die Induktion der
DCLK1, auch in Primarzellen reproduzierbar sind und ob eine Behandlung mit Vitamin D3 weitere
Effekte aufzeigt, die in der Zelllinie H441 bisher nicht abgebildet wurden. Methoden waren dabei die
Messung des TEER, die Untersuchung der Genexpression verschiedener Marker mittels real-time

PCR, sowie die morphologische Beurteilung mittels immunhistochemischer Farbungen.

Die fir die Arbeit kultivierten humanen pulmonale Primérzellen stellten im Kontext der dann
grassierenden COVID-19 Pandemie aulRerdem eine wertvolle aber rare Quelle fir schnellen und
sicheren Erkenntnisgewinn dar. Eine in vitro Exposition der in der vorliegenden Arbeit isolierten
primdren Endothelzellen mit Proteasen von SARS-CoV 2 wurde vorgenommen, um mittels LC-MS

konkrete Zielproteine von SARS-CoV 2 zu identifizieren.

Fir die Transwellkulturen wurden Alveolarepithelzellen (Human Primary Alveolar Epithelial Cells

HPAEpiC) und microvaskuldre Endothelzellen (Human Pulmonary Microvascular Endothelial Cells
HPMEC) aus humanem Lungengewebe isoliert und auf der apikalen bzw. basolateralen Seite einer
semipermeablen Membran auf Transwell-Filtereinsatzen in Mono- und Kokultur fir 7 Tage kultiviert,

um die Alveolarmembran in vitro zu simulieren (siehe Abb. 1).
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DISTAL AIRWAY.

Type Il cell

HPAEpIC

HPMEC

Adapted from Verkmann

TEER

—> Transwell* System

apical compartment

Transwell” filter

basolateral compartment

Abb. 1: Aufbau einer Alveole und Ubersetzung auf das Transwell-System

Von Tag 3 bis Tag 7 erfolgte wie bei den H441 Zellen eine Behandlung mit 10 nM Vitamin D3 von
beiden Seiten der Membran. Beginnend an Tag 3 wurde taglich die Barriere Uber den
transepithelialen elektrischen Widerstand (TEER) gemessen. An Tag 3 wurde bereits ein Teil der
Kulturen durch Fixierung oder Lyse beendet, um die Parameter im Kulturverlauf beurteilen zu
kénnen. An Tag 7 wurde dann jeweils die Kontroll- und die mit Vitamin D3 versetzte Kultur ebenfalls
durch Fixierung oder Lyse beendet. Aus dem Lysat wurde mRNA isoliert, um mittels quantitativer
realtime PCR Verdnderungen in der Genexpression verschiedener Marker zu untersuchen. Die
fixierten Zelllayer wurden immunhistochemisch gefarbt, um einen morphologischen Eindruck zu

erlangen und konkrete Fragestellungen qualitativ zu beantworten.

Uber die Erhebung des TEER, die Messung der Genexpression von Zellkontakten, Zielmolekiilen und
zellspezifischen Markern, sowie mittels qualitativer Farbungen sollte der Einfluss von Vitamin D3 auf
die Barriere, Immunreaktion und Zellkomposition humaner Alveolarepithelzellen in Primarkultur

untersucht werden (siehe Abb. 2).
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Abb. 2: Schema von Arbeitsablauf und Zielsetzung der Experimente
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien und Gerite

3.1.1 Reagenzien

Tabelle 1: Reagenzien fiir die Kultivierung und Verarbeitung der Primarzellen

Reagenz

Hersteller

1a,25-Dihydroxyvitamin D3, D1530

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Ampuwa® Wasser

Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland

Bovines Serumalbumin (BSA)

Millipore, Kankakee, USA

Ciprofloxacin (Ciprobay)

Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland

Desoxyribonuklease 1 (DNAse) aus | Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Rinderpankreas, D5025

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Di-natriumhydrogenphosphat (Na;HPO,) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Dispase 1, D4818 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Dulbecco’s  Modified Eagle Medium | Gibco, Darmstadt, Deutschland
(DMEM/F12)

Dynabeads® CD31 Endothelial Cell

Invitrogen, Carlsbad, USA

EGM™-2 Endothelial SingleQuots™ Kit

Lonza, Walkersville, USA

Elastase aus Schweinepankreas, lyophilisiert,
LS002292

Worthington-Biochem, USA

Endothelial growth medium-2 (EGM?2)

Lonza Walkersville, USA

Ethanol 99%

Merck, Darmstadt, Deutschland

Fetales Kalberserum (FBS)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Fibronektin (human plasma fibronectin)

Millipore, Kankakee, USA

Fluoromount Aqgueous Mounting Medium

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Fluoromount-G Mounting Medium

Invitrogen, Carlsbad, USA

Fungizone Biozol, Eching, Deutschland
Glucose Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
HEPES Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Hoechst Kernfarbung

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
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Kaliumchlorid (KCl)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Kalziumchlorid (CaCly)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Kollagen Typ 1 (Collagen type I, rat tail)

Corning, Bedford, USA

Magnesiumsulfat (MgS0,)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Medium 199 GlutaMAX™

Gibco, Carlsbad, USA

Natriumchlorid (NaCl)

J.T. Baker, Deventer, Niederlande

Nuclease-freies Wasser

Ambion, Carlsbad, USA

Paraformaldehyd Losung (PFA) in PBS 4%

Affymetrix, Cleveland, USA

Penicillin (100 U/mL) +
(100 pg/mL) (Pen/Strep)

Streptomycin

Biochrom, Berlin, Deutschland

Percoll®

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Phosphate buffered saline (PBS) (10x)

Gibco, Darmstadt, Deutschland

Small Airway Cell Basal Medium (SABM)

Lonza, Walkersville, USA

Small Airway Epithelial Cell Growth Medium

Lonza, Walkersville, USA

(SAGM) SingleQuots™ Supplements and

Growth Factors

SYBR® Select Master Mix Applied biosystems, Austin, USA

Triton® X-100 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Trypan Blau 0,4 %, T8154 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Trypsin aus Rinderpankreas, T8003 | Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

(Primarzellisolation)

Trypsin/EDTA (10x) (Zellpassagierung)

Biochrom, Berlin, Deutschland

3.1.2 Rezeptur von Kulturmedien und Puffern
Tabelle 2: Zusatze und Rezeptur verwendeter Medien

Medium/Reagenz

Bestandteile / zugefiigte Supplemente

1x PBS zum Waschen der Zellen

900 mL Ampuwa® Wasser + 10 mL PBS (10x)

Puffer
Solution B) fir

BSSB
(Balanced Salt
Primarzellisolation

+ + + 4+

900 mL autoklaviertes Wasser

137 mM NaCl

5 mM KCI

0,7 mM Na;HPO,
10 mM HEPES
5,5 mM Glucose
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+ 1,8 mM CacCl,
+ 0,7 mM MgSQO,

Titration mit 1 M NaOH auf pH 7,4

dann Auffillung mit autoklaviertem Wasser auf 1 L
+ 5 mL Pen/Strep

Sterilfiltration mit 0,2 um Sterilfilter

Lagerung bei 4 °C

DMEM/F12 Medium

Dulbecco’'s Modified Eagle Medium (DMEM/F12)
500 mL

+ 50 mLFBS
+ 5 mL Pen/Strep

+ 5 mL Fungizone

EGM2 Medium

Endothelial basal medium-2 (EBM-2) 500 mL

+ Supplemente: EGM™.-2 Endothelial
SingleQuots™ Kit

+ 25 mLFBS
+ 5 mL Pen/Strep

Gewebepuffer fir Lungengewebe

Medium 199 GlutaMAX™ 500 mL
+ 75 mLFBS
+ 5 mL Fungizone
+ 5 mL Ciprobay
+ 5 mL Pen/Strep

Percoll-Losung,
hohe und niedrige Dichte

leichte Losung:
4 mL PBS (10x) + 10,88 mL Percoll® + 25,12 mL
steriles Wasser
schwere Losung:
4 mL PBS (10x) + 25,96 mL Percoll® + 10,04 mL
steriles Wasser

SAGM Medium

Small airway cell basal medium (SABM) 500 mL

+ Supplemente: SAGM SingleQuots™
Supplements and Growth Factors
+ 5 mLFBS

+ 5 mL Pen/Strep
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3.1.3 Ansatz von Reagenzien fiir die Priméarzellisolation und -Behandlung
Tabelle 3: Dosierung und Handhabung von Enzymen und Wirkstoffen

Reagenz / Enzym

Aufbereitung / Lagerung / Aktivitat

Dispase Dispase 1 (D4818), 10 U/mg
Fir  Primarzellisolation Lésung in 1X PBS zu einer
Arbeitskonzentration von 1,18 U/mL, ggf. Lagerung bei -20 °C

DNAse DNAse 1 aus Rinderpankreas (D5025), 2 000 U/mg
Fir Primarzellisolation Losung in 0,15 M NaCl Lésung zu einer
Arbeitskonzentraion von 10 000 U/mL, ggf. Lagerung bei -20 °C

Elastase Elastase aus Schweinepankreas (LS002292), 4,53 U/mg
Fir  Primarzellisolation Lésung in 1X PBS zu einer
Arbeitskonzentration von 2,9 U/mL

Trypsin Trypsin  aus  Rinderpankreas (T8003), 10 000 U/mg,
Lagerung bei-20 °C
Fiir Primarzellisolation Losung in 6,66 ml gepufferter isotoner
Kochsalzlosung pro Gramm Trypsin, ggf. Lagerung bei -20 °C

Vitamin D3 1a,25-Dihydroxyvitamin D3 (D1530), Lagerung bei -20 °C
Fiir Zellkulturversuche Losung von je 10 pg in 2,4 ml 100 % Ethanol
und Lagerung bei -20 °C als 10 uM Stocklosung

3.1.4 Kits

Tabelle 4: Verwendete Arbeitskits zur Aufbereitung der Zellen

Prozess

Kit

Hersteller

Reverse
Transkription

High Capacity RNA-to-cDNA™ Kit | Applied Biosystems, Carlsbad, USA

RNA Isolation aus
Zellysat (HPAEpIC)

NucleoSpin RNA Plus XS Kit Macherey-Nagel, Diiren,

Deutschland

RNA Isolation aus
Zellysat (HPMEC)

peqGOLD Total RNA Kit VWR PEQLAB, Darmstadt,

Deutschland
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3.1.5 Primarantikorper fiir Inmunhistochemie
Tabelle 5: Fiir Farbungen verwendete Primarantikérper

Antigen / | Spezies Verdiinnung Hersteller Bestellnr.
Zielstruktur

CD31 Maus 1:50 Dako, Glostrup, Danemark | M 0823
CD74 Maus 1:200 Abcam, Cambridge, UK AB 22603
DCLK1 Kaninchen 1:200 Abcam, Cambridge, UK AB 109029
E-Cad Ziege 1:40 R&D, Minneapolis, USA AF 748

Ki67 Maus 1:500 BD Pharmingen™ 556003
LL-37 Maus 1:50 Abcam, Cambridge, UK AB 69484
MUC5B Kaninchen 1:250 Abcam, Cambridge, UK AB 2533338
SP-C Kaninchen 1:400 Abcam, Cambridge, UK AB 3786
VE-Cadherin Ziege 1:50 R&D, Minneapolis, USA AF 938
Z0-1 Maus 1:100 Abcam, Cambridge, UK AB 2533147
Z0-1 Kaninchen 1:100 Abcam, Cambridge, UK AB 2533938
B Tubulin Maus 1:250 Abcam, Cambridge, UK AB 2533072
3.1.6 Sekundarantikérper fiir Inmunhistochemie

Tabelle 6: Fiir Farbungen verwendete Sekundarantikorper

Sekundar- Zielstruktur Spezies | Verdiin- | Hersteller Bestelinr.
antikorper nung

Alexa Fluor 488 Ziegen-Ig Esel 1:1000 | Invitrogen, Oregon, USA | A11055
Alexa Fluor 488 Kaninchen-lg | Esel 1:1000 | Invitrogen, Oregon, USA | A21206
Alexa Fluor 555 Ziegen-Ig Esel 1:1000 | Invitrogen, Oregon, USA | A21432
Alexa Fluor 555 Maus-Ig Esel 1:1000 | Invitrogen, Oregon, USA | A31570
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3.1.7 PCR Primer

Tabelle 7: Primer fiir in der PCR untersuchte Genabschnitte

QuantiTect Ggf. Gen- / Alternativbezeichnung | Hersteller Bestell-
Primer Assay nummer
CD31 Platelet And Endothelial Cell | QIAGEN, Niederlande | QT00081172
Adhesion Molecule 1 (PECAM-1)
CD44 QIAGEN, Niederlande | QT00073549
CD74 QIAGEN, Niederlande | QT00059403
DCLK1 QIAGEN, Niederlande | QT00071323
DEFB1 Humanes B-Defensin 1 (HBD-1) | QIAGEN, Niederlande | QT0008302
DEFB4A Humanes B-Defensin 2 (HBD-2) | QIAGEN, Niederlande | QT00204617
E-Cadherin E-Cadherin 1, CDH1, CAM | QIAGEN, Niederlande | QT00080143
120/80
HOPX QIAGEN, Niederlande | QT00492996
LGR5 QIAGEN, Niederlande | QT00027720
LL-37 CAMP, Cathelicidin QIAGEN, Niederlande | QT00010458
RPL13A 60S ribosomal protein L13a, | QIAGEN, Niederlande | QT00089915
'housekeeping gene'
SCGB1A1 Clara Cell Phospholipid binding | QIAGEN, Niederlande | QT00091091
Protein, CC16
SFTPA2 Surfactant Protein A2, SFA, SP-A | QIAGEN, Niederlande | QT00072926
SFTPC Surfactant Protein C, SP-C QIAGEN, Niederlande | QT00000714
VE-Cadherin QIAGEN, Niederlande | QT00013244
Villin QIAGEN, Niederlande | QT00017549
Z0-1 Zonula-occludens 1, TJP1 QIAGEN, Niederlande | QT00077308

3.1.8 Verbrauchsmaterialien
Tabelle 8: Verbrauchsmaterialien fiir Zellkultur und -Aufbereitung

Material

Ggf. Handelsname

Hersteller

Becherglaser

Deutschland

DURAN, SCHOTT, Mitterteich,

Deckglaser

Cover Glasses No.1

Th Geyer, Warschau, Polen
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ECIS 8-Well- | ECIS Cultureware 8W10E PET Applied BioPhysics, New York,

Goldelektroden USA

Kryordhrchen CryoPure Tube 1.8mL Sarstedt, Nimbrecht,
Deutschland

Objekttrager Labsolute Objekttrager, | Th Geyer, Warschau, Polen

reinweil’, geschnitten

Parafilm Verschlussfolie

Merck, Darmstadt, Deutschland

Pasteurpipetten Pasteurpipetten aus Glas (150, | Hecht Assistent, Sondheim,
230 mm) Deutschland

PCR Reagiergefale Rotor-Gene® Style 4-Strip Tubes | cTARLAB Hamburg
and Caps, 0.1m Deutschland

Pipettenspitzen Biosphere® plus Filter Tips, | Sarstedt, Nimbrecht,
Low Retention Pipettenspitzen | Deutschland
ohne Filter (10, 200, 1000 pL)

Praparierbesteck: Carl ROTH, Karlsruhe,

Pinzetten, Schere Deutschland

ReagiergefaRe Protein Low Binding | Sarstedt, Nimbrecht,
Reagiergefal Deutschland
(500, 1500, 2000 pL)

Serologische Pipetten Serologische Pipetten Sarstedt, Nimbrecht,
(5mL, 12mL and 25mL) Deutschland

Sterilfilter Bottle-Top-Filter mit SFCA- | Carl ROTH, Karlsruhe,
Membran (PorengrofRe 0,2 um, | Deutschland
150 ml, 50 mm)

Transwell Transwell® Permeable Filter | Corning, USA

Zellkultureinsatze Support

Zellkulturflaschen Tissue culture flasks vent. cap | Sarstedt, Numbrecht,
(T25, T75, T175) Deutschland

Zellkulturrohrchen Sarstedt Inc Screw Cap Tube | Sarstedt, Numbrecht,
(50, 15 mL) Deutschland

Zellsieb EASYstrainer™ 100 um fir 50 | Greiner Bio-One,

mL Réhrchen

Frickenhausen, Deutschland
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3.1.9 Geriate

Tabelle 9: verwendete Laborgerite

Gerate Model Hersteller

Brutschrank BBD6220, Thermo Scientific,
HERA cell 240 Langenselbold, Germany

ECIS Gerat (kontinuierliche | ECIS-Z Applied BioPhysics, New York,

TEER- und USA

Impedanzmessung)

Einfrierhilfe NALGENE® Mr. Frosty Thermo Scientific, USA
Feinwaage BP 211D Sartorius AG, Gottingen,

Deutschland

Fluoreszenzmikroskop

EVOS FL Auto 2

Life Technologies, Grand Island,
USA

Gefrierschrank (-20°C)

Premium Nofrost

comfort

LIEBEHERR, Austria

Gefrierschrank (-80°C)

HERA freeze

Heraeus, Hanau, Deutschland

Konzentrationsmessgerat fir
Nucleinsauren

Nano Drop 2000

Peqlab, Erlangen, Deutschland

Kihlschrank (4°C)

profi line

LIEBEHERR, Austria

Lichtmikroskop

Axiovert 25

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Magnet zur Aufreinigung der
HPMEC

DynaMag™ - 2 Magnet

Invitrogen, Carlsbad, USA

Mikrozentrifugen

3722L
220VAC

Fisher Scientific, USA
Carl ROTH, Germany

Petrischalen

Ibidi p-dish 35 mm, low

Ibidi GmbH, Gréfelfing, Bayern

pH-Meter

Inolab, pH 7110

WTW, Weilheim, Germany

Pipetten

Research  plus
100ul und 1000ul)

(10w,

Eppendorf, Hamburg, Germany

Real-time PCR Cycler

Rotor-Gene Q

Qiagen, Hilden, Deutschland

Rollmischer Lungengewebe

3107A INC - Biometra OV5
Incubator

Analytik Jena, Jena, Deutschland

Sterilwerkbanke

HERA safe

Heraeus, Hanau, Germany

Stickstofftank

Locator 4 plus

Thermo Scientific, USA
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TEER Messgerat EVOM? Epithelial | World Precision Instruments,
Voltohmmeter mit STX2 - | Berlin, Deutschland
Elektrode
Waage BP211D Sartorius, Gottingen,
Deutschland
Wasserbad Wasserbad 1004 GFL, Burgwedel, Deutschland

Zentrifugen

Biofuge primo R
Biofuge pico

Multifuge 3 S-R

Heraeus, Hanau, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland

Hermle Z 206 A

HERMLE
Wehingen, Deutschland

Labortechnik,

3.1.10 Software

Tabelle 10: zur Datenerfassung und -Auswertung verwendete Software

Software

Version

Firma

Bildbearbeitung

NIH Imagel

National Institutes of Health

ECIS (Electric Cell Impedance
Sensing; Impedanzmessung)

ECIS acquisition, control and
display software

Applied New

York, USA

BioPhysics,

Real-time PCR

Rotor-Gene Q software 2.3.5

QIAGEN, Hilden, Deutschland

Statistik

Graphpad Prism 5

GraphPad Software Inc., La
Jolla, CA, USA

3.2 Gewinnung der Primirzellen

3.2.1

Herkunft des Gewebes

Im Rahmen von Tumorresektionen entferntes, tumorfreies humanes Lungengewebe wurde aus der

Klinik flar allgemeine Chirurgie und Thoraxchirurgie des UKSH bezogen. Die Verwendung des

menschlichen Materials wurde durch die Ethikkommission der medizinischen Fakultdt der Christian

Albrechts Universitat zu Kiel genehmigt und von jedem Patienten schriftlich bewilligt. Die 2-6 g

schweren Resektate stammten aus der Peripherie des jeweiligen Lungenlappens und waren meist

mit Pleura liberzogen. Der Anteil mitresezierter Bronchiolen sowie Fibrosierung und Antrakose des

Gewebes variierte spenderabhéangig.
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3.2.2 Isolation der Alveolarepithelzellen

Zur Gewinnung von Alveolarepithelzellen aus dem Gewebe wurde das Protokoll von Murphy et al.
(Murphy et al., 1999) zugrundegelegt und an einzelnen Stellen modifiziert. Der Isolationsprozess
umfasste ab Entnahme folgende Schritte: Das Lungengewebe wurde in Gewebepuffer bei
Raumtemperatur gelagert und binnen zwei Stunden nach OP verarbeitet. Mit sterilem
Praparationsbesteck wurden Bronchiolen und Pleura weitestgehend entfernt und das Gewebe in
kleinste Stlicke geschnitten. Diese wurden anschlieBend mit BSSB Puffer gewaschen und danach in
ca. 20 mL Gewebepuffer mit 1,18 U/mL Dispase tber Nacht (12 - 14 Stunden) bei 4 °C auf einem

Rollmischer inkubiert.

Nach erneutem Waschen mit BSSB Puffer folgte ein Verdau mit Trypsin und Elastase, durch den die
Epithelzellen aus den Bindegewebsstrukturen herausgelost wurden. Dazu wurden die Gewebsstlicke
in 30 mL BSSB Puffer mit Zugabe von 150 mg Trypsin (10 000 U/mg) und 0,641 mg Elastase (4,53
U/mg) gegeben und fiir eine Stunde bei 37 °C im Warmerotor geschwenkt. Der Verdau wurde durch
Zugabe von 40 mL DMEM/F12, versetzt mit 10 mL FBS und 1 mL DNAse (10 000 U/mL), gestoppt und
die Gewebestiickchen durch Auf- und Abpipettieren weiter aufgefasert. Durch Auswaschen und
Abfiltrieren der makroskopischen Gewebsreste mit einem 100 um-Zellsieb wurden die Zellen
schlieBlich in BSSB Puffer gelost und bei 400 g fiir 10 - 15 Minuten abzentrifugiert. Dann wurde das
Zellgemisch in einem Adhé&sionsmedium aus 3 mL SAGM, 3 mL DMEM/F12 und 120 uL DNAse (10 000
U/mL) in eine unbeschichtete T25 Flasche transferiert und fir 90 Minuten bei 37 °C inkubiert.
Enthaltene Endothelzellen und Fibroblasten, welche schneller adharieren als Alveolarepithelzellen,
konnten sich dadurch am Boden absetzen, wahrend die Epithelzellen (iberwiegend in Losung blieben.
Die adhirenten Zellen wurden nach Entfernung des Uberstands in EGM2 Medium weiterkultiviert,
um daraus HPMEC zu gewinnen. Der Uberstand wurde gesammelt, die Zellsuspension durch
Zentrifugation auf ein Volumen von 10 mL reduziert und als oberste Schicht auf einen Gradienten aus
je 10 ml einer unterschiedlich dichten Percoll Losung gegeben. Das Rohrchen wurde fiir 20 Minuten
bei 400 g mit geringer Beschleunigung und ohne Bremse zentrifugiert. Die humanen primaren
Alveolarepithelzellen (HPAEpiC) sammelten sich dadurch in der Zwischenphase und konnten aus
dieser nach Entfernung der oberen Phase abgesaugt werden. Um die Zellen vom toxischen Percoll zu
reinigen, wurden sie mit BSSB Puffer durch Zentrifugation und Resuspension gewaschen, schlieflich

in SAGM resuspendiert und mit einer Dichte von 360 000 /cm? auf Transwell® Filtereinsdtze ausgesat.

3.2.3 Isolation der Endothelzellen
Das bei der Primarzellisolation in der T25 Flasche verbliebene Zellgemisch wurde in EGM2 Medium
weiterkultiviert, bis die enthaltenen Endothelzellen Konfluenz erreichten oder eine Uberwucherung

mit Fibroblasten drohte. Ein Mediumwechsel erfolgte alle zwei Tage. Mit dem Dynabeads® CD31
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Endothelial Cell Kit wurden die Endothelzellen entsprechend der Herstellerangaben weiter
aufgereinigt. Aufgrund der geringen Zellzahl erwies sich abweichend von diesen ein Volumen von 25
ul der originalen Dynabeads je ml Zellsuspension als optimal. Durch Bindung magnetischer Partikel
an den endothelspezifischen Oberflaichenmarker CD31 konnten so die humanen pulmonalen
mikrovaskuldaren Endothelzellen (HPMEC) mittels eines Magneten aus dem Zellgemisch
herausgezogen werden. In der Regel waren zwei bis drei Zyklen aus Kultur und Aufreinigung notig,
um die gewliinschte Reinheit zu erzielen. Fiir die definitiven Versuche wurde daher die dritte bis
sechste Passage der HPMEC eingesetzt. Sofern nicht direkt verwendet, wurden die Endothelzellen in
EGM2 Medium mit 10 % DMSO in flissigem Stickstoff eingefroren, andernfalls in EGM2 mit einer

Dichte von 50 000/cm? auf die basolaterale Seite der Transwell® Filter ausgesit.
3.3 Kultursystem und Behandlung mit Vitamin D3

3.3.1 Transwell® System:

Um die alveolokapillare Membran zu imitieren, wurden Transwell® Filtereinsatze verwendet, die die
beidseitige Besiedlung einer semipermeablen Membran (Dicke: 10 um, Fliche: 0,33 cm?
PorengroRe: 0,4 um) erlauben. Dadurch kénnen kokultivierte Zelltypen miteinander kommunizieren,
bilden jedoch getrennte Layer aus. In den Monokulturen wurden HPAEpiC auf der apikalen Seite mit
einer Dichte von 360 000 Zellen pro cm? ausgesat, in den Kokulturen zusétzlich HPMEC auf der
basolateralen Seite mit 50 000 Zellen pro cm?. Die hohe Aussaatdichte der Alveolarepithelzellen
wurde gewahlt, um eine schnelle Konfluenz zu erreichen, bevor ggf. noch enthaltene Fibroblasten
sich etablieren konnten. Die HPAEpiC stammten direkt aus dem Lungengewebe des Vortags, die

HPMEC von einem der vorherigen Spender, was durch den Aufreinigungsprozess unvermeidbar war.

3.3.2 Kulturbedingungen und Behandlungsschema

In den Monokulturen wurde fiir beide Kompartimente SAGM Medium verwendet: 200 uL apikal und
800 pL basolateral. Der niedrige Serumgehalt fordert den Typ 1 Phanotyp und hemmt
Fibroblastenwachstum. In den Kokulturen wurde apikal SAGM und basolateral EGM2 in den
entsprechenden Volumina eingesetzt. Die Filter wurden bereits am Vortag der Aussaat apikal mit je
10 pg/ml Fibronektin und Kollagen Typ 1 in SAGM beschichtet. Kollagen Typ 1 férdert dabei die
Transdifferenzierung zu Typ 1 Zellen (Maria Iris Hermanns, 2005). Die Filter fiir Kokulturen erhielten
zusatzlich eine Beschichtung mit 10 pg/ml Fibronektin in EGM2 von basolateral. Die Zellen wurden

bei 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO, kultiviert.

Die Filter wurden je Spender in drei Behandlungsmodi a sechs Filter aufgeteilt: Tag 3, Tag 7 Kontrolle

und Tag 7 mit Vitamin D3. Es wurden insgesamt sieben Monokulturen und drei Kokulturen angelegt.
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Bei zwei Spendern reichte die gewonnene Zellzahl fir einen direkten Vergleich zwischen Mono- und

Kokultur aus.

Ab Tag 3 wurde der transepithelialen elektrischen Widerstands (TEER) bei allen Filtern gemessen. Ein
Teil der Kulturen wurde danach bereits durch Fixierung oder Lyse beendet, um spater in Farbungen
und PCR-Daten den Kulturverlauf beurteilen zu kdnnen. Die TEER-Daten dieser Filter flossen in die
der unbehandelten Kontrollgruppe an Tag 3 ein. Der Rest der Filter wurde bis Tag 7 weiterkultiviert.
Dabei wurde taglich der TEER gemessen und anschlieRend das Medium gewechselt. Bei der Halfte
der verbliebenen Filter wurde das apikale und basolaterale Medium ab dem ersten Mediumwechsel
an Tag 3 mit 10 nM Vitamin D3 (1a,25-Dihydroxyvitamin Ds) versetzt. Vitamin D3 wurde dazu in
Ethanol gel6st (10 uM), bei -80 °C gelagert, und 1:1000 verdiinnt in das jeweilige Medium gegeben.
Nach der letzten TEER Messung an Tag 7 wurden auch diese Kulturen mittels Fixierung oder Lyse

beendet.

Im klinischen Kontext werden Vitamin D Spiegel von 100 nM empfohlen und Serumkonzentrationen
von 75 nM bereits als insuffizient betrachtet. In vitro erwiesen sich in vorherigen Versuchsreihen
jedoch bereits 10 nM als optimal, um einen Effekt gegeniliber der Vergleichsgruppe abzubilden,

deren Medien ja vollstandige Vitamin D Depletion suggerierten.

Die Messung des TEER wurde mit einer STX2 Chopstick Elektrode vorgenommen, welche mit einem
Kontakt in das apikale, mit einem in das basolaterale Kompartiment getaucht wurde, ohne dabei das

Plastik des Filters zu beriihren.

3.4 Immunhistochemische Firbungen

Zur Fixierung wurden die Zellen nach Asservierung des Uberstands mit 100 pL pro Well 4 %
Paraformaldehyd versetzt und nach zehnmintiger Inkubationszeit dreimal mit 200 pyL 1x PBS pro
Well und je flinf Minuten Inkubationszeit gewaschen. Bis zu den Farbungen wurden die Filter mit PBS

feuchtgehalten und bei 4 °C aufbewahrt.

Um die Zellen fiir die Farbung permeabel zu machen, wurden sie fiir zehn Minuten mit 150 pL pro
Well 0,5 % Triton inkubiert, worauf erneut ein Waschschritt nach obigem Schema folgte. Auf Basis
von 1x PBS mit 1 % BSA wurden die Primarantikorper entsprechend verdiinnt (siehe Tabelle 5) und je
100 plL auf ein Well gegeben. Fir die Kofarbungen wurden beide Primarantikorper gleichzeitig
verwendet. Die Primarantikorper wurden fir 130 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, worauf ein
erneuter Waschschritt folgte. Die Sekundarantikdrper wurden 1:1000 in 1x PBS mit 1 % BSA verdiinnt
und mit 100 ul pro Well fiir eine Stunde im Dunkeln inkubiert. Die Zellen wurden ab diesem Punkt

lichtgeschiitzt gehandhabt. Nach erneutem Waschen der Zellen erfolgte die Kernfarbung mit 150 uL
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pro Well Hoechst Fluoreszenzfarbstoff, der dazu 1:500 in 1x PBS verdiinnt wurde. Nach
zehnminUtiger Inkubationszeit und einem letzten Waschschritt wurden die Filtermembranen aus
dem Transwell® System geldst, mit der gefarbten Zellschicht nach oben auf Objekttréger gelegt und

mit Fluoromount-G Mounting Medium und Deckglas versiegelt.

3.5 Quantitative realtime PCR

Fiir die Erhebung der PCR Daten wurden mindestens drei Wiederholungen aus unterschiedlichen
Spendern durchgefiihrt. Zur RNA Gewinnung wurde fiir die HPMEC das Kit von PEQLab und fir die
HPAEpiC das NucleoSpin RNA Plus XS Kit von Macherey-Nagel genutzt, da bei letzteren die
extrahierte RNA Menge meist sehr gering war. Zum Lysieren der Zellen wurden dazu nach
Asservierung des Uberstands 400 pL pro Well des RNA Lysis Puffer T (HPMEC) respektive 50 plL pro
Well Lysis Puffer 1 (HPAEpiC) zugegeben und das Zelllysat unter Auf-und Abpipettieren und
vorsichtigem Kratzen mit der Pipettenspitze von der Filtermembran abgelost und gesammelt. Bei den
Kokulturen wurde in der Regel nur die apikale Zellschicht geerntet, wobei durch Kontroll-PCR dreier
Spender auf die endothelspezifischem Marker CD31 und VE Cadherin sichergestellt wurde, dass
dabei kein Ubertritt von basolateralem Zellmaterial stattfand. Die weitere Aufbereitung erfolgte nach
Anleitung des jeweiligen Kit-Herstellers. Sofern nicht direkt verwendet, wurde die RNA bei -80 °C
gelagert. Zum Umschreiben in ¢cDNA wurde das High Capacity RNA-to-cDNA™ Kit von Applied
Biosystems unter Einsatz von 1 pug RNA genutzt und die fertige cDNA bei -20 °C gelagert oder direkt

verwendet.

3.6 Auszdhlung der proliferierenden Zellen

Ki67, ein nukledres Protein, das nur in der Interphase exprimiert wird und so Zellzyklusaktivitat
anzeigt, wurde in Monokulturen mit und ohne Vitamin D3 Behandlung gefarbt und der Anteil
proliferierender Zellen bei drei Spendern verglichen. Da je nach Zellzyklusphase eine oder mehrere
Ki67-Markierungen pro Zelle erscheinen und dies flir automatisierte Erkennungssoftware eine
potenzielle Fehlerquelle darstellte, wurde eine manuelle Auszahlung durchgefiihrt. Daflir wurden pro
Spender und Behandlungsgruppe in drei zufallig gewahlten, nicht Gberlappenden Bildausschnitten in
10-facher VergroRerung (Flache: 942 um x 750 um = 706 500 um?2) zunachst alle Zellkerne und dann
jene mit Anfarbung fiir Ki67 unter Zuhilfenahme von Gitternetzlinien gezahlt. Die Mittelwerte der
drei Bildausschnitte wurden gebildet und in prozentuale Relation gesetzt (Ki67 Markierungen / alle
Nuclei), um den Anteil proliferierender Zellen zwischen der Kontrollgruppe und der Vitamin D3

Gruppe zu vergleichen.
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3.7 Kontrollversuche an Endothelzellen

3.7.1 Kulturbedingungen

Alle HPMEC Kulturen wurden bei 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO, in EGM2 Medium
kultiviert. Die jeweiligen Kulturflichen wurden mit 10 pg/mL Fibronektin beschichtet. Fir die
Passagierung der HPMEC wurden die Zellen mit PBS gespilt und anschlieBend mit 3 mL (T25
Flaschen) bzw. 5 mL (T75 Flaschen) Trypsin/EDTA fiir zehn Minuten inkubiert. Die Trypsinisierung
wurde mit dem doppelten Volumen an 1x PBS mit 10 % FBS gestoppt, die Zellen nach
Abzentrifugation in EGM2 Medium resuspendiert und je nach FlaschengrofRe in 6 bzw. 15 mL pro
Flasche auf das doppelte der vorherigen Flache ausgesat bzw. mit einer Dichte von 50 000 / cm? auf

die definitiven Kulturflachen aufgebracht.

3.7.2 Farbungen, PCR und Widerstandsmessungen von HPMEC Monokulturen

Die Reinheit der HPMEC wurde durch immunhistochemische Farbung der endothelspezifischen
Oberflachenproteine CD31 und VE-Cadherin kontrolliert. Dafiir wurden die HPMEC eines Spenders
mit einer Dichte von 50 000/cm? auf zwei 8-Well-lbidi-Slides ausgesat und fiir sieben Tage kultiviert.
Wie bei den definitiven Kokulturen wurde hier ab Tag drei das Medium gewechselt und bei der Halfte

der Wells 10 nM Vitamin D3 zugegeben.

Um die Barrierebildung der HPMEC alleine gegeniber den Kokulturen abzugrenzen, wurde in einer
basolateralen Monokultur auf Transwell® Filtern der TEER der HPMEC gemessen. Auch hier wurden
sechs Filter mit 10 nM Vitamin D3 behandelt und sechs als Kontrolle belassen. Von diesen Filtern
wurden ebenfalls Kontrollfarbungen auf Reinheit (endothelspezifische Oberflachenantigene CD31

und VE-Cadherin) und Konfluenz (Tight Junctions: ZO-1) vorgenommen.

Sowohl bei den Ibidi Kulturen als auch bei den Transwell® Kulturen wurde zudem durch Farbung die
Expression von DCLK1 durch HPMEC ausgeschlossen, und ein etwaiger Einfluss einer VD3 Behandlung

auf die Ausbildung von Tight junctions durch Farbung von ZO-1 untersucht.

Da der TEER der HPMEC in den Transwell® Kulturen sich auf einem sehr niedrigen Niveau bewegte
und durch die Messung mittels STX2 Chopstick Elektrode nur unzureichend erfasst werden konnte,
wurden zusatzlich unterschiedliche Passagen zweier Spender auf 8-Well-Goldelektroden des ECIS
Systems ausgesat, welches eine sehr viel sensitivere und zudem kontinuierliche Messung von
Impedanz und TEER ermdglicht. Wie in den Kokulturversuchen wurde ab Tag drei taglich das Medium

gewechselt und je ein Slide mit 10 nM Vitamin D3 behandelt.
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3.8 Statistik

Alle statistischen Berechnungen wurden mit GraphPad Prism 5 durchgefiihrt. Fiir den Vergleich der
PCR Daten zwischen Tag 3 und Tag 7, respektive Tag 7 Kontrolle und Tag 7 mit Vitamin D3, sowie den
Vergleich der TEER-Daten aus verschiedenen Kulturmodi wurde der T-Test fir verbundene
Stichproben (paired t-test) durchgefiihrt. Dadurch konnte der Verlauf der Werte innerhalb des
einzelnen Spenders beriicksichtigt werden, ohne durch die spenderabhdngigen individuellen
Schwankungen beeinflusst zu sein. Unterschiede wurden als signifikant bewertet, wenn der p-Wert
kleiner als 0,05 war (* = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** = p < 0.001). Da die unbehandelten Proben von
Tag 7 einerseits mit Tag 3, und andererseits mit den mit Vitamin D3 behandelten Proben von Tag 7
verglichen wurden, wurde die Bonferroni-Korrektur fir Mehrfachtestung angewendet und der p-
Wert jeweils mit 2 multipliziert. Fiir die PCR Daten wurden jeweils drei oder mehr Wiederholungen

aus verschiedenen Spendern durchgefiihrt.

Die quantitative Auszadhlung der Ki67 Farbungen wurde ebenfalls an drei verschiedenen Spendern
wiederholt. Wegen der eingeschrankten Verfligbarkeit des humanen Gewebes wurde bei der
qualitativen Auswertung der Farbungen zugunsten weiterer Farbekombinationen z.T. auf eine
dreimalige Wiederholung verzichtet und die Bestatigung von Beobachtungen an mindestens einem

weiteren Spender vorgenommen.

33



4 Ergebnisse

4.1 Verhalten der Zellen im Kulturverlauf

Um die Konfluenz der kultivierten Alveolarepithelzellen zu erfassen, wurden die Zellkontaktproteine
Z0-1 und E-Cad an Tag 3 und Tag 7 immunhistochemisch gefarbt. Flr die Transdifferenzierung der
Typ 2 Zellen wurde das Surfactantprotein SP-C ebenfalls an Tag 3 und Tag 7 gefarbt. Die Farbungen
zeigten hier bei fast allen Spendern bereits an Tag 3 ein konfluentes Epithel, das an Tag 7 bei allen
Spendern Konfluenz erreicht und kontinuierliche Schlussleistenkomplexe ausgebildet hatte. Die
initiale Reife war dabei zwischen den einzelnen Spendern sehr unterschiedlich. Wahrend bei einigen
Spendern an Tag 3 in allen Zellen noch eine homogene, perinukledre SP-C Farbung vorlag und das
Epithel aus isomorphen, halb-flachen Zellen bestand (siehe Abb. 3 links), zeigten andere bereits ein
heterogenes Muster aus kuboidalen, SP-C exprimierenden Arealen und vereinzelten SP-C armen,
abgeflachten Zellen mit Typ 1 Morphologie. Unabhangig vom Ausgangszustand liel8 sich jedoch im
Kulturverlauf von Tag 3 bis Tag 7 eine zunehmende Heterogenisierung des Epithels beobachten:
neben Arealen mit sehr groRen, flach ausgebreiteten Zellen mit Verlust der SP-C Anfarbung
entwickelten sich Zellcluster mit kuboidalen, teilweise mehrschichtig wachsenden Zellen, von denen
viele eine intensive SP-C Anfirbung aufwiesen (siehe Abb. 3 rechts). Kofdrbungen der beiden Typ 2
Marker SP-C und CD74 zeigten aullerdem, dass alle CD74 exprimierenden Zellen auch SP-C

exprimierten, es jedoch auch Typ 2 Zellen mit SP-C- aber ohne CD74 Expression gab, CD74 also eine

Subpopulation der Typ 2 Zellen zu markieren scheint.

Abb. 3: Kofarbung von ZO-1 und SP-C am apikalen Epithel an Tag 3 (links) und Tag 7 (rechts).
rot: ZO-1, griin: SP-C, blau: Nuclei, Ma3stab = 100 um.
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Abb. 4: TEER der unbehandelten Mono- und Kokulturen auf i )
Transwellfiltern von Tag 3 bis Tag 7. Monokulturen n=6, Pis zu 500 Q x cm* messbar (siehe Abb. 4).
Kokulturen n=3, jeweils 6 Transwells.

Fir die in der Literatur beschriebene Transdifferenzierung der isolierten Typ 2 Zellen zu Typ 1 Zellen,
wurde aulRerdem die Genexpression verschiedener Typ 1- und Typ 2 Marker mittels PCR untersucht.
Dazu wurden auch hier Proben von Tag 3 und Tag 7 miteinander verglichen, um den Kulturverlauf
abzubilden. Die mRNA Expression der Typ 2 Marker SP-C und CD74 war hierbei im Kulturverlauf
ricklaufig; fir SP-C signifikant. Die mRNA Expression des ebenfalls als Typ 2 Marker geltenden CD44
nahm hingegen in den Mono- und Kokulturen zu (siehe Abb. 5 c)). Die Expression der mit dem
Auftreten von Typ 1 Zellen korrelierten Marker Cav-1 und HOPX entwickelte sich im Kulturverlauf mit
Ausnahme einer signifikanten Abnahme der HOPX Expression in den Kokulturen nicht eindeutig

(siehe Abb. 5 b)).

Morphologisch formierten sich sowohl den in Mono- als auch in den Kokulturen teils mehrschichtig
wachsende Cluster kuboidaler Zellen zwischen den flachen Typ 1 Arealen. Diese Zellcluster wurden
im Kulturverlauf grofRer. Einige dieser Zellen zeigten starke SP-C Anfarbung, andere gar keine, sodass
die Anwesenheit weiterer, mitisolierter Bronchial- oder Stammzelllinien in Betracht gezogen wurde.
Daher wurden mittels PCR die Expressionslevel verschiedener Bronchialepithel- und

Stammzellmarker im Kulturverlauf untersucht (siehe Abb. 5 d) und e)). CC16 als Marker fir
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Keulenzellen fiel dabei sowohl in Mono- als auch in Kokultur signifikant ab (p < 0,001 respektive p <
0,01). Das basale Atemwegszellen markierende Keratin 14 (CK14) hingegen nahm im Kulturverlauf zu,
was ein Hochwachsen mitisolierter Bronchialepithelzellen nahelegte. DCLK1 und LGR5 als
stammzellassoziierte Marker zeigten lediglich in den Monokulturen eine geringe Zunahme, wahrend

sich fuir den Birstenzellmarker Villin kein eindeutiger Trend beobachten liel:.

Die epitheliale Immunreaktion wurde ebenfalls im Kulturverlauf untersucht, um Referenzwerte fir
die spatere Vitamin D3 Behandlung zu gewinnen. Anhand der mRNA Expression von SP-A, HBD-1,
HBD-2 und LL-37 wurde der Reizzustand des Epithels an Tag 3 und Tag 7 mittels PCR verglichen. SP-A
zeigte hierbei sowohl in Mono- als auch in Kokultur eine Abnahme. Die mRNA Konzentration der
B Defensine HBD-1 und HBD-2 nahm sowohl in Mono- als auch in Kokultur zu. Das Cathelicidin LL-37

zeigte keinen eindeutigen Trend (siehe Abb. 5 f)).
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Abb. 5: qPCR von Markermolekiilen im Kulturerlauf. Vergleich der relativen Genexpression von Tag 7
zum Ausgangswert von Tag 3 (jew. Referenzwert von 1). Tag 3 stellt jeweils den Referenzwert 1 fiir alle
Molekille dar. Die Ubrigen Werte stellen die relative Genexpression des jeweiligen Molekiils an Tag 7 dar.
Monokulturen n=5 (CK14 Monokultur n=3); Kokulturen n=3. paired t-test: *p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001
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4.2 Einfluss der Kokultivierung

In den gemessenen Widerstandswerten zeichneten sich trotz groBer Unterschiede in den
Absolutwerten der einzelnen Spender zwei Effekte der Kokultivierung ab: 1.) Der transepitheliale
Widerstand der Kokulturen war grundsatzlich hoher als in den Monokulturen. 2.) Die Kokulturen
bildeten friher eine Barriere aus (vgl. Abb. 4 sowie Abb. im Anhang). Morphologisch wirkten die
Kokulturen an Tag 3 bereits weiter entwickelt als die Monokulturen. In Farbungen von SP-C und den
Zellkontakten des apikalen Zelllayers war in den Kokulturen an Tag 3 bereits eine deutliche
Abgrenzung von Typ 1 und Typ 2 Zellen moglich, wahrend in den Monokulturen die SP-C Expression
oft noch homogener Uber das ganze Zelllayer verteilt war und auch an Tag 7 in den abgeflachten Typ
1 Zellen noch Anteile von SP-C Expression zu finden war. Bei 2 Spendern war ausreichend Gewebe fiir
einen direkten Vergleich zwischen Mono- und Kokultur innerhalb des gleichen Spenders vorhanden,
der den Eindruck einer frilheren TEER Entwicklung und morphologischen Reifung der Kokulturen

bestatigte (vgl. Abb. 15 im Anhang sowie in Abb. Spender D.19-12 und D.19-14).

Die PCR Ergebnisse der Kokulturen folgten fiir die meisten Marker dem gleichen Trend wie in den
Monokulturen (vgl. Abb. 5). Ausnahme hiervon waren 1.) die Zellkontaktmolekile, deren mRNA
Expression unter Kokultivierung im Kulturverlauf abnahm, 2.) die Expression von HOPX, die nur in
Kokultur stark abfiel und 3.) die Expression von LL-37, die in Kokultur einen abfallenden, in

Monokultur einen ansteigenden Trend aufwies.

Die Vermischung von apikaler mit basolateraler RNA bei der Lyse des apikalen Zelllayers der
Kokulturen wurde mittels PCR ausgeschlossen. Dafir wurde das apikale Zelllysat auf die
endothelspezifischen Oberflaichenmarker CD31 und VE-Cad untersucht. Als Positivkontrolle wurde
dabei Lysat von HPMEC verwendet, als Negativkontrolle die Typ 2 Zelllinie H441 herangezogen.
Hierbei lielen sich weder CD31 noch VE-Cad im apikalen Lysat detektieren, sodass davon
auszuggehen ist, dass die PCR Ergebnisse der Kokultur ausschlieRlich das Verhalten des apikalen

Zelllayers widerspiegeln.

4.3 Kontrollversuche an Endothelzellen

Zur Uberpriifung von Reinheit und Konfluenz der aus dem Lungengewebe extrahierten
Endothelzellen wurden diese unter sonst gleichen Kulturbedingungen auf Transwells in basolateraler
Monokultur, sowie auf 8-well Ibidi Tragern kultiviert und auf die endothelspezifischen
Oberflachenproteine CD31 und VE-Cadherin immunhistochemisch gefarbt. Hierbei zeigte sich
durchweg die Ausbildung eines konfluenten, einschichtigen Zellverbandes mit endotheltypischer
Morphologie und Expression von CD31 und VE-Cadherin in allen Zellen. Die Ergebnisse dieser

Kontrollfarbungen konnten somit Reinheit und Konfluenz der HPMEC bestatigen (siehe Abb. 6 a)).
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AuBBerdem wurde durch immunhistochemische Farbung eine etwaige Expression von DCLK1 und SP-C
durch die HPMEC ausgeschlossen, und ein potenzieller Einfluss von Vitamin D3 auf die Ausbildung
von Tight Junctions durch Farbung von ZO-1 untersucht. Mit Ausnahme eines Spenders, der unter
Vitamin D3 eine starkere Intensitat der ZO-1 Anfarbung aufwies, zeigte die Behandlung der HPMEC

mit Vitamin D3 hier keinen Effekt.

Konsens der Literatur ist, dass Endothelzellen die alveoldre Barriere regulieren, jedoch selbst keine
TEER-relevante Barriere bilden (Maria Iris Hermanns et al., 2009b; Vestweber, 2000; L. Wang et al.,,
2013). Um dennoch einen Referenzwert zu gewinnen und den in den Kokulturen erhéhten TEER
gegeniber einer alleinigen Addition durch die endothelialen Barriere abzugrenzen, wurde der TEER
in basolateraler HPMEC Monokultur unter sonst gleichen Bedingungen von Tag 3 bis Tag 7 gemessen.
Hierbei zeigten sich im Verlauf konstante Widerstandswerte um die 20 Q x cm?, die wesentlich
niedriger als die alleinige Differenz zwischen Mono- und Kokulturen der HPAEpiC ausfielen. Die

Behandlung mit Vitamin D3 zeigte keinen Effekt auf den TEER der HPMEC in Transwellls (siehe Abb. 6
b)).
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Abb. 6: Farbung (a) und Widerstdnde auf Transwells (b) und ECIS (c) von aus dem Lungengewebe
isolierten Endothelzellen. a) blau: Nuclei, griin:CD31, rot: VE-Cadherin, Mal3stab = 100 um b) 6 wells c) 8 wells
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Zusatzlich wurde der Widerstand des Endothellayers mittels ECIS System erfasst. Dieses erlaubt eine

kontinuierliche und sensitivere Messung der Impedanz des Zelllayers, bei der die Zellen nicht durch

die Chopstickelektrode irritiert werden miissen. Die Endothelzellen zweier Passagen wurden unter

gleichen Versuchsbedingungen wie in den Transwells auf Goldelektroden kultiviert. Hierbei lieRen

sich Widerstandswerte um 500 - 1000 Q x cm? detektieren, die zum Ende der 7 tigigen Kulturdauer

wie bei den Alveolarepithelkulturen unter Vitamin D3 niedriger ausfielen als in der Kontrollgruppe

(siehe Abb. 6 c)).

4.4 Einfluss von Vitamin D3 auf die Primarzellen

4.4.1 Effekte von Vitamin D3 auf Barriere und Transdifferenzierung

- Monokultur unbehandelt

14007 & Nonokultur VD3 (10 nM)
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Abb. 7a: Einfluss der Vitamin D3 Behandlung auf den TEER.
Monokulturen: n=6, Kokulturen: n=3. Jeweils 12 Transwells.
Aufgrund sehr heterogener Absolutwerte hier lediglich der

Mittelwert. FUr die Einzelwerte siehe Abb.7b

Der Einfluss von Vitamin D3 auf den
Widerstand war aufgrund der sehr
heterogenen Absolutwerte der
Einzelspender schwer fassbar und nicht
signifikant, jedoch zeichnete sich bei
der Mehrheit der Spender
Uberraschenderweise ein Trend zu
niedrigeren TEER Werten unter Vitamin
D3 ab. Dies stand im Gegensatz zu der
reproduzierbaren TEER-Erhohung bei
den H441 Zellen in vorherigen
Versuchen (siehe Abb.18 im Anhang).
AuBBerdem konnte ein friiheres Gipfeln
des TEER unter Vitamin D3 beobachtet
werden: Wahrend die Kontrollkulturen
den maximalen TEER in der Regel bis
Tag 6 oder 7 hielten, fiel er in den mit
Vitamin D3 behandelten Kulturen meist
bereits an Tag 5 wieder ab (siehe

Abb.7a+b).
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Als morphologisches Korrelat der Barriere wurde die Auspragung der Tight Junctions mit- und ohne
Vitamin D3 anhand immunhistochemischer Farbungen von ZO-1 verglichen. Hier zeigten sich zwei
Effekte: 1.) in den flachen Typ 1 Arealen nahm die ZO-1 Intensitdt zu und es lieRen sich bei gleicher
Sensorempfindlichkeit des Mikroskops kontinuierlichere Bander aus Tight Junctions zwischen den
Typ 1 Zellen detektieren. 2.) Gleichzeitig nahm unter Vitamin D3 eine Population undifferenziert
wirkender kleiner Zellen mit nicht-translozierten Tight Junctions (Anfarbung von ZO-1 nur diffus im
Zytoplasma verteilt ohne Assoziation an die Plasmamembran) zu, die sich in Clustern zwischen den
Typ 1 Zellen anordneten (siehe Abb. 8 a)). Auf mRNA Ebene lieR sich eine Anderung der
Zellkontaktproteine ZO-1 und E-Cad nicht detektieren (siehe Abb. 8 b)).

a)
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2
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._tj \ B Monokultur VD3 {10 ni}
4 \ & Kokultur VD3 (10 n)
0.0 By
Kontrolle oy E-Cad

Abb. 8: Ausbildung von Zellkontakten mit- und ohne Vitamin D3. a) Immunhistochemische Farbung des
Tight Junction Proteins ZO-1 in Monokultur. Unter Vitamin D3 zum einen vermehrt undifferenziert wirkende Zellen
mit nicht-translozierten Tight Junctions (rechtes Bild in der Mitte), zum anderen stérkere Ausbildung von Tight
Junctions in den flachen Typ 1 Arealen (rechtes Bild, z.B. links unten). blau: Nuclei, griin: ZO-1, MaBstab = 100
um b) Genexpression von ZO-1 oder E-Cadherin mit und ohne VD3.Monokulturen n=6, Kokulturen n=3. paired -
test. Die unbehandelten Kulturen stellen jeweils den Referenzwert von 1 dar.
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Abb. 9: Einfluss von Vitamin D3 auf die Genexpression von Typ 1 und Typ 2 Markern in Mono- und
Kokultur an Tag 7. Monokulturen: n=6, Kokulturen n=3. Die unbehandelten Kulturen stellen jeweils den
Referenzwert von 1 dar. paired t-test * p < 0,05; **p < 0,01

Auch mittels PCR wurden Marker erfasst, um die Transdifferenzierung von Typ 2 zu Typ 1 Zellen zu
untersuchen. Die mit dem Vorliegen barrierebildender Typ 1 Zellen assoziierten Marker HOPX und
Cav-1 (Fuchs et al., 2003; Ota et al., 2018) zeigten eine Abnahmetendenz unter Vitamin D3; HOPX in
den Kokulturen signifikant mit p < 0,01 (siehe Abb. 9). Die Typ 2 Marker CD74 und CD44 nahmen
unter Vitamin D3 ebenfalls ab; fiir CD44 in Mono- und Kokulturen signifikant mit p < 0,05 (siehe Abb.
9). Fir den Typ 2 Marker SP-C lieB sich auf mRNA Ebene kein Effekt von Vitamin D3 feststellen. In
Farbungen von SP-C zeigte sich jedoch bei der Halfte der Mono- und Kokulturen eine starke

Intensitdtszunahme unter Vitamin D3 (siehe hierzu Abb.13 b)).
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4.4.2 Induktion von DCLK1 durch Vitamin D3
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Abb. 10: Induktion von DCLK1 durch Vitamin D3: a) Farbungen in Monokultur an Tag 7. blau = Nuclei, griin =
DCLK1, Mafistab = 100 um. b) mRNA Expression von DCLK in Mono- und Kokultur an Tag 7. Monokultur n=8,
Kokultur n=3. Die unbehandelten Kulturen stellen jeweils den Referenzwert von 1 dar. paired t-test **p < 0,01

Sowohl in den Mono- als auch in den Kokulturen zeigte sich in der PCR eine reproduzierbare
Induktion der DCLK1 durch Vitamin D3. In den Monokulturen war die Zunahme der mRNA Expression
mit p < 0,01 signifikant, in den Kokulturen zeigte sich ein eindeutiger Trend in allen Versuchen (vgl.
Abb. 10 b)). In immunhistochemischen Farbungen von DCLK1 lieB sich der Eindruck einer Induktion
durch Vitamin D3 bestatigen: unter Behandlung mit Vitamin D3 fanden sich mehr Zellen mit DCLK1
Expression als in der Kontrollgruppe, wobei die Intensitdt von DCLK1 in den einzelnen Zellen variierte

(vgl. Abb. 10 a) sowie Abb.13 c)).
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Abb. 11: Kofarbungen zur Charakterisierung der DCLK1 exprimierenden Zellen. a) + b) Nahe zu Typ 2
Zellen an Tag 7 und Biirstenzell- typische zytoplasmatische Vesikel ¢) Beckung durch Auslaufer von Typ 1
Zellen d) Epithelialer Charakter mit Anfarbung von E-Cadherin. blau: Nuclei, griin: DCLK1, rot: CD74 bzw. ZO-1
bzw. E-Cad, Maf3stab = 100 um.

Um die DCLK1 exprimierenden Zellen weiter zu charakterisieren, wurden Kofarbungen von DCLK1 mit
verschiedenen Markern an Monokulturen vorgenommen: CD74 als Typ 2 Marker, E-Cadherin als
Indikator epithelialen Ursprungs und ZO-1 als Indikator fir eine potenzielle Barrierefunktion. Hierbei
zeigten die DCLK1 exprimierenden Zellen sowohl die Ausbildung von epithelialem Cadherin (Abb. 11
d)), als auch eine zirkumferentielle Anfirbung von Tight Junctions. Kofdarbungen mit CD74
offenbarten an Tag 3 teils doppelt positive Zellen, an Tag 7 die Aufteilung in entweder DCLK1- oder
CD74 positive Zellen, die sich in raumlicher Ndhe zueinander anordneten ( vgl. Abb. 11 a)),. AuBerdem
lieBen sich Charakteristika beobachten, die fiir Blrstenzellen typisch sind: zytoplasmatische Vesikel
als Zeichen von Glykogenspeicherung (Abb. 11 b)), und die Bedeckung durch Auslaufer von Typ 1
Zellen (Abb. 11 ¢)).

4.4.3 Zunahme der Proliferation unter Vitamin D3
Die bis dahin vorliegenden Ergebnisse waren Grundlage fiir eine Hypothese, die die weiteren

Experimente leitete: Unter Vitamin D3 lieR sich ein Trend zu niedrigeren TEER Werten beobachten.
Gleichzeitig nahm unter Vitamin D3 eine Population morphologisch undifferenziert wirkender Zellen
zu, die in ZO-1 Farbungen aufgrund nicht-translozierter Tight Junctions keine Barriere zu bilden
schienen. AuBerdem bewirkte Vitamin D3 eine reproduzierbare Induktion von DCLK1, einer Kinase in
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Blrstenzellen, die vermutlich stammzellmodulierendend und proproliferativ wirkt (Middelhoff et al.,
2017). Moglicherweise regte Vitamin D3, Gber DCLK1 Induktion vermittelt, die Proliferation nicht-
barrierebildender Stamm- oder Progenitorzellen in dem Primarzellisolat an, was die beobachtete

Abnahmetendenz des TEER unter Vitamin D3 erklaren konnte.

Um dieser Hypothese nachzugehen, wurde in Monokulturen von drei weiteren Spendern Ki67 als
Indikator fir Proliferationsaktivitdit gefarbt und ausgezadhlt. Daflir wurde pro Spender und
Behandlungsgruppe in drei nicht Uberlappenden Bildausschnitten (Fliche 706 500 pm?) der
prozentuale Anteil der Ki67 markierten Zellkerne an allen Zellkernen erfasst und hieraus der
Mittelwert als Proliferationsindex des einzelnen Spenders berechnet. Das Ergebnis offenbarte fir
jeden der drei Spender eine um 10 - 15 % hohere Proliferationsrate unter Vitamin D3 mit
Ausgangswerten, die sich spenderabhangig zwischen 5 % und 30 % aller Nuclei bewegten (siehe Abb.

12).

Mittelwert der Spender (n=3) Anteil Ki6T+ Zellen von allen ausgeziihlten Nuclei:
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Abb. 12: Anteil Ki67 markierter Nuclei in immunhistochemischen Farbungen von Monokulturen mit- und
ohne Vitamin D3 an Tag 7. Dargestellt ist der prozentuale Anteil an Ki67 markierten Zellkernen von allen Nuclei.

links: Mittelwert aus drei Spendern paired t-test * p < 0,05. rechts: Proliferationsindex der Einzelspender.

In Kofarbungen von DCLK1 mit MUC5B als Marker bronchialer Basalzellen und $ Tubulin als
Stammzellmarker wurde die Beziehung der DCLK1 positiven Zellen mit diesen Zelltypen untersucht
(vgl. Abb.13 d) und e)). Dabei zeigte sich in beiden Farbungsmodi ein dhnliches Phanomen, das eine
Stammzellnischen-modulierende Funktion der DCLK1 exprimierenden Zellen weiter untermauerte:
Die DCLK1 exprimierenden Zellen ordneten sich zirkular um Zellcluster von kuboidalen B Tubulin-

bzw. MUCS5B exprimierenden Zellen herum an. Die so gruppierten Zellinseln innerhalb der flachen
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Typ 1 Areale wirkten groRer unter Vitamin D3. Die nur DCLK1 positiven Zellen in der Peripherie der
Zellinseln zeigten typische Biirstenzellmorphologie mit Vesikel. Zudem fanden sich jeweils im
Grenzbereich zwischen Clustermitte und umgebenen DCLK1 exprimierenden Zellen doppelt positive
Zellen mit DCLK1 Expression im Hauptkorper und B Tubulin, respektive MUC5B, in den Auslaufern.

Diese Auslaufer waren teilweise zwischen die kuboidalen Zellen in der Mitte der Zellcluster gestreckt.

4.4.4 Charakterisierung der proliferierenden Zellen
Um zu Uberpriifen, ob es sich bei den proliferierenden Zellen um die beobachteten undifferenzierten

Zellcluster handelte, wurden Kofarbungen von Ki67 mit DCLK1 und ZO-1 vorgenommen. Diese
zeigten ein Bild, das der Clusterformation in den MUC5B- und B Tubulinfarbungen dhnelte: Die DCLK1
positiven Zellen gruppierten sich um Zellinseln mit Ki67 Markierungen herum bzw. reichten mit
Ausldufern zwischen diese und assoziierten sich in rdumlicher Nahe (siehe Abb.13 c)). Viele der Ki67
positiven Zellen zeigten eine undifferenzierte Morphologie und ZO-1-Anfarbung lediglich im
Zytoplasma, nicht aber an den Zellgrenzen, was auf das Vorliegen nicht-translozierter Tight Juntions
und ausbleibende Barrierebildung hinweist. Die Anzahl dieser Zellen war in den mit Vitamin D3
behandelten Monokulturen héher, die Zellcluster gréRer (vgl. Abb.13 a) und b)). Die DCLK1
exprimierenden Zellen selbst proliferierten selten, vereinzelt lieBen sich jedoch auch hier Ki67

Markierungen detektieren (siehe Abb.13 c)).

In Kofarbungen von DCLK1 und CD74, dem Marker einer als hochproliferativ geltenden Typ 2 Zell-
Subpopulation, hatten DCLK1 positive Zellen sich in dhnlicher Weise an die Typ 2 Zellen assoziiert,
wie sie es nun an die proliferierenden Zellen taten. Um die Hierarchie und Identitat der
proliferierenden Zellen im Verhaltnis zu Typ 2 Zellen zu untersuchen, die bekanntermalien ebenfalls
in den Zellnachschub des Alveolarepithels involviert sind, wurden nun Kofarbungen von Ki67 und SP-
C in Monokulturen vorgenommen. Tatsdchlich zeigte ein GroRteil der SP-C positiven Zellen
Proliferationsaktivitdit und ihr Anteil nahm unter Vitamin D3 sichtbar zu. Jedoch proliferierten

vereinzelt auch andere Zellen, die keine SP-C Anfarbung aufwiesen (siehe Abb.13 b)).
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Abb. 13: Kofarbungen von Ki67 mit DCLK1, ZO-1 und SP-C (a-c), sowie Kofdrbungen von
DCLK1 mit MUC5B und B Tubulin (d-e) in Monokultur mit- und ohne Vitamin D3 an Tag 7.
blau: Nuclei, rot: Ki67 / 8 Tubulin / MUC5B, griin: DCLK1/Z0-1/ SP-C. Maf3stab = 100 um 48




Auch mittels PCR wurde ein moglicher Einfluss von Vitamin D3 auf verschiedene Bronchialepithel-
und Stammzellmarker in Mono- und Kokultur untersucht (siehe Abb. 14). Die morphologisch
beobachtete Zunahme von Vorlaufer-/Stammzellen spiegelte sich hier jedoch nicht wider. LGR5, ein
Oberflachenrezeptor, der auf verschiedenen und unter anderem von Vitamin D3 modulierten
Stammzellpopulationen beschrieben wird (Barker et al., 2013; Peregrina et al., 2015) fiel in den
Monokulturen sogar andeutungsweise ab. Auch der Keulenzellmarker CC16 (scgblal) fiel unter
Vitamin D3 signifikant ab und CK14, welches regenerative Basalzellen der Atemwege markiert (Ficial
et al.,, 2014; Kumar et al., 2011), zeigte eine Abnahmetendenz. Lediglich die Expressionslevel von
Villin, einem Marker der stammzellmodulierenden Biirstenzellen, zeigten in den Monokulturen eine

geringe, jedoch nicht signifikante Zunahme.
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Abb. 14: Veradnderung der mRNA Expression verschiedener Stamm- und
Progenitorzellmarker unter Vitamin D3 an Tag 7. Monokulturen n=5 (CK14 n=3),
Kokulturen n=3. Die unbehandelten Kulturen stellen jeweils den Referenzwert von 1 dar.
paired t-test *p < 0,05; ** p < 0,01
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4.4.5 Effekt von Vitamin D3 auf die Inmunhomoostase
Sowohl in den Mono- als auch in Kokulturen zeigte sich eine deutliche Induktion des Cathelicidins LL-

37. In den Monokulturen stieg die mRNA Expression im Durchschnitt auf das 65-fache, in den
Kokulturen auf das 50-fache der Kontrollkulturen an. Nach Bonferroni-Korrektur zeigten sich die
Ergebnisse nur fir die Monokultur signifikant mit p < 0,05. In Farbungen zeigte sich unter Vitamin D3
ein diffuseres Verteilungsmuster von LL-37 iber das Zelllayer, wahrend sich in den Kontrollkulturen
die Anfarbung von LL-37 in den kuboidalen Zellarealen und nur in vereinzelten Typ 1 Zellen

konzentrierte (siehe Abb.15 a) und b)).

Immunantwort

Jm

2 -4

Relative Genexpression

Relative Genexpression

Kontrolle LL-37

Abb. 15: Einfluss von Vitamin D3 auf die epitheliale Inmunantwort. Tag 7: a) starke und signifikante Induktion
von LL-37 in der PCR. Monokultur n=8, Kokultur n=3 b) Farbung von LL-37 in groBflachiger Ubersicht. blau =
Nuclei, rot = ZO-1, griin = LL-37, Mal3stab = 100 um. ¢) PCR der B Defensine und von SP-A. Monokultur n=8 (SP-
A n=6), Kokultur n=3. Die unbehandelten Kulturen stellen jeweils den Referenzwert von 1 dar. paired t-test * p <
0,05, **p < 0,01

Die mRNA Konzentration der B Defensine entwickelte sich unterschiedlich. HBD-1 nahm im Vergleich
zu den Kontrollkulturen signifikant ab (mit p < 0,01 sowohl in Mono- als auch in Kokulturen), HBD-2
hingegen zeigte in beiden Kulturmodi eine leichte Zunahme. Das Surfactantprotein SP-A, das neben
einer negativen Rickkopplung der Surfactantproduktion auch immunologische Funktionen hat, und
von Typ 2 Zellen und Keulenzellen sezerniert wird (Al-Qahtani et al., 2019; Yamazoe et al., 2008), fiel
unter Vitamin D3 ab; in den Monokulturen signifikant mit p < 0,01 (siehe Abb.15 ¢)).
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4.5 Einfluss von SARS-CoV 2 Proteasen auf HPMEC

Der Ausbruch der weltweiten Coronapandemie fiel mitten in die fast abgeschlossenen Experimente
der vorliegenden Arbeit. Humane pulmonale Primarzellen stellten in dieser Zeit eine rare Quelle fir
schnellen und sicheren Erkenntnisgewinn dar, um die Wirkweise des Virus zu verstehen und
therapeutische Angriffspunkte zu identifizieren. Neben den bereits vorliegenden Hinweisen, dass
Vitamin D3 in die Immunhomdostase des Alveolarepithels einzugreifen scheint, war in diesem
Kontext vor allem die Barriere der alveolokapillaren Membran interessant, da inzwischen bekannt
war, dass die Letalitdit einer Infektion mit SARS-CoV-2 zentral mit einer durch ARDS
zusammenbrechenden Lungenfunktion zusammenhangt, worin die Barrieredisruption einen
entscheidenden Eskalationsschritt markiert. Die Barriere der alveolokapilliren Membran wiederum
schien malgeblich von der Interaktion mit den Endothelzellen abzuhdngen, wie die TEER Werte der
Kokulturen bis dahin gezeigt hatten. Um einen moglichen Einfluss von SARS-CoV-2 auf das Endothel
der Lunge zu detektieren, und weil isolierte endotheliale Primarzellen im Gegensatz zum
Alveolarepithel Gber mehrere Passagen kultivier- und vermehrbar sind, wurden die fir diese Arbeit
isolierten HPMEC genutzt, um sie mit drei Hauptproteasen des Virus zu versetzen. Mittels LC-MS
konnten so tber 300 Angriffspunkte des Virus identifiziert werden (Koudelka et al., 2021), was eine

breite Basis flir die weitere Forschung auch anderer Arbeitsgruppen legte.
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5 Diskussion

5.1 Etablierung des Kultursystems

Die alveolokapillire Membran konnte im Transwell-System auch mit Primarzellen erfolgreich
modelliert werden. Die isolierten Primarzellen bildeten auf den Transwell-Filtern ein konfluentes
Epithel aus, das morphologisch die Transdifferenzierung von Typ 2 zu Typ 1 Zellen vollzog und an Tag
7 eine heterogene, organisierte Zellkomposition darstellte. Diese war in der Lage, einen ansteigenden
transepithelialen Widerstand und somit eine parazelluldre Barriere aufzubauen. Die Widerstande der
Monokulturen blieben hinter der erwarteten Hohe zuriick. Dies konnte auf ein defektes Enzym im
Isolationsprozess zuriickgefiihrt und in folgenden Versuchen behoben werden. Die Widerstande der
Monokulturen sind daher hier nur eingeschrankt beurteilbar, wenngleich sie demselben Trend wie
die der Kokulturen folgten. Die Kokultivierung mit HPMEC stabilisierte und beschleunigte die
epitheliale Integritdt und Ausreifung, was sich in hoheren TEER-Werten und einer schnelleren
Ausdifferenzierung des apikalen Zelllayers duflerte und den bisherigen Konsens der Literatur
bestatigt (Fuchs et al., 2003; Maria Iris Hermanns et al., 2009a, 2010; L. Wang et al., 2013). Die
Primarkultur aus humanen Lungenzellen kann somit als im Vergleich zu H441 authentischeres Modell
der alveolokapillairen Membran verwendet werden. Gegebenenfalls waren die sehr heterogenen
absoluten TEER Werte, sowie die unterschiedliche Reife des Epithels an Tag 3 durch die individuellen
Spendervoraussetzungen mitbedingt. Alter und Lebensgewohnheiten (z.B. Nikotinabusus,
medikamentdse Vorbelastung, kardiopulmonale Erkrankungen) des Patienten, sowie Umstdnde und
Ort der Gewebeentnahme (OP-Dauer, Ischdmiezeit, Lungensegment, zentrale oder periphere
Entnahmestelle) kénnen sich hier auf den Fibrosegrad des Gewebes und das Regenerationspotenzial

der Zellen ausgewirkt haben.

Die Genexpression der Typ 2 Marker spiegelt vermutlich mehrere Effekte eines dynamischen Systems
wider: Wahrend die Abnahme der Typ 2 Marker SP-C und CD74 mit der morphologisch beobachteten
Transdifferenzierung koharent ist, konnte die Zunahme von CD44 auf die Proliferation einer Typ 2-
Subpopulation hinweisen. CD44 wird als Oberflichenmarker einer hochproliferativen Untergruppe
der Typ 2 Zellen beschrieben, die flir Regeneration zustandig ist, und fungiert aulRerdem als
membranstdndiger Rezeptor fiir die Verankerung in der extrazelluldaren Matrix (Q. Chen et al., 2021).
Die Primarzellen erfahren durch den Isolationsprozess mit der Herauslésung aus dem Zellverbund,
der Exposition zu Enzymen und Percoll, intermittierend abgeschnittener Nahrstoffversorgung und
mechanischer Belastung ein massives Trauma, das moglicherweise einen starken Regenerationsreiz
setzt. Dieser konnte die Proliferation der CD44 exprimierenden Typ 2 Subpopulation innerhalb des
Typ 2 Pools angeregt haben. Diese Teilfunktion wiirde mit der in der Literatur zunehmenden
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Evidenz, dass es sich bei Typ 2 Zellen nicht um einen definitiven Zelltyp, sondern vielmehr um eine in
sich heterogene Population mit verschiedenen Funktionen handelt, libereinstimmen (Q. Chen et al.,

2021; Marsh et al., 2009; Treutlein et al., 2014).

Im Kulturverlauf konnte auRerdem ein Hochwachsen kuboidaler Zellen beobachtet werden, die nicht
alle SP-C exprimierten und aufgrund ihrer Morphologie am ehesten mitisolierte Bronchial- oder
Progenitorzellen waren. Sie formierten sich mit den Typ 2 Zellen zu teils mehrschichtigen Inseln
innerhalb der flachen Typ 1 Areale und waren von DCLK1 positiven Zellen umgeben. CK14 als Marker
bronchialer Basalzellen (Kumar et al., 2011) nahm in der PCR sowohl in Mono- als auch in Kokultur
Uber den Kulturverlauf zu, was die Vermutung, dass Bronchialepithelzellen mitisoliert wurden und
sich in der Kultur etablieren konnten, zu bestatigen scheint. CK14 exprimierende Basalzellen haben,
insbesondere nach Verletzung, regeneratives Potenzial fir die Alveolen (Ficial et al., 2014), sodass
eine Zunahme dieser Zellen ebenfalls auf Regenerationsbestrebungen des kultivierten Epithels
hinweist. CC16, ein Marker fiir Keulenzellen (ehemals Clarazellen), zeigte sowohl in Mono- als auch in
Kokultur eine deutliche und signifikante Abnahme. Keulenzellen kommen in den Bronchioli
terminales vor und gelten als Reserve flir den alveoldren Zellersatz. Sie konnen zu Typ 1 und Typ 2
Zellen differenzieren (Zheng et al.,, 2017). Es ist denkbar, dass das oben beschriebene
Isolationstrauma mitisolierte Keulenzellen zur Ausdifferenzierung anregte, wodurch die Expression

von CC16 herrunterreguliert wurde.

Als Indikatoren der epithelialen Immunreaktion zeigte eine Abnahme von SP-A in Monokultur und
eine Zunahme von HBD-1 in Mono- und Kokultur. Das Surfactantprotein SP-A kann Uber negative
Rickkopplung die Surfactantproduktion hemmen (Lykkedegn et al., 2015a). Die Abnahme von SP-A
kann somit Zeichen der nach der Aussaat anlaufenden Surfactantproduktion sein. HBD-1 wird von
alveoldren Epithelzellen konstitutiv exprimiert und hat als B Defensin sowohl direkte antimikrobielle
Effekte, als auch immunmodulatorische Eigenschaften. Die genauen Mechanismen sind komplex und
kénnen kontextabhangig pro- oder antiinflammatorisch sein (Aarbiou et al., 2002; Hiemstra, 2007; da
Silva et al., 2017). Die verstarkte Expression von HBD-1 im Kulturverlauf weist darauf hin, dass der
Isolationsprozess Ausloser einer epithelialen Immunreaktion ist, was gleichzeitig Uber das
Kultursystem aussagt, dass eine Reprasentativitat flir ruhendes Alveolarepithel in vitro nur

eingeschrankt gegeben ist.

Insgesamt konnte eine barrierebildende, konfluente Alveolarepithelkultur mit Typ 2 und Typ 1 Zellen
etabliert werden, deren Dynamik im Zeichen ablaufender Reparaturprozesse nach dem
Isolationstrauma zu interpretieren ist. Das apikale Epithel stellt dabei mit einer in sich heterogenen

Typ 2 Zell-Population, transdifferenzierenden Zellen und verschiedenen Stamm- und Bronchialzellen
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eine heterogene und duBerst dynamische Zellpopulation dar, die erganzend zu den Vorversuchen an

H441 Zellen ein authentisches Abbild der alveolaren Homoostase liefert.

5.2 Effekte von Vitamin D3 auf die Barriere

Unter Vitamin D3 zeichnete sich Uberraschenderweise ein Trend zu niedrigeren TEER Werten
gegenliber der Kontrollgruppe ab, was im Gegensatz zu der reproduzierbaren TEER-Erhohung bei den
H441 Zellen stand. In den Zellkontaktfarbungen lieRen sich zwei Phanomene beobachten: zum einen
eine Zunahme der Tight Junctions in den flachen Typ 1 Arealen, zum anderen eine Zunahme
kuboidaler, nicht barrierebildender Zellen. Auf mRNA Ebene verdnderte sich die Expression der
Zellkontaktbestandteile ZO-1 und E-Cad nicht. Das Genexpressionslevel in der PCR reprasentiert hier
jedoch das gesamte Zelllayer, sodass kein Riickschluss auf die Expression in den einzelnen Zelltypen
moglich ist. Es gibt zahlreiche Hinweise darauf, dass Vitamin D3 direkten Einfluss auf die Ausbildung
von Tight Junctions hat. Knockoutmausmodelle des Vitamin D Rezeptors (VDR) flihrten zu erhéhter
alveoldrer Permeabilitdt und kompromittierten Zellkontakten (H. Chen et al., 2018; Shi et al., 2016).
An einer humanen Darmzelllinie konnte unter Vitamin D die vermehrte Ausbildung von Tight
Junctions beobachtet werden. Eine Beteiligung der Histondeacetylase HDAC11 an den
Regulationsmechanismen wird hier vermutet. Diese blockiert die Promoterregionen von Tight
Junction Proteinen und wird durch Bindung des VDR wieder abgel6st (Feng-Hualiu et al., 2017),
sodass Vitamin D die Transkription von Tight Junctions freigibt. Die tatsachliche Ausbildung von Tight
Junctions wird jedoch vor allem posttranslational durch Internalisierung versus Translokation an die
Zellmembran reguliert (Rajasekaran et al., 1996; Schneeberger et al., 2004). Die Farbungen der
vorliegenden Arbeit weisen darauf hin, dass Vitamin D3 in die Ausbildung von Tight Junctions in Typ 1

Zellen im Sinne einer Translokation an die Zellmembran fordert.

Diese Beobachtung stand zunachst im Widerspruch zu den tendenziell niedrigeren TEER Werten
unter Vitamin D3. Gleichzeitig wurde jedoch eine Zunahme kuboidaler Zellen beobachtet, die eine
starke, aber nur zytoplasmatische Anfarbung von ZO-1 aufwiesen, deren Tight Junctions also nicht-
transloziert vorlagen und die folglich keine Barriere bilden dirften. Diese Zellen zeigten unter
Vitamin D3 verstdrkte Proliferationsaktivitdt. Vitamin D3 scheint demnach unterschiedliche Effekte
zu haben, die sich gegenlaufig auf den TEER auswirken: Neben der vermehrten Translokation von
Tight Junctions in Typ 1 Zellen tragt es zur Vermehrung nicht-barrierebildender Zellen bei. Welcher
der beiden Effekte im TEER sichtbar wird, kdnnte spenderspezifisch davon abhangen, in welchem
Differenzierungsstadium sich die Zellen an Tag 3 befinden und welche Subtypen und
Proliferationsaktivitat das Isolat aufweist: liegen schon viele Typ 1 Zellen vor, die nach in vitro
Transdifferenzierung als postmitotisch beschrieben werden (Wang & Hubmayr, 2011), wird die
Barriere durch Translokation der Tight Junctions gestarkt. Liegen noch viele proliferationsfahige Typ 2
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Zellen vor oder ist der Anteil mitisolierter Vorlauferzellen hoch, Gberwiegt die Vermehrung nicht-
barrierebildender Zellen. Bei den H441 Zellen, die als Krebszelllinie ein ohnehin dysreguliertes
Proliferationsverhalten haben, dominiert vermutlich der erste Effekt, sodass Vitamin D3 hier stets

eine Zunahme des TEER bewirkte.

5.3 Induktion der DCLK1

Vitamin D3 bewirkte in allen Monokulturen eine signifikante Induktion der Double-cortin-like-Kinase
1 (DCLK1). Nach Wissen der Autorin ist eine Vitamin D-abhangige Induktion der DCLK1 an priméren
Lungenzellen bisher noch nicht beschrieben worden. Die Induktion der DCLK1, die an den H441
Zellen beobachtet wurde (Xiong et al., 2023), konnte somit bestatigt werden. DCLK1 Expression ist
typisch fir Biirstenzellen, die in der Lunge auch als "tuft cells' bezeichnet werden (Gerbe et al., 2011,
Middelhoff et al., 2017). In den Farbungen wiesen die DCLK1 exprimierenden Zellen Charakteristika
von Biirstenzellen auf: zytoplasmatische Vesikel als Zeichen von Glykogeneinlagerung, raumliche
Ndhe zu Typ 2 Zellen und die Bedeckung durch Auslaufer von Typ 1 Zellen (Hijiya et al. 1977; Sbarbati
et al. 2005), sodass davon auszugehen ist, dass es sich in den Primarkulturen um diesen Zelltyp
handelt. Der DCLK1 bzw. den DCLK1-exprimierenden Birstenzellen werden chemosensitive,
immunmodulatorische und barrierestarkende Eigenschaften zugeschrieben, die alle den klinisch

protektiven Effekt von Vitamin D3 vermitteln kénnten:

Als Bitterrezeptoren bewirken sie eine protektive Apnoe, beschleunigen den Zilienschlag und leiten
eine Bronchodilatation ein (O’Leary et al., 2019). Damit wird die Reaktion der Lunge auf
Antigenexposition moduliert und die Atemwegsclearance positiv beeinflusst. Vitamin D3 wird zudem
ein protektiver Effekt gegeniiber der Entwicklung von Asthma und COPD zugeschrieben (Grant et al.,
2020; Shi et al., 2016). Es ist denkbar, dass die Induktion DCLK1 exprimierender Blrstenzellen hierbei
eine Rolle spielt, indem diese der Obstruktion und Hyperreagibilitat durch Dilatation und verbesserte

Atemwegsclearance entgegenwirken.

Auch an der immunmodulatorischen Wirkung von Vitamin D3 kénnten Biirstenzellen beteiligt sein.
Flr Vitamin D3 selbst wird angenommen, dass es die TH2-Antwort gegeniber der Aktivitdt von TH1
und TH17 Zellen férdert (Chirumbolo et al., 2017), sodass im Gegensatz zur Makrophagenaktivierung
durch TH1 Zellen die Aktivierung von B-Zellen durch TH2 Zellen eintritt, was in der Lunge vermutlich
schonender und weniger destruktiv wirkt. Auch Birstenzellen kénnen durch Zytokinausschittung die
Rekrutierung von Immunzellen modulieren (O’Leary et al., 2019) und aulRerdem die Freisetzung des
schleimhautschiitzenden und immunregulatorischen Cathelicidins LL-37 in epithelialen Nachbarzellen

induzieren (O’Leary et al., 2019). Ein Teil des protektiven Effektes von Vitamin D3 kdnnte also durch
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Induktion der Birstenzellen vermittelt sein, zur Glattung der Immunantwort beitragen und sich

hiertiber schiitzend auf die Lunge auswirken.

Die DCLK1 hat zudem direkte Effekte auf die parazelluldre Barriere von Epithelien. DCLK1-
Knockoutmodelle fiihrten zum Zusammenbruch der intestinalen bzw. pulmonalen Barriere (May et
al., 2014; Middelhoff et al., 2017; Yi et al., 2018). Durch Regulation der Mikrotubuluspolymerisation
ist die DCLK1 eng in Migrations- und Adhdasionsprozesse involviert (O’Leary et al., 2019), wodurch
auch die Auspragung von Zellkontakten beeinflusst wird. In Vorversuchen an H441 Zellen ging ein
erhohter TEER mit starkerer DCLK1 Expression einher, eine Hemmung von DCLK1 auf Proteinebene
flhrte jedoch paradoxerweise zur Starkung der epithelialen Barriere, was auf einen komplexeren
Regulationsmechanismus hinweist. Eine Beteiligung der DCLK1 am barrierefordernden Effekt von

Vitamin D3 ist somit denkbar, der genaue Mechanismus jedoch noch fraglich.

Neben den chemosensorischen, immunmodulatorischen und barrierestarkenden Eigenschaften, liegt
ein weiterer Fokus derzeitiger Forschung auf der Regeneration von Epithel, in der die DCLK1 durch
Stammzellmodulation eine essentielle Rolle zu spielen verspricht. DCLK1 exprimierende
Bilrstenzellen sind an der Schaffung des Mikromilieus von Stammzellnischen vermutlich maRgeblich
beteiligt (Middelhoff et al., 2017). Ein eigener Stammzellcharakter bzw. eine fakultative
Dedifferenzierung der Biirstenzellen zur Repopulation von Stammzellpools wird ebenfalls diskutiert
(O’Leary et al., 2019). Diese proproliferativen Eigenschaften bergen zudem Entartungspotenzial, was
die DCLK1 in verschiedenen Tumorentitaten als potenziellen Tumorstammzellmarker ins Gesprach
bringt (Chandrakesan et al., 2017; Lu et al., 2021; C. B. Nguyen et al., 2016; Omori et al., 1998;
Westphalen et al., 2016). In der vorliegenden Arbeit veranderte sich die Zellzusammensetzung unter
Vitamin D3 hin zu prolifierenden Subpopulationen bzw. Vorlauferzellen. Eine Vermittlung dieses

Effektes durch die DCLK1 kdnnte dem zugrunde liegen.

Die DCLK1 ist somit an allen drei untersuchten Aspekten der alveolokapilliren Membran beteiligt:
der Barriere, der Zellzusammensetzung und der Immunantwort des Alveolarepithels. Es ist denkbar,
dass eine Induktion der DCLK1 bzw. DCLK1-exprimierender Birstenzellen ein zentraler Baustein in

dem klinisch protektiven Effekt ist, den Vitamin D3 auf die Lunge hat.
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5.4 Forderung pulmonaler Progenitorzellen durch Vitamin D3

Unter Vitamin D3 nahm die Proliferation im apikalen Epithelllayer zu. Die proliferierenden Zellen
bildeten dabei Zellcluster, die von DCLK1 exprimierenden Zellen umgeben waren und liberwiegend
SP-C Expression aufwiesen. lhre Morphologie war jedoch nicht typisch fiir Typ 2 Zellen, sondern eher
undifferenziert. Die Zentren der Zellcluster farbten fiir MUC5B und B Tubulin an, was vermuten lasst,
dass die proliferierenden Zellen zumindest in Teilen bronchialen- bzw. Stammzellcharakter
aufweisen. AuRerdem deutete sich eine Entwicklung der Zellcluster 'von innen nach auflen' an mit
zentralen Zellen, die positiv fir MUC5B bzw. B Tubulin waren, doppelt positiven Zellen im
Ubergangsbereich und ausschlieRlich DCLK1 exprimierenden Zellen in der Peripherie. Diese
Beobachtungen konnten Ausdruck einer zunehmenden Differenzierung DCLK1 positiver Zellen aus
einem Stammzellpool sein, dessen Proliferation sie anschliefend selbst fordern. Denkbar ware, dass
Vitamin D3 diesen Stammzellpool zur Proliferation anregt, und dass die Induktion der DCLK1 diesen

Effekt vermittelt. Die Literatur gibt hierzu einige Hinweise:

Fiir DCLK1 und den Stammzellmarker LGR5 wird sowohl eine Koregulation, als auch ein Entstehen
von DCLK1 positiven Biirstenzellen aus LGR5 positiven Stammzellen beschrieben (J. H. Lee et al.,,
2017; Middelhoff et al., 2017). LGR5 gilt als Marker flr (Reserve-)stammzellen, die u.a. in Darm-,
Bronchial- und Alveolarepithel vorkommen (Barker et al., 2013; Gracz et al.,, 2013). Im Darm
beschrieben Middelhoff et al. die Entwicklung DCLK1 exprimierender Birstenzellen aus z.T. LGR5
positiven Stammzellen, mit deren Differenzierung die DCLK1 Expression zu- und das
Proliferationspotenzial abnimmt (Middelhoff et al., 2017). Die gleiche Entwicklung konnte in den
Zellclustern beobachtet werden: Mit zunehmender Entfernung vom Clustermittelpunkt wirkten die
Zellen differenzierter, die DCLK1 Expression stieg und die Proliferation sistierte. Im Darm wurden
LGR5+ Stammzellen zudem als Vitamin D abhdngig beschrieben (Peregrina et al., 2015). Moglich
ware also, dass Vitamin D3 LGR5+ Stammzellen aktiviert und ihre Ausdifferenzierung zu DCLK1
exprimierenden Biirstenzellen fordert. In vivo Effekte legen jedoch auch einen riickwirkenden
Einfluss von DCLK1 auf LGR5 nahe. Ein Knockout der DCLK1 resultierte in verschiedenen Tiermodellen
nicht nur im Zusammenbruch der intestinalen respektive pulmonalen Barriere, sondern auch in
massiv eingeschrianktem Regenerationspotenzial (Middelhoff et al., 2017; Yi et al.,, 2018) unter
Reduktion des Stammzellmarkers LGR5 (May et al., 2014). Vermittler dieser wechselseitigen
Auswirkungen konnten hier der Wnt und Notch Signalweg sein, die beide von LGR5 und DCLK1
bedient werden, Vitamin D abhangig sind und fiir die Lungenregeneration und epitheliale Integritat

eine zentrale Rolle spielen (Barker et al., 2013; May et al., 2014).

Bei den proliferierenden Zellen kénnte es sich um sogenannte bronchioalveolare Stammzellen (BASC)
bzw. bronchioepitheliale Stammzellen (BESC) handeln. Diese exprimieren MUC5B bzw. B Tubulin
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(Barkauskas et al., 2013; Schilders et al., 2016; Yuan et al., 2019), sind jedoch bipotent und kénnen
neben Bronchialepithel auch Alveolarepithel hervorbringen. Dies wirde die zusatzlich intensive
Farbung von SP-C als Typ 2 Marker innerhalb der Zellcluster erklaren. In der gesunden adulten
Lungenhomoostase wird das Alveolarepithel hauptsachlich aus Typ 2 Zellen regeneriert. Unter
Verletzungsbedingungen hingegen wird eine Rekrutierung proximalerer Progenitorzellen vermutet,
die der embryonalen Genese ahnelt (Barkauskas et al., 2013; Q. Chen et al., 2021; Desai et al., 2014).
B Catenin/Wnt Signaling beeinflusst hierbei das Lungenepithel im Sinne einer Ausreifung, indem es
die Ausdifferenzierung von BESC zu Typ 2 Zellen (Yuan et al., 2019) und einen alveoldren
Differenzierungsweg embryonaler Progenitorzellen férdert. Fir Vitamin D3 hingegen ist eine
hemmende Wirkung auf den B Catenin/Wnt Signalweg beschrieben worden (Kaler et al., 2009;
Larriba et al., 2013). Sollten die proliferierenden Zellen BASC/BESC sein, kénnte Vitamin D3 somit
Uber eine Hemmung des B Catenin/Wnt Signalweges ihre Ausdifferenzierung hemmen und im
Gegenzug ihre Proliferation anregen. Damit wirde Vitamin D3 embryonale Regenerationswege
starken und kénnte so einen potenteren Zellnachschub gewahrleisten, was mit der beobachteten

unreifen Morphologie und verstarkten Proliferation im Zelllayer tibereinstimmen wiirde.

Eine von Vitamin D3 modulierte Interaktion von DCLK1 exprimierenden Birstenzellen und
pulmonalen Progenitorzellen scheint greifbar, eine Hierarchie allerdings nur hypothetisch
festzulegen. Die Vermutung, dass der sich in klinischen Studien abzeichnende protektive Effekt von
Vitamin D3 nicht nur auf einer Starkung der Barriere, sondern auch auf einer Veranderung der
Zellzusammensetzung beruht, scheint sich jedoch zu bestatigen und unter anderem auf der Induktion
DCLK1 exprimierender Birstenzellen zu beruhen, die ihrerseits mit pulmonalen Stammzellen in
wechselseitiger Beziehung stehen. Ein gewinnbringender Folgeschritt kdnnte hier die Isolation
einzelner Zellen aus den Zellclustern mittels Laser-Mikrodissektion sein. Eine Proteomanalyse kdnnte
die Identitdt der proliferierenden Zellen weiter aufdecken und damit wertvolle Hinweise fiir die

Hierarchie des dynamischen Systems alveoldrer Regeneration liefern.
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5.5 Einfluss von Vitamin D3 auf die Inmunhomaéostase der Lunge

Unter Vitamin D3 wurde eine starke und in den Monokulturen signifikante Induktion des
Cathelicidins LL-37 beobachtet. Damit konnten die vorherigen Ergebnisse der H441 Zellen auch in
den Primarzellen bestétigt (Xiong et al., 2023), und die Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen an
Primarzellen untermauert werden (Hansdottir et al., 2008). In seiner Funktion ist LL-37 bisher vor
allem dafir bekannt gewesen, LPS, ein Oberflichenmolekiil Gram negativer Bakterien, zu
neutralisieren (Fahy et al., 2005; Hase et al., 2002). Doch auch die Férderung von Wundheilung und
Angiogenese, sowie die Starkung epithelialer Barrieren durch LL-37 sind beschrieben worden
(Aarbiou et al., 2002; Peric et al., n.d.; Pinheiro da Silva & Machado, 2017). Durch Induktion von LL-37
kann Vitamin D3 also nicht nur die Abwehr Gram negativer Erreger unterstitzen, sondern auch die
alveoldre Barriere starken und damit den Verlauf von Lungenerkrankungen entscheidend
beeinflussen, indem das Einwandern von Immunzellen in den Alveolarraum mit konsekutiver
Surfactantdestruktion effektiv verhindert wird. In Vorversuchen mit H441 Kulturen resultierte die
Stimulation mit LL-37 damit Ubereinstimmend in einer konzentrationsabhangigen Verstarkung des
TEER (Xiong et al., 2023). Die starke Induktion von LL-37 durch Vitamin D3 kdnnte also neben dem

immunologischen Effekt auch die Barriere des Alveolarepithels beeinflussen.

Bei den B Defensinen zeigte sich unter Vitamin D3 in den Mono- und Kokulturen eine signifikante
Abnahme von HBD-1 und ein leichter aber nicht signifikanter Anstieg von HBD-2. HBD-1 wird von
Epithelien konstitutiv, HBD-2 vornehmlich im inflammatorischen Kontext gebildet (Aarbiou et al.,
2002; Hiemstra, 2007). Die Suppression von HBD-1 und Induktion von HBD-2 kdnnte also auf eine
Verschiebung der Immunitdt eines ruhenden Epithels hin zu aktivierten Abwehrmechanismen
hindeuten, was auch Grund fiir die oben beschriebene Rekrutierung proximalerer Vorlauferzellen

sein kdonnte.

In der normalen Lungenhomoostase bleibt das Alveolarepithel durch den Flissigkeitsfilm, die
mukozilidre Reinigung und die direkten antimikrobiellen Eigenschaften von Cathelicidin und
Defensinen vor Antigenkontakt abgeschirmt. Die beobachtete Induktion von LL-37 und HBD-2 im
ruhenden Epithel kdnnte diesen Abschirmmechanismus starken und so chronische Entziindungsreize
verhindern. Die Hemmung von HBD-1 hingegen konnte Antigentoleranz fordern, was insbesondere
im Kontext der bei Asthma erhéhten HBD-1 Spiegel (Leung et al., 2006) plausibel ware. Im klinischen
Kontext hat Vitamin D3 sowohl auf die Suszeptibilitdt als auch den Verlauf erregerinduzierter
Lungenerkrankungen positive Effekte. Die hier detektierte Modulation der B Defensine kdnnte ein
molekulares Korrelat dessen sein, bei dem diese eine Aktivierung des Immunsystems a priori

verhindern, lberschieRende Immunreaktionen dampfen und toleranzférdernd wirken.
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Auch das Surfactantprotein SP-A ist in die Immunhomdostase der Lunge involviert und wurde durch
Vitamin D3 in den Monokulturen signifikant inhibiert. An H441 Zellen war eine Zunahme von SP-A
unter LPS-Exposition auf mRNA Ebene beobachtet worden (Janga et al., 2018). In Versuchen der
eigenen Arbeitsgruppe zeigte sich zusatzlich eine Abnahme unter simultaner wie alleiniger Vitamin
D3 Behandlung (Xiong et al., 2023). SP-A scheint demnach auf proinflammatorische Stimuli hin
induziert zu werden und Vitamin D3 diese Induktion zu antagonisieren. Dieser Effekt konnte hier in
den Primarzellen bestatigt werden. SP-A kann kontextabhdngig pro- oder antiinflammatorisch
wirken, indem es bei geringer Antigenexposition diese agglutiniert und der mukozilidgren Reinigung
zufiihrt und so vor dem Immunsystem abschirmt. In der normalen Homoostase wird so eine
permanente Aktivierung des Immunsystems verhindert. Bei starkerer Erregerexposition hingegen
fungiert SP-A als Opsonin fiir Makrophagen und verstarkt so die Immunreaktion (Mason, 2006;
Phelps, 2001). Gleichzeitig kann SP-A aber auch die Aktivitdt von Makrophagen hemmen und so die
Surfactantdegradation verhindern (Spengler et al., 2018). Eine Inhibition von SP-A durch Vitamin D3
kénnte somit im Entzlindungsgeschehen je nach Kontext sowohl aktivierende als auch dampfende,
toleranzfordernde Effekte haben. Durch negative Rickkopplung kann SP-A zudem die
Surfactantrezirkulation hemmen (Lykkedegn et al., 2015a), sodass das Absinken der SP-A Expression
auch Indikator einer verstarkten Surfactantsekretion sein kdnnte. Die hier in einigen Farbungen

beobachtete Zunahme der SP-C Intensitat unter Vitamin D3 ware damit kohéarent.

Fir die Immunhomdbostase der Lunge ist eine feinste Abstimmung von Immun- und
Entziindungsreaktionen essentiell. Einerseits erfordert die groBe Kontaktfliche mit der AuRenwelt
einen suffizienten Schutz vor dem Eindringen von Erregern in die unmittelbar angrenzende Blutbahn,
andererseits muss die vulnerable aber lebenswichtige alveolokapillire Membran vor Destruktion
durch UberschieRende Immunreaktionen geschiitzt werden. Als Mediatoren einer ausgefeilten
Immunantwort wirken antimikrobielle Peptide (AMP) nicht nur direkt antimikrobiell, sondern greifen
auch modulatorisch in die Immunantwort ein. Dabei kodnnen sie je nach Kontext pro- und
antiinflammatorisch wirken. Beide Funktionen wiederum koénnen je nach Krankheitsbild und
Auspragung protektiv oder destruierend flr den Organismus sein (Aarbiou et al., 2002; da Silva et al.,
2017). Die genauen Mechanismen sind erst rudimentar erforscht und die mitunter kontrare Wirkung
der AMPs in verschiedenen Organen, Organismen und experimentellen Szenarien stellt die
Wissenschaft vor neue Herausforderungen und Moglichkeiten. Schon lange wird vermutet, dass
Vitamin D bei der Gratwanderung zwischen Erregerabwehr und Selbstschutz in der Lunge eine
zentrale modulierende Rolle spielt. Die in der vorliegenden Arbeit gezeigte Induktion des
Cathelicidins LL-37 und des humanen B Defensins HBD-1, sowie die Reduktion von HBD-2 und SP-A

durch Vitamin D3 kdnnten zugrundeliegende Mechanismen sein.
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5.6 Einfluss von Vitamin D3 auf das Endothel

In exemplarischen Endothel-Kontrollkulturen konnten mittels ECIS-Impedanzmessung Widerstande
gemessen werden, die unter Vitamin D3 Behandlung anstiegen. Endotheliale Tight Junctions sind im
zelluldren Schlussleistenkomplex eher punktuell konzentriert als zirkumferentiell angeordnet, sodass
die parazellulare Dichtigkeit der Lungenbarriere vornehmlich auf den Tight Junctions der
Alveolarepithelzellen beruht (Vestweber, 2000; Wang et al., 2013). Ein protektiver Effekt von Vitamin
D3 auf das Endothel ist jedoch durchaus wahrscheinlich. Klinisch bessert Vitamin D3 nachweislich die
endotheliale Barriere bei Sepsispatienten (Nguyen et al., 2013). In Outgrowth Endothelial Cells (OEC)
wurde aulRerdem mit der Induktion des Vitamin D bindenden Proteins (VDBP) durch LPS ein
Zusammenhang von Vitamin D3 zu endothelialen Schutzmechanismen beschrieben (Janga et al.,,
2018). Im Darmepithel hemmt Vitamin D3 die Bindung von NFkB an die Promoterregion der Myosin-
Leichtketten-Kinase (MLCK), die die Kontraktion von Zellen lber das Aktinskelett bewirkt (Du et al.,
2015). Die Kontraktion von Endothelzellen ist zentraler Mechanismus endothelialer
Barrieredisruption (Vestweber, 2000), sodass eine Hemmung der MLCK durch Vitamin D3 auch in der
Lunge barriereprotektiv wirken kénnte. Eine weitere Untersuchung der endothelialen Barriere in
Abgrenzung zur Barrierebildung durch das Alveolarepithel konnte hier sinnvoll sein, sollte jedoch

nicht Fokus der vorliegenden Arbeit sein.

Auch die zahlreichen identifizierten Angriffspunkte der SARS-CoV-2 Hauptproteasen (Mpro) auf die
Proteine von pulmonalen Endothelzellen (Koudelka et al., 2021) weisen darauf hin, dass das
pulmonale Endothel bei Lungenerkrankungen eine zentrale Rolle spielt, und kdnnten dazu beitragen,
die Pathophysiologie von COVID-19 weiter zu entschlisseln und pharmakologische Zielmolekiile zu
finden. Mpro selbst, die Hauptprotease von SARS-CoV-2, konnte bereits als potenzielles
Targetmolekil hervorgehoben werden (Gao et al., 2022; J. Lee et al., 2022). Vor diesem Hintergrund
konnte eine weiterflihrende Untersuchung von Endothelkulturen mit und ohne Vitamin D3 helfen,
den klinisch protektiven Effekt von Vitamin D3 auf Endothelzellen auch auf molekularer Ebene zu

greifen.
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6 Zusammenfassung

Mit der Isolation und Kultivierung von Primarzellen auf Transwellfiltern konnte ein Modell der
alveolokapillaren Barriere untersucht werden, das gegenilber der Zelllinie H441 das distale
Lungenepithel mit einer hoheren Dynamik widerspiegelt. Die aus humanem Lungengewebe isolierten
primdren Alveolarepithelzellen zeigten Konfluenz und transdifferenzierten zu einem heterogenen
Epithel aus Typ 1 und Typ 2 Zellen, das zuséitzlich Zellen bronchialer Abstammung enthielt. Uber
Messung des transepithelialen elektrischen Widerstands (TEER) wurde die parazelluldre
Barrierebildung der Zellkulturen erfasst. Die Kokultivierung mit ebenfalls primdren Endothelzellen
flhrte zu hoheren Widerstandswerten und einer morphologisch schnelleren Ausreifung des apikalen
Epithels. Dies entsprach dem aktuellen Konsens der Literatur, nach dem die Kokultivierung mit
Endothelzellen in vitro einen stabilisierenden Effekt hat und die alveoldre Barriere durch die
komplexe Interaktion beider Zelltypen aufgebaut und reguliert wird. In den Monokulturen
erschwerten niedrige und zwischen den Einzelspendern stark schwankende Widerstande valide
Aussagen Uber den Einfluss von Vitamin D3 auf die elektrische Barriere. Es zeichnete sich jedoch -
kontrar zu den H441 Zellen - ein Trend zu unter Vitamin D3 niedrigeren TEER Werten ab. Dabei
wurden in den Primarkulturen morphologisch zwei Effekte beobachtet, die sich gegenlaufig auf den
gemessenen transepithelialen elektrischen Widerstand auswirken kdnnten: zum einen zeigte sich in
Typ 1 Zellen eine vermehrte Translokation von Tight Junctions, was auf einen barrierestarkenden
Effekt von Vitamin D3 in diesen bereits ausdifferenzierten Zellen hinweist. Zum anderen wurde eine
vermehrte Proliferationsaktivitdt von unreifen bronchialen Zellen beobachtet, die mit morphologisch
nicht-translozierten Tight Junctions vermutlich keine Barriere bilden. Die vermehrte Proliferation
nicht-barrierebildender Zellen kénnte hierbei die Tendenz zu den niedrigeren TEER Werten unter
Vitamin D3 im Primarzellisolat erklaren - ein Effekt, der in H441 Zellen gegebenenfalls nicht zum

Tragen kommt, da diese als Krebszelllinie ohnehin verandertes Proliferationsverhalten zeigen.

Es wurde eine signifikante Induktion des in proproliferative Regelkreise involvierten Enzyms Double-
cortin-like Kinase 1 (DCLK1) unter Vitamin D3 in PCR und Farbungen nachgewiesen. Gleichzeitig
zeigte sich unter Vitamin D3 die erhohte Proliferationsaktivitat undifferenziert aussehender Zellen.
Kofarbungen lieferten hier Hinweise auf einen moglicherweise DCLK1-vermittelten Effekt von
Vitamin D3, der zur Vermehrung jener a.e. als bronchioalveoldren Progenitorzellen einzustufenden
Vorlauferzellen fiihrte. Eine Vitamin D3-abhangige Induktion der DCLK1 in Alveolarepithel ist bislang
noch nicht beschrieben worden. Sie konnte fir die aktuelle Forschung an pulmonalem
Stammzellediting und Tissueengineering einen hilfreichen Baustein darstellen und auch fir klinische

Regenerationsansatze von Bedeutung sein. Beispielsweise der Erhalt und die Regeneration von Typ 2
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Zellen stellen seit langem eine Herausforderung dar und haben im Zuge der COVID-19 Pandemie neu
an Dringlichkeit gewonnen. Die vorliegende Arbeit liefert hier erganzende Hinweise darauf, dass
bronchioalveolare Progenitorzellen Typ 2 Zellen hervorbringen, und ihre Induktion durch Vitamin D3
gefordert wird. Die hier detektierte, mit einer DCLK1 Induktion einhergehende, erhohte
Proliferationsrate von broncho-alveoldren Progenitorzellen kénnte fiir ein Verstandnis der
Reparaturprozesse in der adulten Lunge wesentlich sein und dazu beitragen, Typ 2 Zellen auch in vivo
regenerieren zu kénnen. Und somit z.B. der bisher als irreversibel geltenden pulmonalen Fibrose

entgegenzuwirken, die Langzeitfolge des ARDS und Korrelat des Post-COVID-Syndoms ist.

Mit der potenten Induktion des Cathelicidins LL-37 durch Vitamin D3 konnten aulRerdem signifikante
Effekte auf die Immunhomoostase des Alveolarepithels beobachtet werden. Die direkte
antimikrobielle Wirkung von LL-37, sowie seine modulatorische Funktion in der Immunantwort, tragt
vermutlich dazu bei, UberschieRende Inflammation im Alveolarepithel zu dampfen und so die
vulnerable alveolokapilldire Membran vor Selbstdestruktion zu schiitzen. In der Pathophysiologie des
ARDS markiert der Barrierezusammenbruch dieser einen entscheidenden Eskalationsschritt, sodass
eine gedampfte Immunreaktion in der Lunge zu einem milderen Krankheitsverlauf beitragen kann.
Auch die in der vorliegenden Arbeit nachgewiesene Modulation der am Schleimhautschutz
beteiligten B Defensine HBD-1 und HBD-2 kdnnte zum Schutz der Alveolen im Sinne eines
Gleichgewichtes zwischen suffizienter Pathogenabwehr und destruktiver Immunreaktion dienen.
Zusatzlich wurde eine Zunahme von SP-C in den Farbungen und eine sinkende Expression von SP-A in
der PCR beobachtet, was ebenfalls auf eine verdanderte Immunreaktion, sowie auf eine verstarkte
Surfactantproduktion unter Vitamin D3 hindeutet. Eine verstarkte Surfactantproduktion wiirde sich
ebenfalls schiitzend auf das Alveolarepithel auswirken und kénnte, etwa durch Uberstandsanalysen

mittels ELISA, in Folgeversuchen weiter untersucht werden.

Die zuvor beobachteten Effekte von Vitamin D3 in H441 Zellen (die Induktion der DCLK1, die
Induktion des humanen Cathelicidins LL-37 und die Reduktion der SP-A Expression) konnten auch an
den Primarzellen bestatigt werden. Durch die Inkubation der aus dem humanen Lungengewebe
isolierten primaren pulmonalen Endothelzellen mit SARS-CoV-2 Proteasen konnte dariiber hinaus
eine grolRe Bandbreite von Angriffspunkten des Virus identifiziert werden und die Bedeutung seiner
Hauptprotease Mpro als potenzielles Ziel fiir eine spezifische pharmakoloigsche Therapie gegen

COVID-19 herausgehoben werden.
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Insgesamt zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass Vitamin D3 alle drei untersuchten
Aspekte des alveolaren Epithels - die Barrierefunktion, die Zellzusammensetzung und die
Immunantwort - beeinflusst. Folgende Mechanismen kdnnten dabei zum klinisch protektiven Effekt
von Vitamin D3 beitragen: 1.) eine Barrierestarkung durch die vermehrte Translokation von Tight
Junctions in Typ 1 Zellen, 2.) eine verbesserten Regeneration durch DCLK1-vermittelte Modulation
von Stammzellnischen - mit proproliferativem Effekt auf Vorlauferzellen und einer Verschiebung hin
zum Zellnachschub aus proximaleren Vorlauferzellen des Alveolarepithels
und 3.) eine Optimierung der alveoldaren Immunantwort im Sinne eines Gleichgewichtes zwischen
Abwehr und Selbstschutz. Alle drei Mechanismen kdnnten eine Rolle darin spielen, die Exazerbation
von Lungenerkrankungen wie dem ARDS zu verhindern und ihre Langzeitschaden in der Lunge

abzumildern, was insbesondere im Kontext von COVID-19 eine globale Bedeutung gewonnen hat.
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8 Anhang

Tabelle 11: Kurziibersicht der in der Arbeit verwendeten Zellmarker und Zielmolekiile

Marker

Funktion

Z0-1
E-Cad

SP-C
CD74

CD44

HOPX

Cav-1

VE-Cad

CD31

CC16
CK14
Villin
LGR5
MUC5B

B Tub

DCLK1

SP-A

LL-37

intrazelluldres Tight Junction Protein

Transmembranprotein von Adhdrenskontakten in epithelialen Zellen

Surfactantprotein, wird nur von Typ 2 Zellen produziert

Oberflachenrezeptor von Typ 2 Zellen, erkennt MIF, in proproliferative Signalwege
involviert

Oberflachenprotein von Typ 2 Zellen, markiert eine hochproliferative Subpopulation fir
Regeneration im Gesunden

Homeoprotein und neuerer Typ 1 Marker mit proliferationshemmender und

Transdifferenzierung férdernder Wirkung

Transmembranprotein in Caveolae, unspezifisch fiir Typ 1 Zellen, da auch auf anderen
Zellen exprimiert, nimmt jedoch bei Transdifferenzierung zu

Fir Endothel
Adhéarenskontakten

spezifische Form von Cadherin, Transmembranprotein von

Endothelspezifisches Oberflachenprotein

Sekretionsprotein von Keulenzellen (ehem. Clarazellen)

Zytoskelettbestandteil bronchialer Basalzellen

Aktin-crosslinking Protein, Marker fiir Blirstenzellen, welche DCLK1 exprimieren
G-Protein gekoppelter Rezeptor und epithelialer Stammzellmarker

Glykoprotein des Mukusfilms, markiert bronchiales Epithel: Becher-, Keulen und
Broncho-epitheliale Stammzellen

Bestandteil der Mikrotubuli des Zytoskeletts, Indikator bronchialer Vorlauferzellen

Mikrotubulusassoziierte Kinase, Marker fur Birstenzellen, in stammzellmodulierende
und proproliferative Signalwege involviert

Surfactantprotein, von Typ 2 Zellen und Keulenzellen exprimmiert, fungiert als Opsonin
und bewirkt negative Riickkopplung der Surfactantproduktion

einziges humanes Cathelicidin, als Untergruppe der AMP in Schleimhautschutz involviert,
wird von vielen Epithelien exprimiert
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HBD-1

HBD-2

Teil der B Defensine als weitere Untergruppe der AMP, wird konstitutiv von Epithel zum

Schleimhautschutz exprimiert

Ebenfalls Teil der B Defensine, reaktive Bildung nach Kontakt mit Mirkoorganismen
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Monokultur Kokultur

Tag 3

Tag7/

Abb. 15: Morphologischer Vergleich von Mono- und Kokultur: Farbung des apikalen Zelllayers von
Mono- und Kokultur des gleichen Spenders an Tag 3 und Tag 7. blau: Nuclei, griin: SP-C, rot: E-Cadherin,
Mafistab = 100 um.
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Abb. 18: Einfluss der Vitamin D3 Behandlung auf die elektrische Barriere von H441 Zellen in
Mono- und Kokultur mit outgrowth endothelial cells, mit- und ohne Entziindungsreiz durch IL-6.
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