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1  Einleitung

1.1 Interstitielle Lungenerkrankungen

Interstitielle Lungenerkrankungen umfassen ein weites Spektrum von Krankheiten, die vor
allem das Interstitium und die Alveolen der Lunge betreffen. Sie stellen eine heterogene
Gruppe dar, die durch Entzindungsprozesse und fibrotische Vorgange im
Lungenparenchym und in den Kkleineren Atemwegen gekennzeichnet ist. Klinisch
bemerkbar machen sich interstitielle Lungenerkrankungen durch unproduktiven Husten,
Dyspnoe, Tachypnoe und Gedeihstorungen. Es liegen restriktive, teilweise auch
obstruktive Ventilationsstérungen und latente Gasaustauschstérungen vor. Im Réntgenbild
finden sich diffuse Infiltrate in der Lunge. Bei Kindern treten interstitielle
Lungenerkrankungen seltener auf als bei Erwachsenen, aber das Vorkommen ist klinisch

relevant, da es eine hohe Todesrate gibt [1].

Es gibt zahlreiche Versuche interstitielle Lungenerkrankungen zu klassifizieren. Eine
mdgliche Einteilung ist nach Ereignissen, die als Inflammationsbeginn identifiziert werden
kdnnen. Hierzu zahlen unter anderem inhalative Noxen, wie das Einatmen bestimmter
Partikel oder Gase. Im Volksmund wird diese Art von interstitiellen Lungenerkrankungen
beispielsweise als Staublunge, Waschmittellunge oder Asbestlunge bezeichnet. Ein
Inflammationsbeginn kann auch nicht-inhalativ ausgelost werden, zum Beispiel bei einer
Strahlenpneumonitis. Interstitielle Lungenerkrankungen kénnen aber auch in Verbindung

mit einer Systemerkrankung einhergehen, wie bei der Kollagenose oder Sarkoidose.

Zumeist sind die Ursachen fur interstitielle Lungenerkrankungen jedoch unbekannt [2].
Diese Gruppe wird unter idiopathische interstitielle Lungenerkrankungen (IIP)
zusammengefasst. Die weitere Unterteilung idiopathischer Lungenerkrankungen beruht
daher auf histologischen Kriterien. So hat die Usual interstitial pneumonia (UIP) ein
histologisch auffalliges Bienenwabenmuster, bei dem sich fibrotische, entzindete und
normale Bereiche abwechseln. Bei der Desquamative interstitial pneumonia (DIP) findet
man eine Akkumulation von Makrophagen vor. Die Non-specific interstitial pneumonia
(NSIP) ist durch variierende Stufen der Inflammation und Fibrose gekennzeichnet [1]. Die
Pulmonary alveolar proteinosis (PAP) ist charakterisiert durch eine Anhaufung von

Surfactantproteinen und -phospholipiden in den Lungenalveolen [3].
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Erst vor wenigen Jahren wurde eine molekulare Ursache der idiopathischen interstitiellen
Lungenerkrankungen entdeckt, die Beeintrachtigung des Surfactantsystems. Hierzu
zahlen Mutationen in den Surfactantproteinen B und C sowie dem putativen Phospholipid-
Transporter ABCA3. Diese Mutationen haben Auswirkungen auf Surfactantsynthese,
-homdostase und -sekretion. Sind Defekte im GM-CSF-Rezeptor vorhanden, wird das
Surfactantrecycling bei pulmonaler Alveolarproteinose gehemmt [4-8]. In der vorliegenden
Arbeit wurden die Defekte im Surfactantprotein C naher untersucht, die offenbar ursachlich
die Stabilisation von Surfactant stéren. Denn auffallig ist, dass SP-C im Gegensatz zu SP-
B nicht essentiell fir die Synthese oder Sekretion von pulmonalem Surfactant zu sein
scheint, sondern, dass seine Hauptfunktion bei der Stabilisation von pulmonalem
Surfactant liegt [9].

Die Behandlungsstrategie beruht auf empirischen Daten. Im Vordergrund stehen die
Kontrolle der Entzindungsreaktion und die Verhinderung einer fibrotischen Entwicklung.
Hierzu werden hauptsachlich Corticosteroide verwendet [1;10]. Behandlungserfolge haben
auch der Einsatz von Chloroquin und dem weniger toxischen Derivat Hydroxychloroquin
gezeigt [10-13]. Neben der anerkannt anti-inflammatorischen Wirkung dieser Substanzen
sind die molekularen Mechanismen, die Uber die bekannte Erhéhung der
Surfactantproteintranskription [14;15] hinausgehen, unbekannt. Seltenen Einsatz finden
auch Immunsuppressiva wie Azathioprin, Cyclophosphamid und Methotrexat [16]. Die
postulierte Aktivitat von Chloroquin auf die lysosomale Funktion, in Form von reduzierter
Vesikelfunktion, Exozytose und proteolytischer Aktivitat konnte einen Hinweis auf den
Wirkungsmechanismus bei interstitieller Lungenerkrankungen geben [17;18]. Bedeutsam
ist auch, dass Chloroquin die Fahigkeit hat, die Bildung von Lamellarkérperchen

anzuregen [19].

Die Erforschung von Surfactantdefekten ist ein Beispiel, wie durch die Entdeckung einer
Krankheitsursache am Patienten durch intensive klinische Forschung Stlck fur Stlick die

Todeszahlrate gesenkt und sinnvolle Therapieoptionen ausgearbeitet werden kdnnen.

1.2 Zusammensetzung und physiologische Rolle von Surfactant

Pulmonales Surfactant ist ein homogenes Gemisch aus Proteinen, Phospholipiden und
neutralen Lipiden [20], das sich in dem Flussigkeitsfilm befindet, der die Oberflache des
Alveolarraumes der Lunge benetzt. Seine physiologische Aufgabe besteht vor allem in der

Senkung der Oberflachenspannung und der daraus resultierenden Stabilisierung der
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Alveolen wahrend der Atmung [21]. Diese oberflachenaktive Wirkung beruht hauptsachlich
auf der amphiphilen  Struktur der Phospholipide  Phosphatidylcholin  und
Phosphatidylglycerol. Eine korrekte Zusammensetzung und Homdostase des Surfactants
sind notwendig fur die adaquate Funktion und den Gasaustausch in den Lungenalveolen.
Zudem ist Surfactant, insbesondere mit den Surfactantproteinen A und D, an der lokalen

Immunmodulation und pulmonalen Infektabwehr beteiligt [22-24].

1.2.1 Proteinanteil des Surfactants

Der Proteinanteil des Surfactants betragt etwa 10%. Nur ungefahr die Halfte der Proteine
sind spezifische Surfactantproteine, der Rest sind Plasmaproteine. Bisher sind vier
surfactantspezifische Proteine beschrieben worden: SP-A, SP-B, SP-C und SP-D
(Abbildung 1) [20].

Abbildung 1: Wesentliche Proteinanteile des Surfactants. Abgebildet sind die rdumliche Anordnung
und relative Grolie der Surfactantproteine A (SP-A), B (SP-B), C (SP-C), D (SP-D) zu den Phospholipiden
(PL).

Das hydrophile Surfactantprotein A (SP-A) ist das GroRte der Surfactantproteine und wird
von Typ-lI-Pneumozyten und Clarazellen gebildet [21;25]. Es beeinflusst zusammen mit
SP-B den Surfactantmetabolismus [26;27], erhoht die oberflachenaktiven Eigenschaften
des Surfactants und tragt durch die Aktivierung von Makrophagen zur Immunantwort bei
[28].

Surfactantprotein B ist ein sehr hydrophobes Protein und wird in Typ-ll-Pneumozyten und

Clarazellen gebildet [21], kann aber nur in Typ-ll-Pneumozyten zur reifen Form prozessiert
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werden [29]. Es beschleunigt die Formierung eines oberflachenaktiven Filmes, indem es
die Adsorption der Lipide um den Faktor >150 erhoht [20;30]. Daruber hinaus spielt SP-B
eine grolRe Rolle bei der Bildung und Speicherung des Surfactants. Unter anderem ist es
fur die korrekte Lagerung der Phospholipide in Form von konzentrischen Lamellen in den

Lamellarkorperchen verantwortlich [31].

SP-C ist das Lipophilste der Surfactantproteine. Wie SP-B stabilisiert auch SP-C die
Oberflachenaktivitdt des Surfactantfiims. Unter anderem erhoht es die Aufnahme der
Phospholipide in Typ-ll-Pneumozyten. Es wird ausschlieRlich von Typ-lI-Pneumozyten
gebildet [20;32].

SP-D hat vor allem immunologische Funktionen. Uber seine biophysikalischen Funktionen

ist wenig bekannt. Es ist wie SP-A ein hydrophiles Protein [33].

1.2.2 Lipidanteil des Surfactants

Zu 90% besteht Surfactant aus Lipiden, deren genauere Zusammensetzung Tabelle 1
zeigt [21;34]. Der Lipidanteil des Surfactants einer bronchoalveolaren Lavage besteht zu
etwa 83% aus Phospholipiden, zu 15% aus Cholesterin und zu einem sehr geringen Teil,

etwa 2%, aus Neutrallipiden.

Lipide 90%
Phospholipide 83%
Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC) 36%
Ungesattigtes Phosphatidylcholin (PC) 27%
Phosphatidylglycerol (PG) 8%
Phosphatidylethanolamin (PE) 2%
Phosphatidylinositol (P1) 2%
Phosphatidylserin (PS) 2%
Lysophosphatidylcholin (LPC) 2%
Sphingomyelin (SPM) 2%
Ceramid (Cer) 2%
Cholesterin 15%
Neutrallipide 2%

Tabelle 1: Bestandteile der Surfactantlipide
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Bei den Phospholipiden ist Phosphatidylcholin die Hauptkomponente (etwa 70 bis 80%),
von dem ungefahr die Halfte bis zwei Drittel in gesattigter Form als
Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC) vorliegt. DPPC adsorbiert allein nur sehr langsam
an der Luft-Wasser-Grenzflache. Calcium und die Surfactantproteine A, B und C
beschleunigen die Ausbildung des oberflachenaktiven Surfactantfiims erheblich [35].
Phosphatidylglycerol ist das zweithaufigste Phospholipid (etwa 10%). In geringeren
Anteilen kommen Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylinositol, Phosphatidylserin,

Lysophosphatidylcholin, Sphingomyelin und Ceramid vor.

Strukturell werden die Phospholipide in drei Hauptgruppen unterteilt. Es gibt die
Phosphoglyceride, zu denen Phosphatidylcholin, Phosphatidylglycerol,
Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylinositol und Phosphatidylserin zahlen. Eine weitere
Gruppe bilden die Lysophospholipide, denen das Lysophosphatidylcholin angehort. Die
dritte Gruppe besteht aus den Sphingolipiden, zu denen Ceramid und Sphingomyelin
zugeordnet sind. Die charakteristische Struktur der Phosphoglyceride und
Lysophospholipide bildet ein Glycerolgrundkorper mit einer polaren Kopfgruppe am C3-
Atom, die meist Uber einen Phosphatrest gebunden ist, und zwei apolaren Fettsaureresten

an den beiden anderen Kohlenstoffatomen (Abbildung 2).

Das Grundgerust der polaren Kopfgruppe dient als Namensgeber bei der Endung des

Phospholipids, die Fettsauren bestimmen das Prafix.
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Abbildung 2. Allgemeine Grundstruktur der Phosphoglyceride. In Abbildung A ist die allgemeine
Grundstruktur der Phosphoglyceride dargestellt. Sie gliedert sich in den Glycerolgrundkérper, an dem zwei
Fettsduren verestert sind (R1 und R2) und eine tber einen Phosphatrest gebundene polare Kopfgruppe. Die
Struktur der Kopfgruppe ist der Namensgeber des Phospholipids und wird Gber den Rest X definiert. Die
Reihenfolge des Namens besteht also aus R1-R2-Phosphatidyl-X. Falls eine der Fettsduren durch ein
Wasserstoffatom ersetzt wird, nennt man die Struktur Lysophosphatidyl-X. In Abbildung B st
Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC) dargestellt. In der Nomenklatur taucht es auch als Phosphatidylcholin
32:0 auf (PC 32:0). Das heildt, es herrscht ein Phosphatidylcholin Grundgerist vor mit Fettsaureketten, die
insgesamt 32 C-Atome und keine Doppelbindung aufweisen. In Abbildung C ist analog die Struktur von
Dipalmitoylphosphatidylglycerol (DPPG) (PG 32:0) dargestellt.
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Zwei typische Beispiele flir Phospholipide sind Phosphatidylcholin  und
Phosphatidylglycerol. Besitzen sie als Fettsaurereste je zwei Palmitinsauren, entsteht
Dipalmitoylphosphatidylcholin  (Abbildung 2 B) und Dipalmitoylphosphatidylglycerol
(Abbildung 2 C).

Die Struktur der Sphingolipide (Abbildung 3) wird durch Sphingosin, einen langkettigen,
ungesattigten C1g-Aminoalkohol dominiert, der Uber eine Amidbindung mit einer Fettsaure
das Grundgerust der Sphingolipide darstellt. Diese Zwischenstufe bezeichnet man als
Ceramid. Wird der Alkohol verestert, bildet sich das Sphingomyelin, geht er eine

Etherbindung mit einem Zuckerrest ein, bilden sich Glycolipide.

B 0
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N N N N N N N )
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Abbildung 3: Struktur der Sphingolipide. In Abbildung A ist die allgemeine Grundstruktur der
Sphingolipide dargestellt. Sie besteht aus einem ungesattigten C18-Aminoalkohol, der Uber eine
Amidbindung mit einer Fettsaure verbunden ist. Liegt der freie Alkohol vor, in diesem Fall ist der Rest in der
Abbildung A ein Wasserstoffatom, nennt sich die Struktur Ceramid. In Abbildung B ist Sphingomyelin
dargestellt. Hier wurde der Alkohol mit Phosphatidylethanolamin verestert, in diesem Fall ist der Rest in
Abbildung A Phosphoethanolamin. Geht der Alkohol eine Etherbindung mit einem Zucker ein, in diesem Fall
ist der Rest in Abbildung A ein Saccharid, bezeichnet man die Struktur als Glycolipid.

Neben den Phospholipiden ist Cholesterin (Abbildung 4) ein weiterer Bestandteil des

Surfactants und hat vor allem strukturgebende Eigenschaften.

CH;

Abbildung 4. Struktur von Cholesterin
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1.3 Prozessierung der Surfactantproteine

Typ-lI-Pneumozyten sind der Ort der Surfactanthomoostase. Neben den auf den
Gasaustausch spezialisierten, flachen, weit ausgedehnten Typ-I-Zellen kleiden sie als

Epithelzellen etwa 10% der Oberflache der Alveolen aus [36]. Sie sind weitaus gréfRer als

Typ-I-Zellen und von kubischer Gestalt.
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Abbildung 5: Ablauf des Surfactantmetabolismus (Ten Brinke et al.). Dargestellt ist die Prozessierung
der Surfactantproteine. Ihre Synthese findet im Endoplasmatischen Retikulum (ER) von Typ-llI-Pneumozyten
statt. Anschlielend werden sie am Golgi-Apparat und den multivesikuldren Kérperchen (Mvb) modifiziert, um
letztendlich intrazelluldr in Form von Lamellarkérperchen (LB) gespeichert zu werden. Diese werden dann

Uber Exozytose in den Alveolarraum abgegeben.

Wie in Abbildung 5 schematisch dargestellt, geschieht die Synthese der Surfactantproteine
im endoplasmatischen Retikulum der Typ-lI-Pneumozyten. AnschlieRend werden sie am
Golgi-Apparat und an multivesikularen Koérperchen modifiziert, um dann intrazellular in
Form von Lamellenkorperchen gespeichert zu werden [37;38]. Die Lamellenkorperchen

sind in mehreren Lipidschichten um den proteinreichen Kern angeordnet und stellen die
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charakteristischen Speicherorganellen flir das Surfactant dar [29]. Sie werden durch
Exozytose in die wassrige Subphase, die den Alveolarraum auskleidet, sezerniert. Hierbei
bilden sie die typischen Strukturen des Surfactants aus, bekannt als tubuléres Myelin und
large aggregates. Sie besitzen oberflachenaktive Eigenschaften. Phospholipide
extrazellularer Surfactantstrukturen bilden kontinuierliche Mono- und Multilayers, die als
Abgrenzung zwischen Luft- und Wasserphase dienen. Hierbei zeigen die polaren Kopfe
der Phospholipide zur wassrigen Phase und der hydrophobe Schwanz zur Gasphase.
Durch mechanische und biologische Prozesse wird das Surfactant inaktiviert und
konvertiert zu kleinen, oberflacheninaktiven Aggregaten, den small aggregates. Etwa 70
bis 80 % dieser kleinen Aggregate werden durch alveolare Typ-ll-Zellen aufgenommen
und dort entweder recycelt oder zum Phagolysosom transportiert und dort abgebaut
(Abbildung 6) [39;40]. Die Wiederaufnahme in Typ-ll-Pneumozyten wird durch alle
Surfactantproteine und Calcium gefordert. Der Ubrig bleibende Teil wird durch
Makrophagen phagozytiert und abgebaut. Dieser Prozess ist stark abhangig von GM-CSF,
was allerdings noch nicht vollstandig aufgeklart werden konnte [41].

Lamellar

Alveolar type |1 Alvealar
epithelial cell space
i
o
L:
GM-CSF
Phagolyscsome

Alveolar type |

epithelial cell

Alveolar
macrophage

Abbildung 6: Darstellung der Surfactanthoméostase (Trapnell, BC, New England Journal Medicine
(2003)). Die Surfactantproteine A, B, C und D werden in alveolaren Typ-Il Epithelzellen produziert und
entlang des Golginetzwerkes prozessiert, um anschlieRend in Lamellarkdrperchen gespeichert und dann
exozytiert zu werden (schwarze Pfeile). Nach mechanischen und biologischen Prozessen wird das
Surfactant inaktiviert und zerfallt in small aggregates, von denen ein Teil wieder in Typ-llI-Zellen
aufgenommen und recycelt (grine Pfeile) oder Uber das Phagolysosom abgebaut wird (rote Pfeile).
Vermutlich steuert der GM-CSF-Rezeptor das Recycling und den Abbau (gestrichelte Pfeile).
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1.4 Struktur und Funktion von Surfactantprotein C

Surfactantprotein C (SP-C) ist ein sehr hydrophobes Polypeptid mit einer Grolde von 4kDa.
Das Gen mit 3500bp ist auf dem kurzen Arm des Chromosoms 8 zu finden. Es besteht
aus sechs Exons, wobei das reife SP-C auf Exon 2 kodiert ist [42;43]. SP-C stabilisiert die
Oberflachenaktivitdt des Surfactantfilms und erhoht die Aufnahme der Phospholipide in
Typ-lI-Pneumozyten [20;32]. Das Lipopeptid enthalt 35 Aminosauren, von denen 69%
hydrophob sind. Die daraus resultierende Gesamthydrophobizitat wird durch die doppelte
Palmitylierung noch verstarkt [32]. Der mittlere Teil des Proteins bildet eine die
Phospholipid-Doppelmembran durchspannende Helix [44;45]. Diese a-helikale Struktur ist
nur metastabil, und ihre Entfernung aus der Membran kann zur Umwandlung in die
energetisch glnstigere B-Faltblatt-Struktur fihren [46]. Mehrere Proteine in B-Faltblatt-

Struktur kdnnen zu so genannten amyloiden Fibrillen aggregieren.

1.5 Prozessierung von Surfactantprotein C

SP-C wird von alveolaren Typ-lI-Pneumozyten als 21kDa grof3es Propeptid (proSP-C)
synthetisiert, das proteolytisch zum reifen 4,2kDa grol3en SP-C prozessiert wird [47]. Das
reife Protein ist dipalmitoyliert und wird in Lamellarkdrperchen gespeichert. Die
Prozessierung von proSP-C (21kDa) zu reifem SP-C (4,2kDa) erfolgt in vier
proteolytischen Schritten (Abbildung 7).

/ @\
\
(((!’-"“ b mature SP-C H 4.2 kDa
N-terminal cleavage 2 / T

N (protease unknown)
| — 8 kDa
cb ‘N-terminal cleavage 1 7 24 58 ?
= K # (cathepsin H) /

[ E—
mature SP-B 4 ro—— = Tkoa
C-terminal cleavage 2 \ T
T dmvb r (protease unknown) 16 kDa
R o & B i ) T 1 24 58
7 " # C-terminal cleavage 1
cathepsin H O Imvb (protease unknown)
"c::_pi-::" proSP-C NN S 21 kDa
Golgi QC:Z%% I 58 197
—————— g

Abbildung 7: Prozessierung von SP-C (Brasch, F., Am. J. Respir. Cell. Mol. Biol.(2002)). Dargestellt
ist die Synthese von proSP-C (21kDA) in Typ-llI-Pneumozyten, das Uber vier proteolytische Prozesse zum
reifen SP-C (4kDA) prozessiert wird. Das Modell zeigt den Zusammenhang zwischen intrazellularer
Lokalisation und Prozessierungsstatus des SP-C.
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Hierbei finden zwei C-terminale Abspaltungen statt, gefolgt von zwei N-terminalen [15;48].
Zunachst wird C-terminal eine 16kDa groRe Form mit einer bisher noch unbekannten
Protease heraus geschnitten. AnschlieRend erfolgt ein weiterer C-terminaler Schnitt mit
einer ebenfalls unbekannten Protease zu einer 7kDa gro3en Form. Cathepsin H ist als
Protease bei der ersten N-terminalen Abspaltung involviert, was zur Bildung der composit
bodies fuhrt. Die Abspaltung des 6kDa grof3en Intermediates erfolgt in schweren
multivesikularen Korperchen, die aus der Fusion von Cathepsin H enthaltenden Vesikeln
mit leichten, proSP-C enthaltenden, multivesikularen Korperchen entstehen [47]. Die letzte
Spaltung, die auch N-terminal stattfindet und zum reifen SP-C fuhrt, wird durch eine
ebenfalls noch unbekannte Protease bewirkt [37;38]. Ohne die Anwesenheit von SP-B

kann der N-Terminus von proSP-C nicht vollstandig entfernt werden [49].

Reifes SP-C wird dann in einem komplexen Gemisch aus Lipiden und anderen Surfactant
Komponenten sekretiert [48;50]. Die Sekretion wird durch die Verschmelzung der
Lamellarkérperchen, den Surfactant-Aufbewahrungsvesikeln, mit der Plasmamembran
ermoglicht [51;52]. SNARE-Proteine, besonders Syntaxin-2 und SNAP-23, sind bei diesem

zellularen Prozess der Exozytose involviert [53;54].

1.6 Surfactantprotein-C-Mutationen und ihre Auswirkungen

Einige interstitielle Lungenerkrankungen beruhen auf dem Vorkommen von Mutationen im
SP-C-Gen. Abbildung 8 zeigt die Verteilung der Mutationen im proSP-C-Molekdil, die mit
interstitiellen Lungenerkrankungen assoziiert sind. Die Mehrheit der SP-C-Mutationen, die
chronische Lungenerkrankungen auslosen, liegen auf der C-terminalen Seite des
Propeptides, der so genannten BRICHOS-Domane. Diese weist eine Homologie zur
Familie der BRI-Proteine auf, die bei familiarer Demenz nachgewiesen wurden [55-59].
BRI steht als Abkurzung fur eine Proteinfamilie, die bei Familial British Dementia
nachgewiesen werden konnten. Allen Proteinen gemeinsam ist die Strukturverwandheit

am C-terminalen Ende.

Aulierhalb der BRICHOS-Domane befinden sich C-terminal Mutationen im Bereich H59
bis T93. Nur eine einzige Mutation wurde bisher auf der N-terminalen Seite des proSP-C
gefunden (hSP-C™*%). Das reife SP-C befindet sich im Bereich F23 bis L58.



1 Einleitung 14

Qs _ COOH

LqIS)
! 2 (110) ‘ SM Iﬁ = -
'E"‘ i 3 -CA (e 7 W\{;P Fl
7 % tf‘;/f R
H (104) ﬁl‘;‘ Ll'r,l»r, v P’k
K (66) vt &L 5
N s L@y 3
S
I b
U o
£V aoo) é\ e i
y &
3 4
R 2
AURT e ﬁ‘

Abbildung 8: Darstellung des proSP-C Molekiils mit ausgewiesenen Mutationen (Beers, F., Annu.
Rev. Physiol.(2005)). Die Pfeile zeigen die Lokalisation der bisher bekannten Mutationen im proSP-C-
Molekil an. Jeweils an der Spitze des Pfeils ist dargestellt, welche Aminosaure an welcher Position
ausgetauscht ist. Der gestrichelter Kreis stellt die BRICHOS-Domane dar, der gelbe Bereich deutet die
Phospholipidschicht an.

Je nach Position der Mutation im Protein erfolgen unterschiedliche Effekte [60]. Dies ist in
Tabelle 2 dargestellt.

Die komplette C-terminale Region ab Position 94 wird als BRICHOS-Domane bezeichnet,
deren Funktion allerdings noch unklar ist [55]. Hier sind die meisten Mutationen gefunden
worden. Diese flhren zu Fehlfaltung und Fehlprozessierung von proSP-C, was zu einer
Anhaufung aberranter Vorstufen in den so genannten Aggresomen fuhrt [8;61].
Histologisch prasentieren sich die Lungenschaden als NSIP, DIP und UIP [62;63]. Fur den
mittleren Bereich sind eine Deletion A91-93 [64] sowie die Punktmutation 173T [65-67] und
E66K [6] bekannt. Mutationen in diesem Bereich fuhren zur intrazellularen Anhaufung des
aberranten Proteins im frihen Endosom und zu erhéhten Mengen an Phospholipiden,
SP-A und SP-B im Alveolarraum. Klinisch betrachtet haben die Patienten eine
Alveolarproteinose und oft auch eine nicht spezifische interstitielle Pneumonie. Der
N-terminale Teil ist vor allem fUr das intrazellulare Targeting notwendig. Hier ist erst eine
Mutation, P30L, beschrieben worden [63]. Diese Mutante verbleibt im endoplasmatischen
Retikulum und ist nicht palmitoyliert [68;69].
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Ort der Mutation SP-C-Mutationen Zellbiologie Histologie

BRICHOS-Domane | L188Q, L188R, AExon 4, | Aggresomenbildung, | NSIP, DIP, UIP
140AA, 1126R, P115L, kein reifes SP-C
Y104H, G100V, A116D,

L110R
Non-BRICHOS, A91-93, I73T, E66K frihes Endosom, PAP, NSIP
C-terminal nicht-ubiquitinierte
Aggregate
Viel PL, SP-A, SP-B
N-terminal P30L ER-Retention, SP-C | DIP, NSIP

nicht palmitoyliert

DIP=desquamative interstitial pneumonitis; PAP=pulmonary alveolar proteinosis;
UIP=usual interstitial pneumonitis; NSIP=non-specific interstitial pneumonitis

Tabelle 2: Histologische und zellbiologische Auswirkungen je nach Art und Lage der SP-C-
Mutationen

Bei der Mutation I73T handelt es sich um die Substitution von Threonin durch Isoleucin an
der Stelle 73 des proSP-C-Proteins [65]. Diese Mutation ist die am haufigsten
vorkommende Mutation von SFTPC [70], und es gibt eine grof3e Variabilitdt im
Erscheinungsbild des Phanotyps, was von einem asymptomatischen Verlauf bis hin zum
Tod reicht [66]. Ahnliches wird auch (iber L188Q beschrieben, eine weitere bekannte
Mutation im SFTPC [7]. Wichtige klinische Manifestationen der Patienten mit einer 173T-
Mutation sind die Prasenz von abnormal prozessierten proSP-C-Zwischenstufen im
Alveolarraum und die Einwanderung von inflammatorischen CD3+ und CD4+

Lymphozyten in den Alveolarraum [65].

Mutationen von SP-C konnen zu Konformationserkrankungen fuhren, daher ist ihre
Untersuchung von besonderer Bedeutung. Die heterozygote Expression ist hierbei
ausreichend fur einen pathologischen Phanotyp, wahrend ein vollstandiges Fehlen des
Proteins klinisch zunachst unauffallig sein kann. Zu Konformationskrankheiten zahlen

auch Alzheimer, Parkinson und Huntington [71;72].
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Abbildung 9 stellt ein Modell dar, wie aberrante proSP-C Formen zu

Konformationserkrankungen fihren konnen.

Expression von pathogenem Surfactantprotein C
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Abbildung 9: Surfactantprotein-C-Mutationen als Ursache interstitieller Lungenerkrankungen
(Beers, F., Annu. Rev. Physiol.(2005)). Dargestellt sind Prozesse, durch die aberrante proSP-C Molekile
zu den so genannten Konformationserkrankungen fiihren kénnen.

SP-C-Mutationen verursachen eine intrazellulare Anhaufung von fehl gefalteten
Surfactantproteinformen, die teilweise in die BAL-FlUissigkeit gelangen. Dieser
unphysiologische Zustand kann eine Dysfunktion der Lungenepithelzellen zur Folge
haben. Die dadurch ausgeloste Entzundungsreaktion kann eine interstitielle
Lungenerkrankung hervorrufen, die zu einer Fibrotisierung des Gewebes und im

Endstadium zu einer Lungenfibrose fuhrt.

Uber die Prozesse und Signalwege, die von der aberranten Proteinproduktion zu einer
T-Zell-vermittelten Entzindungsreaktion in der Lunge und der Aktivierung von
Myofibroblasten flhren, ist kaum etwas bekannt. So ist insbesondere unklar, ob die
aberranten Proteine selbst, die Sekretionsprodukte von geschadigten Typ-II-Pneumozyten
oder die Bestandteile weiterer in Mitleidenschaft gezogener pulmonaler Zellen die

Entzindungsreaktion initiieren.
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2  Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit werden, auf Grundlage der an Patienten beschriebenen
Mutationen im SP-C-Gen, in vitro die zellularen Auswirkungen von SP-C-Mutationen im
Vergleich zu Wildtyp SP-C genauer untersucht, die zu den beobachteten interstitiellen
Inflammationsreaktionen und damit zu dem pulmonalen Phanotyp fuhren. Es werden die
Hypothesen aufgestellt, dass sich die Mutationen im SP-C-Gen auf das
Prozessierungsverhalten, die Morphologie der Lamellarkdrperchen, die intrazellulare
Lokalisation von proSP-C-Intermediaten, das Verhalten gegenliiber exogenem Stress und
die Lipidzusammensetzung von Surfactant auswirken. Des Weiteren wird vermutet, dass
aberrante SP-C-Formen eine Expression bestimmter Hitzeschockproteine hervorrufen.
Auch wird postuliert, dass bei der Expression von mutiertem SP-C |6sliche Faktoren in das

Lumen abgegeben werden, welche die Immunzellen stimulieren.

2.1 Analyse der Prozessierungsintermediate

Laut Brasch et al. wird Surfactantprotein C Uber drei Zwischenformen vom proSP-C zum
reifen SP-C prozessiert. Die so entstehenden Intermediate sind in Abbildung 10

schematisch dargestellt.

proSP-C aa 1-197
T 1

2578 3547 14.859

NH [ sec ] }coon #1 = full length 20.984 Da; 21 kDa
NH2-| | sp-C | \ #2 = C-terminal truncated; 16 kDa
NHo[ ] src #3 = C-terminal truncated; 7 kDa
- SP-C #4 = N-terminal truncated; 6 kDa
sP-C #5 = N-terminal truncated; 4 kDa

Abbildung 10: Postulierte Prozessierungsprodukte nach Brasch et al. Dargestellt ist proSP-C mit
21kDa (#1), das erste Intermediat nach C-terminaler proteolytischer Abspaltung mit 16kDa (#2), das zweite
Intermediat nach einer weiteren C-terminalen proteolytischen Abspaltung mit 7kDa (#3), das dritte
Intermediat nach N-terminaler proteolytischer Abspaltung mit 6kDa (#4) und nach einer letzten N-terminalen
proteolytischen Abspaltung das reife SP-C mit 4kDa (#5).

In der vorliegenden Arbeit soll nun zum einen untersucht werden, ob Wildtyp SP-C, das in
MLE-12-Zellen exprimiert wird, diese Prozessierungsintermediate bestatigen kann. Zum
anderen sollen die Prozessierungsintermediate von mutiertem proSP-C mit Wildtyp

proSP-C  verglichen werden. Hierbei ist dann zu untersuchen, welche
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Prozessierungszwischenstufen identifiziert werden koénnen wund welche relative

Mengenverteilung zwischen den einzelnen Intermediaten vorliegt.

2.2 Morphologie der Lamellarkdrperchen

Lamellarkérperchen stellen die letzte intrazellulare Stufe der Surfactantproduktion dar.
Storungen der Biogenese und / oder Exozytose dieser Lysosomen-ahnlichen Organellen
sind potentiell pathognomonisch fur Lungenerkrankungen. Um die Ursachen und die
Auswirkung fehl geformter Lamellarkérperchen auf molekularer Ebene klarer zu
charakterisieren, wird im Rahmen dieser Arbeit in vitro der Einfluss von Surfactantprotein-
C-Mutationen im Vergleich zu Wildtyp SP-C auf die Morphologie der Lamellarkérperchen

untersucht.

2.3 Intrazellulare Lokalisierung von proSP-C

Brasch et al. und Beers et al. haben bereits einige Untersuchungen zur intrazellularen
Lokalisierung von Wildtyp proSP-C und einigen Mutationen durchgefuhrt. Diese Arbeit
tragt zur Vervollstandigung der bestehenden Erkenntnisse bei. Es sollen die
Lokalisierungsmuster von 173T- oder A116D-mutiertem proSP-C im Vergleich zu Wildtyp
proSP-C bestimmt werden. Mit Hilfe von Fusionsproteinen, wie HA oder EGFP, kdnnen
diese und spezielle Kompartimentmarker gleichzeitig farbig markiert und mittels

Fluoreszenzmikroskopie Kolokalisationsstudien durchgefuhrt werden.

2.4 Verhalten gegentiber exogenem Stress

Bislang noch nicht untersucht wurde, ob Zellen, die mutiertes SP-C exprimieren,
gegenuber auleren Einflissen empfindlicher reagieren oder nicht. In der vorliegenden
Arbeit soll nun die Laktatdehydrogenase-Freisetzung dieser Zellen im Vergleich zu Zellen,
die Wildtyp SP-C exprimieren, untersucht werden. Die Laktatdehydrogenase ist ein Marker
fur die Intaktheit der Zelle. Ein weiteres Ziel ist es, zu untersuchen, ob die bisher zur
Behandlung bei ILD eingesetzten Medikamente, wie Hydroxychloroquin, Azathioprin,
Cyclophosphamid und Methylprednisolon, die Freisetzung von LDH positiv oder negativ

beeinflussen.
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2.5 Einfluss der proSP-C-Expression auf die

Hitzeschockproteinexpression

Um die Wirkungsweise bisher eingesetzter Pharmaka (Hydroxychloroquin, Azathioprin,
Cyclophosphamid und Methylprednisolon) auf die Surfactanthomdostase zu verstehen,
sollen in der vorliegenden Arbeit die Substanzen in vitro in ihrer molekularen Wirkung auf

Typ-ll-Zellen, die unterschiedliche SP-C-Mutationen exprimieren, charakterisiert werden.

Forschungsergebnisse im Bereich der Cystischen Fibrose erbrachten folgende
Informationen. 4-Phenylbutyrat (4-PBA) ist in einer klinischen Pilotstudie bei Patienten mit
Cystischer Fibrose erfolgreich getestet worden [73]. 4-PBA bewirkt Uber Hsp70 eine
vermehrte Bildung von mRNA des Zielproteins. Es verhindert den Abbau des Zielproteins

[74] und verbessert dessen Faltung [75].

In Anlehnung an diese Erkenntnisse ist die Hypothese aufgestellt worden, dass die
eingesetzten Pharmaka Einfluss auf die Expression der Chaperone nehmen. Chaperone
spielen eine wichtige Rolle bei Transport, Translokation, Faltung und Zusammenbau von
Proteinen. Sie enthalten keine Information fir die korrekte Konformation eines Proteins,
sondern erleichtern und beschleunigen den Faltungsprozess, indem sie durch eine
Bindung an diese Proteine eine Aggregation oder fehlerhafte intraspezifische Interaktionen
verhindern. Sie beeinflussen auch die Ausbeute und Kinetik wahrend der Proteinfaltung.
Ebenfalls sind sie am Abbau von Proteinen beteiligt [76;77]. Chaperone werden unter
Stress verstarkt gebildet, unter anderem auch dann, wenn vermehrt fehlgefaltete Proteine
in der Zelle auftreten. Ziel ist es daher, die mit fehlgefaltetem SP-C assozierten Chaperone
zu identifizieren und durch Einflussnahme auf deren Expression durch Pharmaka den

Anteil von reifem SP-C zu erhdhen.

In der vorliegenden Arbeit soll auch die Auswirkung der Expression von mutiertem
proSP-C im Vergleich zu Wildtyp proSP-C auf die Chaperone Hsp70, Hsp90, Calreticulin
und Calnexin untersucht werden. Hsp70 soll untersucht werden, da es bereits bei
Cystischer Fibrose als Faltungshelfer identifiziert wurde. Uber Hsp90 ist bekannt, dass es
die letzten Schritte der Faltung aufhalt, um eine fruhzeitige Aggregation zu verhindern [78].
Calreticulin und Calnexin sind zusammen am so genannten calreticulin-calnexin cycle
beteiligt, der fur die Qualitatskontrolle und die Faltung der neu synthetisierten Proteine
verantwortlich ist. Er dient zur Erkennung fehlgefalteter Proteine, diese werden im ER
zurick gehalten und degradiert. So konnen nur korrekt gefaltete Proteine das ER

verlassen und am sekretorischen Pathway entlang weiter prozessiert werden [79].
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2.6 Zellulare Lipidzusammensetzung

Die Zusammensetzung der Surfactantlipide ist ein zentraler Indikator fur eine korrekte
Surfactanthomdostase oder aber Stérungen derselben. Daher ist die Bestimmung der
Zusammensetzung der Surfactantlipide eine zentrale ZielgroRe dieser Arbeit. Es sollen
Zellen untersucht werden, die mutiertes SP-C exprimieren im Vergleich zu Zellen, die
Wildtyp SP-C exprimieren. Zum einen soll die Zusammensetzung innerhalb der Zelle

analysiert werden, aber auch diejenige des Kulturiberstandes.

2.7 Stimulation der Rezeptorexpression auf Immunzellen durch

[6sliche Faktoren im Kulturiberstand

In der vorliegenden Arbeit soll die Expression der Oberflachenrezeptoren CXCR-1, CCR-2
und CD11b auf Neutrophilen und Lymphozyten untersucht werden. Da interstitielle
Lungenerkrankungen letztendlich zu einer Fibrose im Lungenparenchym fihren, wird die
Hypothese aufgestellt, dass als mdgliche Ursache I6sliche Faktoren in Frage kommen, die
von den Zellen, die mutiertes SP-C exprimieren, in das Lumen abgegeben werden. Diese
Faktoren konnen zur Aktivierung bestimmter Immunzellen flhren, die Uber

Entzindungsherde die fibrotische Entwicklung vorantreiben.

CXCR-1 ist ein hochaffiner IL-8-Rezeptor, der Uber IL-8 Zellen zu Entziindungsherden
fuhrt und die Entzindung weiter in Gang halt [80].

Der Chemokinrezeptor CCR-2 wird hauptsachlich auf Monozyten und T-Zellen exprimiert.
Sein Hauptligand ist das Monozyten Chemoattractant Protein (MCP-1), von dem gezeigt
wurde, dass es in der Lage ist TGF-beta und Typ-I-Kollagen zu produzieren, was
wiederum inflammatorische Zellen anlockt und aktiviert, was letztlich zu Fibrose fuhrt
[81;82].

CD11b wird als Vertreter der Integrine untersucht, der die Zelladhasion von Leukozyten an
Endothelzellen bewirkt und auf diese Weise das Einschleusen von Phagozyten an den Ort

der Entzindung erleichtert.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterial

Geréte Hersteller
Bio Photometer mit DPU 414 Thermal Printer Eppendorf
Durchflusszytometer FACS Calibur Becton & Dickinson
Elektrophorese Power Supply und Laufkammer Owi
Entwicklungskassette RPN11646 Amersham
Entwicklungsmaschine CP 1000 AGFA
FACS Auswertestation (Macintosh Power PC) Apple
FACS Auswertesoftware (Cell Quest 3.1f) Becton & Dickinson
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 135 Zeiss

Filterschlitten R/B/G (I =Red, Il = Blue, Ill = Green)

Filterschlitten FRET (I = CFP, Il = YFP, Illl = CY3)
High Performance Centrifuge Avanti J-30I Beckmann
Megafuge 1.0 R Heraeus

Mikrotiterplattenleser Ht 11l Typ 12600
PowerEase 500 Power Supply EI8700
Software AxioVS 40 LE V 4.5.0.0
Thermocycler fur PCR

Vacuum Concentrator

Wasserbad Paratherm S100

Xcell SureLock Minicell Kammer (EI 0001)
Xcell Il Blot Module EI19051

Anthos Labtec
Invitrogen
Zeiss
Biometra
Bachhofer
Julabo
Invitrogen

Invitrogen
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Verbrauchsmaterial Hersteller
96-Well-Mikrotiterplatten (niedrigaffin, transparent) Greiner
Eppendorf-Tube (1,5ml, 2ml) Eppendorf
Gewebekulturschale (100mm) NUNC
Gewebekulturflasche (25cm?, 75cm?) BD
Multiwell-Zellkulturplatte (6-Well, 12-Well, 24-Well) NUNC
Nitrocellulosemembran Immobilon IPVH 00010 Millipore
PCR-Reaktionsgefalie Eppendorf
Roéntgenfilme RPN 2103 Amersham
Serologische Pipette (2, 5, 10, 25ml ) NUNC
3.1.2 Fertiggebinde

Typ Hersteller

NucleoBond® Plasmid DNA Purification Endotoxinfree
NuPAGE Elektrophorese Set:

NuPAGE MES Running Buffer (NP0002)

NuPAGE LDS Sample Buffer (NP0O007)

NuPAGE Reducing Agent (NP0O004)

NuPAGE Novex 10% Bis-Tris Gel (NP0315)

NuPAGE Antioxidant (NP0O005)

NuPAGE Transfer Buffer (NP0006)
QIAquick® Gel Extraction Kit 50 (No. 28704)
QIAquick® PCR Purification Kit 50 (No. 28104)
QIAprep® Spin Miniprep Kit 50 (No. 27104)

Macherey-Nagel

Invitrogen

QIAGEN
QIAGEN
QIAGEN

QuickChange® Site-Directed Mutagenesis Kit (No 200518) Stratagene

VenorGeM® Mycoplasmen-Nachweis (No. 11-1025)

Minerva Biolabs
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3.1.3 Chemikalien

Chemikalie Hersteller
4,6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochloride (DAPI) Sigma
Aqua ad injectabilia (No. 3703452) Braun
Birnboim-Acetat (5M Kaliumacetat) Merck
Complete Protease Inhibitor Cocktail (No. 1697498) Roche
EDTA-LAsung (0,5M, pH 8,0) Merck
Elugent (No. 324707) Calbiochem
Ethanol Merck
Ethidiumbromid (10mg/mL, No. 46067) Fluka
Glutaraldehyd Merck
lodonitrotetrazolium chloride (INT) (No. 18377-250MG) Sigma
Natriumacetat-Losung (3M, pH 5,2) Merck
NaOH-Losung (0,34M, steril filtriert) Merck
OptiPrep™ Axis Shield
Osmiumtetroxid Merck
Paraformaldehyd (PFA) Merck
Trypanblau Merck
Uranylacetat Merck
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3.1.4 Sonstige Reagenzien

Reagenz Hersteller
B-Nicotinamide adenine dinucleotide (No. N1511-250MG) Sigma
Agarose GTQ (No. 6352.2) Roth
Ampicillin (100pg/ml ) Sigma
Bovine serum albumin (BSA V, No. 42160223) Paesel+Lorei
Collagen R (2 mg/ml, steril) Serva
Diaphorase (No. D5540-100UN) Sigma
ECL Chemilumineszenzlésung (RPN2106) Amersham
ExGen500 in vitro Transfection Reagent (No. R0511) Fermentas
FCS Gold (No. A11-649) PAA
FICOLL Amersham
Geneticin G418 (No. A1720) Sigma
Kanamycin (30pg/ml) Sigma
Lambda DNA/Hindlll Marker (No.G1711) Promega
L-Lactic Dehydrogenase (No. L2500-5KU) Sigma

MB Taq DNA-Polymerase Minerva
MultiMark Multi-Colored Standard (LC5725) Invitrogen
Neomycin G418 (50mg/ml in H2O, steril filtriert) Sigma
Penicillin-Streptomycin / Glutamin 100x (No. 10378-016)  GIBCO
Proteinassay Farbstoffreagenz (No. 500-0006) Bio-Rad
RNAse-Losung (10mg /ml RNAse A in DEPC-H20) BD
Sodium L-lactate (No. 71718-10G) Fluka
Sucrose Merck
Trypsin-EDTA 1x (No. 25200-056) GIBCO

Vecta Shield® Mounting Medium Vector Labs
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3.1.5 Zellkulturmedien

Medium Hersteller
LB-Agar (Miller) (379 auf 11 Aqua ad injectabilia) Merck
LB-Bouillon (Miller) (25g auf 11 Aqua ad injectabilia) Merck
MEM (No. 41090-028) GIBCO
10x MEM Sigma
D-MEM (Dulbecco’s Modifiziertes Eagle Medium No. 41966-029) GIBCO
RPMI 1640 Medium (No. 72400-021) GIBCO
3.1.6 Puffer und Losungen

Homogenisierungspuffer (250mM Sucrose, 20mM Tris-HCI, 1mM EDTA)

Hypotonische Ammoniumchloridiésung nach Miltenyi zur Erythrozytenlyse (155mM
NH4CI, 10mM KHCO3, 0,1mM EDTA, pH 7,5)

Kakodylatpuffer (0,1M Kakodylatpuffer, pH 7,35)
Lysispuffer (20mM EDTA, 1%vol Elugent, Protease Inhibitor in D-PBS)

PBS-Puffer (137mM NaCl, 2,68mM KCl, 5,36mM Na,HPO4, 1,76mM KH2PO4, pH
7,4)

PBS-T-Puffer (PBS-Puffer, 0,05% Tween 20)

Probenpuffer (5x) fur Agarosegelelektrophorese (40% Sucrose, 25mg
Bromphenolblau, 10mM Tris-HCI, 50mM EDTA, pH 7,5)

TAE-Puffer (40mM Tris-HCI, 2mM EDTA, pH 8)

Tfbl-Puffer (30mM CH3COOK, 100mM RbCI, 10mM CaCl,, 50mM MgCl,, 15% v/v

Glycerol, pH 5,8 (einstellbar mit Essigsaure), steril filtriert)

Tfbll-Puffer (10mM MOPS, 75mM CaCl,, 10mM RbClI, 15% v/v Glycerol, pH 6,5

(einstellbar mit Natronlauge), steril filtriert)
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= TBS-Puffer (4mM Tris-HCI, 100mM NaCl, pH 7,4)
» TBS-T-Puffer (TBS-Puffer, 0,05 % Tween 20)

» TE-Puffer (10mM Tris-HCI, 1mM EDTA, pH 7,5)

=  Te-Puffer (10mM Tris-HCI, 0,imM EDTA, pH 7,5)

= TENS-Puffer (10mM Tris-HCI pH 7,5, 1mM EDTA pH 8,0, 0,1 N NaOH, 0,5% SDS)

3.1.7 Verwendete Zelltypen

Zelltyp Charakteristika Herkunft
A549 humane Typ-llI-Lungenepithelzellen (No. CCL-185) ATCC
DH5a Escherichia coli-Stamm GIBCO

MLE-12 murine Typ-ll-Lungenepithelzellen (No. CRL-2110) ATCC
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3.1.8 Antikorper

Fur die Detektion von Proteinen mittels Westernblot oder Immunfluoreszenz wurden

folgende Antikorper verwendet:

Primare Antikdrper Hersteller Typ, Host verwendete Konzentration
(Westernblot (WB),
Immunfluoreszenz (IF))
anti-R-Actin — HRP conjugate Santa Cruz monoclonal, mouse |WB 1:10000
anti-a-Tubulin Acris polyclonal, mouse |[WB 1:5000, IF 1:200
anti-Calnexin Santa Cruz polyclonal, goat WB 1:500, IF 1:200
anti-Calregulin (C-17) Santa Cruz polyclonal, goat WB 1:500, IF 1:200
anti-HA (High Affinity) Roche monoclonal, rat WB 1:1000, IF 1:200
anti-Hsp70 Santa Cruz polyclonal, goat WB 1:500, IF 1:200
anti-Hsp90 Santa Cruz monoclonal, mouse |WB 1:500, IF 1:200
anti-Lamp-3 Santa Cruz polyclonal, goat WB 1:200, IF 1:200
anti-EEA-1 Santa Cruz polyclonal, rabbit  |IF 1:200
anti-Synthaxin-2 Santa Cruz polyclonal, rabbit |IF 1:200
anti-Snap-23 Santa Cruz polyclonal, rabbit  [IF 1:200
anti-NproSP-C 10-23 Beers polyclonal, rabbit  |WB 1:5000, IF 1:200
anti-rSP-C 22/96 Altana polyclonal, rabbit |WB 1:10000
Sekundare Antikdrper Hersteller Typ, Host Westernblot
anti-Goat IgG — HRP conjugate Biozol polyclonal, rabbit  [WB 1:10000
anti-Mouse 1gG — HRP conjugate Chemicon goat WB 1:10000
anti-Rabbit IgG — HRP conjugate Sigma goat WB 1:10000
anti-Rat IgG — HRP conjugate Dako rabbit WB 1:10000

Tabelle 3:

Alle primaren Antikdrper sind spezifisch gegen humane Epitope.

Ubersicht tiber die verwendeten Antikérper fur Westernblot und Immunfluoreszenz.

AntikdrperTyp-Immunfluoreszenz Excitation (nm) |[Emission (nm) |Filter ntikdrpertyp
anti-Goat IgG — HRP conjugate (rabbit) 495 519 Il (green) Alexa 488
anti-Goat IgG — HRP conjugate (donkey) [555 565 I (CY3) Alexa 555
anti-Mouse IgG — HRP conjugate (goat) (495 519 Il (green) Alexa 488
anti-Mouse IgG — HRP conjugate (goat) [555 565 I (CY3) Alexa 555
anti-Rabbit IgG — HRP conjugate (goat) 495 519 Il (green) Alexa 488
anti-Rabbit IgG — HRP conjugate (goat) 365 460 Il (blue) Marina Blue
anti-Rabbit IgG — HRP conjugate (goat) [555 565 I (CY3) Alexa 555
anti-Rat IgG — HRP conjugate (donkey) [495 519 Il (green) Alexa 488

Tabelle 4:

Immunfluoreszenz. Verwendet wurde eine Verdiinnung von 1:200.

Optische Eigenschaften der verwendeten Sekundéarantikérper (Invitrogen) fur die
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Die Detektion verschiedener Zellmorphologien mittels FACS erfolgte mit folgenden

Antikorpern:

Antikorper Hersteller Typ, Host Markierung
CCR-2 #FAB151p R&D monoclonal, mouse PE

CD4 #345768 BD monoclonal, mouse FITC
CD11b #555388 BD monoclonal, mouse PE

CD8 #555366 BD monoclonal, mouse FITC
CXCR-1 #555940 BD monoclonal, mouse PE
anti-lgG1 BD monoclonal, mouse PE
anti-lgG1 R&D monoclonal, mouse FITC
anti-lgG1 BD monoclonal, mouse FITC
anti-lgG2 BD monoclonal, mouse PE
anti-lgG2 BD monoclonal, mouse PE

Tabelle 5: Ubersicht Gber die verwendeten Antikorper fur die Durchflusszytometrie. Alle FACS-

Antikorper sind spezifisch gegen humane Epitope.

3.1.9 Vektoren

Die in Tabelle 6 aufgelisteten Vektoren wurden fir die Transformations-

Transfektionsversuche verwendet.

\Vektorname Quelle Resistenz E.coli |Resistenz Zelllinie |GréRe
pcDNA3 Invitrogen |Ampicillin Neomycin 6433bp
pcDNA3/HA-hSP-CV' M. Beers |Ampicillin Neomycin 6433bp
pcDNA3/HA-hSP-C™" C. Sparr  |Ampicillin Neomycin 6433bp
pcDNA3/HA-hSP-C'"*T C. Sparr  |Ampicillin Neomycin 6433bp
pcDNA3/HA-hSP-C-"'R C. Sparr _ |Ampicillin Neomycin 6433bp
pcDNA3/HA-hSP-CP''% C.Sparr  |Ampicillin Neomycin 6433bp
pcDNA3/HA-hSP-C"'"P C. Sparr  |Ampicillin Neomycin 6433bp
pcDNA3/HA-hSP-C-'%%? C. Sparr  |Ampicillin Neomycin 6433bp
pEGFP-N1 Clontech  |Kanamycin Neomycin 4737bp
pEGFP-N1/hsP-C"" M. Beers |Kanamycin Neomycin 5371bp
pEGFP-N1/hSP-CP3OL C. Sparr  |[Kanamycin Neomycin 5371bp
pEGFP-N1/hSP-C""*" C.Sparr  |Kanamycin Neomycin 5371bp
pEGFP-N1/hSP-C-""R C.Sparr  |Kanamycin Neomycin 5371bp
pEGFP-N1/hSP-C™'"°" C. Sparr  |[Kanamycin Neomycin 5371bp
pEGFP-N1/hSP-CA116D C. Sparr  |[Kanamycin Neomycin 5371bp
pEGFP-N1/hSP-C-'8A C.Sparr  |Kanamycin Neomycin 5371bp
pEGFP-C1 Clontech  |Kanamycin Neomycin 4737bp
pEGFP-C1/hSP-C"" M. Beers |Kanamycin Neomycin 5371bp
pEGFP-C1/hSP-C™*% C.Sparr  |Kanamycin Neomycin 5371bp
pEGFP-C1/hSP-C"*" C. Sparr  |[Kanamycin Neomycin 5371bp
pEGFP-C1/hSP-C-""R C. Sparr  |Kanamycin Neomycin 5371bp
pEGFP-C1/hSP-CcP''* C.Sparr  |Kanamycin Neomycin 5371bp
pEGFP-C1/hSP-C"""P C. Sparr  |[Kanamycin Neomycin 5371bp
pEGFP-C1/hSP-C-'#¢ C. Sparr  |Kanamycin Neomycin 5371bp

Tabelle 6:

Ubersicht tiber die verwendeten Vektoren
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3.1.9.1 pcDNA3/HA-hsP-c™

Der kommerziell erhaltliche Vektor mit dem Grundgerist pcDNA3 (Abbildung 11) wurde fur
die stabile und transiente Transfektion in Saugetierzellen entwickelt. Er ist 5400bp grof3
und enthalt unter anderem einen Human cytomegalovirus (CMV) immediate early
promoter, der flir eine hohe Expressionsrate der geklonten Gene sorgte. Der Vektor
besitzt Resistenzgene gegen Neomycin und Ampicillin, was eine Selektion auf
spezifischem Medium erlaubte.

* There is an ATG upstream A-150228

of the Xba | site. Bsml

Abbildung 11: Vektor pcDNA3 (Invitrogen). Wichtige Elemente sind der Human cytomegalovirus (CMV)
immediate early promoter fur eine hohe Expressionsrate der geklonten Gene, die Cloning site (CS) zur
Insertion von PCR-Produkten, sowie die Resistenzgene gegen Neomycin und Ampicillin zur Selektion.
Weiterhin dargestellt sind die verschiedenen moglichen Restriktions-Schnittstellen.

Der Vektor pcDNA3/HA-hSP-C™ (Abbildung 12) wurde von unserem Kooperationspartner
Michael Beers, University of Pennsylvania Medical Center Pulmonary, Allergy & Critical
Care Division Abramson Research Center, zur Verfugung gestellt. Das SP-C-Gen,
kodierend fur Surfactantprotein C (Wildtyp), wurde in die Cloning Site einkloniert.
Zusatzlich wurde N-terminal ein HA-Tag (1229 Da) zur erleichterten ldentifikation im

Westernblot angefigt.
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Fspl (557
Hindll| ©90)
Kpnl (900)

hProSP-C.1-197
pcDNA3MHA-hSP-C Wit

6274 bp

EcoRI (1767
EcoRV (1776)
Xhol (1800)

Sapl (4345 Xbal (1812)

Neomycin
Fspl (3210)

Abbildung 12: pcDNA3/HA-hSP-C™. In die CS des Vektors wurde das proSP-C-Gen integriert. Neben den
Standardelementen eines pcDNA3-Vektors enthalt dieser Typ zusatzlich ein an das proSP-C-Gen
fusioniertes HA-Tag, das als Identifikationsmerkmal dient und bei Westernblotanalysen oder
immunochemischen Untersuchungen detektiert wird.

3.1.9.2 pEGFP-C1/hSP-C" und pEGFP-N1/hSP-C

Die kommerziell erhaltlichen Vektoren pEGFP-C1 und pEGFP-N1 der Firma Clontech
(Abbildung 13) enthielten das Green Fluorescent Protein (GFP) der Meeresqualle
Aequorea victoria. Im Gegensatz zum Wildtyp GFP handelte es sich jedoch um eine ins
Rote verschobene Variante. Bei der Anregung mit Licht der Wellenlange 488nm lag das
Emissionsmaximum bei 507nm. Die je 4700bp grofRen Plasmide waren fur die stabile und
transiente Transfektion generiert und enthielten neben dem GFP-Gen einen Human
cytomegalovirus (CMV) immediate early promoter fur eine hohe Expressionsrate der
geklonten Gene. Resistenzen waren gegenuber Kanamycin und Neomycin zur Selektion
stabiler Zelllinien vorhanden. Die PCR-Produkte wurden in die Multiple Cloning Site (MCS)

integriert.
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Abbildung 13: Transfektionsvektoren pEGFP-C1 (A, Clontech) und pEGFP-N1 (B, Clontech). Wichtige
Elemente sind der humane Cytomegalovirus (CMV) als immediate early promoter fir eine hohe
Expressionsrate der geklonten Gene, die Cloning Site (CS) zur Insertion von PCR-Produkten, das
Neomycin-Resistenzgen zur Selektion stabiler Zelllinien, das Kanamycin-Resistenzgen zur Selektion und
Vermehrung in E.coli, die Schnittstellen diverser Restriktionsenzyme und das Enhanced-green-fluorescent-
protein-Gen zur Eigenfluoreszenz des Vektors

Beide Vektoren konnten jeder fur sich als Transfektionskontrolle benutzt werden oder mit
Proteinen (C-terminal oder N-terminal) fusioniert werden, um diese mit Fluoreszenz zu

markieren.

Sowohl pEGFP-C1/hSP-C™ als auch pEGFP-N1/hSP-C"' wurden von unserem
Kooperationspartner Michael Beers, University of Pennsylvania Medical Center
Pulmonary, Allergy & Critical Care Division Abramson Research Center, zur Verfigung
gestellt. Das SP-C-Gen, kodierend fur Surfactantprotein C (Wildtyp), wurde in die Multiple
Cloning Site einkloniert. Um die Prozessierungsschritte von proSP-C zu SP-C besser
verfolgen zu konnen, wurden sowohl eine C1-EGFP- als auch eine N1-EGFP-Fusion

vorgenommen.

3.1.9.3 Erzeugte Vektoren

Mit Hilfe des Fertigkits QuikChange® Site - directed Mutagenesis Kit (siehe Methoden)
wurden weitere Vektoren erstellt. Hierbei wurde das Wildtypgen durch eine Punktmutation

verandert (siehe Methoden).

Es entstanden dabei die Vektoren pcDNA3/HA-hSP-CP0L: 73T, L110R, P115L, AT16D, L188Q )4
pEGFP-C1 bZW. —N1/hSP-CP30L‘ 173T, L110R, P115L, A116D, L188Q_
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3.1.10 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotidprimer wurden alle von der Firma Metabion bezogen.

Oligonukleotid Sequenz Lange |Target (in SP-C auf Zielvektor)

hSP-C.P30L.For.1 5-GCA TTC CCT GCT GCC TAG |26-mer |Punktmutation P30L
TGC ACC TG-3'

hSP-C.P30L.Rev.1 |5-CAG GTG CAC TAG GCA GCA |26-mer | Punktmutation P30L
GGG AAT GC-3'

hSP-C.173T.For.1 5-GGT TCT GGA GAT GAG CAC |26-mer | Punktmutation 173T
TGG GGC GC-3'

hSP-C.I173T.Rev.1 5-GCG CCC CAG TGC TCATCT |26-mer |Punktmutation I73T
CCA GAA CC-3'

hSP-C.L110R.For.1 |5'-CCA GCA GCT GCG GAT CGC |26-mer |Punktmutation L110R
CTA CAA GC-3'

hSP-C.L110R.Rev.1 | 5'-GCT TGT AGG CGA TCC GCA |26-mer |Punktmutation L110R
GCT GCT GG-3'

hSP-C.P115L.For.1 |5-GAT CGC CTA CAA GCT AGC |27-mer |Punktmutation P115L
CCC TGG CAC-3'

hSP-C.P115L.Rev.1 | 5-GTG CCA GGG GCT AGC TTG |27-mer | Punktmutation P115L
TAG GCG ATC-3'

hSP-C.A116D.For.1 |5-GCC TAC AAG CCA GAC CCT |27-mer |Punktmutation A116D
GGC ACC TGC-3'

hSP-C.A116D.Rev.1 | 5-GCA GGT GCC AGG GTC TGG | 27-mer | Punktmutation A116D
CTT GTA GGC-3'

hSP-C.L188Q.For.1 |5-CGT GAG CAC CCA GTG TGG |28-mer |Punktmutation L188Q
CGA GGT GCC G-3'

hSP-C.L188Q.Rev.1 | 5-CGG CAC CTC GCC ACACTG |28-mer |Punktmutation L188Q

GGT GCT CAC G-3'

Tabelle 7: Ubersicht iiber die verwendeten Oligonukleotidprimer. Dargestellt sind die verwendeten
Sequenzen, wobei das Basentriplett grau unterlegt ist, welches die veranderte Base fir den
Aminosaureaustausch enthalt.
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3.2 Methoden

3.2.1 Kultivierung und Aufbewahrung von E.coli

3.2.1.1 Vorbereitung der Kulturschalen fir E.coli-Kulturen

LB-Agar (Miller) wurde autoklaviert und in Portionen zu 20ml in sterile Kunststoff-
Petrischalen (@ 90mm) gegossen. Bouillonmedium LB-Bouillon (Miller) wurde in
GlasgefalRe mit Steckdeckeln abgefullt und autoklaviert.

Je nach Selektionsbedingungen wurden nach dem Autoklavieren Antibiotika (Ampicillin

100ug/ml oder Kanamycin 30ug/ml ) zu den Medien hinzugefigt.

3.2.1.2 E.coli-Zellkultur

Die Anzucht und Passage des E.coli-Wildtypstamms erfolgte auf LB-Agar. Die
plasmidhaltigen E.coli (mit oben aufgefuhrten Vektoren) wurden auf LB-Agar angezichtet,
der mit dem jeweiligen Selektionsantibiotikum versetzt war. Fir DNA-Praparationen aus
diesen Stammen wurden Ubernachtkulturen fir maximal 14 Stunden in LB-Bouillon, je
nach Bedarf versetzt mit Antibiotikum, bei 37°C unter Schitteln aerob bebriutet. Bei
Verwendung eines Fertiggebindes wurde entsprechend den Herstellerangaben

vorgegangen.

Die Platten wurden bei 4°C gelagert und alle vier Wochen neu ausgesat. Zur
langerfristigen Lagerung in einer Stammsammlung wurden von den verschiedenen
Stammen 1ml Ubernachtkulturen angesetzt. Diese wurden mit sterilem Glycerin (33%)

versetzt und aliquotiert. Die Lagerung erfolgte bei —80°C.

3.2.1.3 Herstellung rubidiumchloridkompetenter E.coli-Zellen

Bakterien konnen mit verschiedenen Methoden in die Lage versetzt werden, Fremd-DNA
aufzunehmen. Eine Moglichkeit stellt dabei die Destabilisierung der Zellwand durch
Behandlung mit Rubidiumchlorid und anschlieliendem Kalteschock dar. Diese Methode ist

besonders zur effizienten Transformation mit Plasmid-DNA geeignet.

Aus einer Ubernachtkultur von E.coli (DH5a) in LB-Bouillon wurden 500ul entnommen, mit

250ml frischer LB-Bouillon vermengt und bei 37°C unter Schitteln aerob inkubiert. Mittels
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Messung der optischen Dichte bei 600nm wurde so lange bebrutet, bis eine Dichte von
Asoo = 0,7 erreicht war. AnschlieBend wurde die Suspension fur 15 Minuten auf Eis
gehalten. Im weiteren Verlauf wurde darauf geachtet, die Zellen bei 4°C oder auf Eis zu

bearbeiten.

Die Kultur wurde zweimal finf Minuten lang bei 5000xg und 4°C sedimentiert. Der
Uberstand wurde jeweils dekantiert und verworfen. Das Pellet wurde in 100ml Tfbl-Puffer
resuspendiert und fur 15 Minuten auf Eis gehalten. Zur Gewinnung des Pellets aus dieser
Suspension wurde zweimal fur funf Minuten bei 10000xg und 4°C zentrifugiert, wobei
jedes Mal der Uberstand dekantiert und verworfen wurde. Das Pellet wurde in 10ml Tfbll-
Puffer von ca. 4°C resuspendiert und zu 100ul in Eppendorfgefalle aliquotiert, in denen
die Suspension mit Trockeneis in Ethanol schockgefrostet wurde. Die Lagerung der auf

diese Weise kompetent gemachten Zellen erfolgte bei —80°C.

3.2.1.4 Transformation von Plasmid-DNA in E.coli-Zellen

Bei der Transformation werden Plasmide in kompetente Zellen Ubertragen. Plasmide
werden auch als Autosomen bezeichnet, da sie sich in einer geeigneten Wirtszelle

autonom replizieren kdnnen.

Zu 100ul auf Eis aufgetauter kompetenter Zellsuspension wurden 10ul der isolierten
Plasmid-DNA gegeben. AnschlieRend wurde das Gemisch fir 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Nun wurden die Zellen fir zwei Minuten in einem auf 42°C temperierten
Wasserbad einem Hitzeschock ausgesetzt. Direkt danach wurden die Zellen wieder fur
zwei Minuten auf Eis gekuhlt und dann mit 890ul LB-Bouillon von 37°C versetzt. Nach
vorsichtigem Vermischen der Zellen mit Nahrmedium wurde das Gemisch fir eine Stunde
bei 37°C inkubiert. Im Anschluss daran wurden die Zellen bei 3000xg fur zwei Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und verworfen. Das Pellet wurde in 5 bis
10ul isotonischer, steriler Kochsalzldsung resuspendiert und auf getrocknete, vorgewarmte
Agarplatten verteilt. Uber Nacht wurden die Zellen bei 37°C unter aeroben Bedingungen
bebrutet.

Transformierte Zellen wuchsen auf Grund der durch das Plasmid erworbenen
Antibiotikaresistenz als Kolonien auf der Agarplatte. Zur genauen Uberpriifung der

Transformation wurde eine Plasmid-Mini-Praparation durchgefihrt und die DNA analysiert.
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3.2.2 Allgemeine Zellkulturtechniken

Alle humanen (A549) und murinen (MLE-12) Lungenepithelzelllinien wurden bei 37°C
unter 5% COz-Atmosphare in MEM- oder RPMI-Medium in Kultur gehalten, das mit 10%

FBS versetzt wurde.

3.2.2.1 Einfrieren der Zellen

Die Zellen einer Trs-Zellkulturflasche wurden mit D-PBS gewaschen und trypsiniert, wobei
anschlielend das Trypsin abgesaugt wurde. Im Anschluss wurden die Zellen in
1,5ml Einfriermedium (50% FCS, 10% DMSO, 40% Medium) resuspendiert und in ein 1,8ml
Cryotube Uberfuhrt, welches flur mindestens 90 Minuten in einer Einfrierbox bei —80°C
gefrostet wurde. Die Einfrierbox gewahrte eine Abklihlung von 1°C pro Minute. Zur

Langzeitlagerung wurden die Zellen in flissigen Stickstoff (—196°C) gelagert.

3.2.2.2 Auftauen der Zellen

Das Cryotube mit den Zellen wurde aus dem Stickstofftank entnommen, auf Eis
transportiert und bei 37°C im Wasserbad rasch aufgetaut. Anschliefend wurde der Inhalt
des Cryotubes mittels einer sterilen Plastik-Pasteurpipette gleichmallig resuspendiert und
langsam in eine Tys-Zellkulturflasche mit vorgewarmtem Medium gegeben. Nach 24

Stunden wurde das Medium gewechselt und gegebenenfalls die Zellen gesplittet.

3.2.2.3 Viabilitatstestung

Die Bestimmung der Viabilitat erfolgte mit Trypanblau. Nur tote Zellen absorbieren den
Farbstoff auf Grund ihrer geschadigten Zellmembran und erscheinen blau. Im Gegensatz
dazu bleibt eine Absorption bei gesunden lebenden Zellen aus. Das Verhaltnis blau

gefarbter Zellen zur Gesamtzellzahl ist somit ein Mal} fur die Viabilitat in der Kultur.

Die Zellen wurden trypsiniert und in 1ml D-PBS aufgenommen. Hiervon wurden 20ul in ein
1,5ml-Eppendorfgefald gegeben, mit 30ul D-PBS und 50ul einer 0,4-prozentigen Lésung
von Trypanblau in D-PBS versetzt. Von dieser Menge wurden 10yl in eine Neubauer-

Zahlkammer gefullt und im Anschluss daran die Gesamtzellzahl ermittelt.
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3.2.2.4 Mykoplasmentest

Eine kontaminierte Zellkultur enthalt ca. 10° Mycoplasmen/ml. Auch wenn die jeweilige
Mykoplasmenart an der Zelloberflache anhaften kann, steht ausreichend Mykoplasmen-
DNA im Zellkulturiberstand fir einen positiven Nachweis zur Verfigung. Dieser Nachweis
von Mykoplasmen in der Kultur erfolgte mit Hilfe des VenorGeM® Mycoplasmen-Nachweis
durch PCR.

Der VenorGeM®-Mykoplasmen-Detektionskit ist ein Nukleinsaure-Amplifikationstest auf
Basis der Polymerase-Kettenreaktion. Die PCR-Methode erlaubt eine schnelle und sehr
sensitive Detektion von Mykoplasmenkontaminationen in biologischen Proben. Mit
VenorGeM® sind 1 bis 5fg Mykoplasmen-DNA, entsprechend zwei bis flinf Mykoplasmen
pro Probenvolumen, detektierbar. Die mitgelieferten Primer erlauben der DNA-Polymerase
die Vervielfaltigung eines Abschnitts der 16S-rRNA-Region des Mykoplasmengenoms.
Das amplifizierte PCR-Produkt hat eine Grofle von ca. 270bp und kann direkt im
Agarosegel sichtbar gemacht werden. Dadurch kdnnen neben den typischerweise als
Kontaminanten in Zellkulturen auftretenden Mykoplasmenspezies M. orale, M. hyorhinis,
M. arginini, M. fermentans, M. salivarium und M. hominis auch M. pneumoniae,
Acholeplasma laidlawii, M. synoviae und verschiedene Ureaplasma-Spezies detektiert
werden. Die interne Kontrolle liefert in einer erfolgreich durchgefiihrten PCR ein 191bp
grolRes Produkt, welches im Agarosegel kurz unterhalb der Bande einer Mykoplasmen-

positiven Probe erscheint. Abbildung 14 zeigt einen negativen Mykoplasmentest.

Abbildung 14: Agarosegel des Mykoplasmentests. Spur 1: Molekulargewichtsmarker, Spur 2:
Negativkontrolle, Spur 3: Positivkontrolle, Spur 4: A549-Zellen, Spur 5: MLE-12-Zellen, Spur 6: MLE-15-
Zellen, Agarosegel 0,8% in TAE-Puffer.

Fur die Untersuchung wurden 500pul Zellkulturiberstand in ein steriles Eppendorfgefal}
gegeben und dicht verschlossen. Der Uberstand wurde fiinf Minuten gekocht und

anschlie3end fur finf Sekunden bei 13000rpm zentrifugiert. Fir den PCR-Test wurden 2yl
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dieses Uberstandes eingesetzt. Der Test erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Der
Test wurde routinemallig etwa alle sechs Monate wiederholt. Ebenfalls wurden die stabil
transfizierten Zelllinien untersucht. Wahrend der Versuchsphase konnte in keiner Kultur

eine Kontamination mit Mykoplasmen festgestellt werden.

3.2.25 Zelllysat

Zur Praparation eines Zelllysates wurden die Zellen trypsiniert und anschliellend auf
100mM Petrischalen ausgesat. Die Zellernte erfolgte bei 80% bis 90% Konfluenz. Um
vergleichbare Zelllysate zu erhalten wurde stets die gleiche Zellzahl ausgesat und die

gleiche Wachstumszeit eingehalten.

Zur Lysierung wurden die Zellen zweimal mit je ca. 5ml D-PBS gewaschen, hierauf mit 1ml
kaltem Lysispuffer Uberschichtet und 15 Minuten lang bei 4°C inkubiert. Die nun lysierten
Zellen wurden von der Schale geldst und in ein Eppendorfgefaly pipettiert. Um stérende
Zellfragmente zu entfernen, wurde das Gemisch bei 4°C 20 Minuten lang bei 12000xg
zentrifugiert. Nach der Uberfiihrung des Uberstands in ein neues Gefal wurde mittels

Bradford-Assay (siehe unten) eine Proteinbestimmung durchgefuhrt.

3.2.2.6 Selektionskonzentration des Antibiotikums

Mit Hilfe dieses Tests wurde untersucht, welche Neomycinkonzentrationen fur die Viabilitat
der Zellen limitierend waren. Diese konnten dann mit Erfolg zur Selektion von stabilen

Transfektionen eingesetzt werden.

Es wurden MLE-12-Zellen und A549-Zellen auf sechs verschiedene 100mM Petrischalen
ausgesat. Als Kontrollschale blieb eine Petrischale unbehandelt. Die restlichen flnf
wurden mit finf verschiedenen Konzentrationen des Antibiotikums versetzt. Unter diesen

Bedingungen wurden die Zellen etwa zehn Tage lang in Kultur gehalten.

FuUr jede Zellart wurden unterschiedliche Konzentrationen getestet. Fur A549 waren das
700, 800, 900, 1000 und 1100ug/ml an Neomycin G418. Bei MLE-12 wurde Neomycin
G418 in Konzentrationen von 300, 400, 500, 600 und 700ug/ml verwendet. Es zeigte sich,
dass A549-Zellen bei einer Neomycin Konzentration von 1000pg/ml nach zehn Tagen

abstarben. MLE-12-Zellen hingegen bereits bei einer Konzentration von 600ug/ml .
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3.2.2.7 Transfektion

Die Transfektion erfolgte mit Hilfe des ExGen500 in vitro Transfektionsreagenz. ExGen500
interagiert mit DNA zu kleinen, stabilen Komplexen, die leicht diffundieren und somit
schnell mittels Endozytose in die Zelle aufgenommen werden kdnnen. Das so entstehende
Endosom wird durch die chemischen Eigenschaften von ExGen500 mit Protonen
angereichert. Weiterhin diffundieren Chlorid-lonen passiv in das Endosom. Die
entstehenden lonenkonzentrationen I0sen einen zunehmenden osmotischen Druck aus,
der durch die Aufnahme von Wasser die endosomale Membran zum Platzen bringt, was

eine Translokation der DNA in den Kern ohne Degradation erlaubt (Abbildung 15).

Zu 100! 150-millimolarer NaCl-Lésung wurde 1ug DNA gegeben und anschlieRend mit
3,3ul ExGen500 (entspricht sechs Aquivalenten) versetzt. Das Gemisch wurde
zehn Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert und nachfolgend in ein Well einer
12-Well-Platte zu 1ml Zellsuspension, die ca. 300000 Zellen enthielt, pipettiert. Die Zellen
waren entweder MLE-12-Zellen in RPMI-Medium oder A549-Zellen in

MEM-Medium. Nach 24 Stunden konnten die Zellen je nach Ziel weiter verarbeitet werden.

cell membrane cytoplasm
HO H:|:|
o _
ExGen 500 / DNA o®
complexes / \
®
o0 Cr
H- .. = ®
® e
nucleus

Abbildung 15: Funktionsweise von ExGen500° Fermentas. ExGen500 interagiert mit DNA zu
Komplexen, die mittels Endozytose in die Zelle aufgenommen werden kénnen. Das so entstehende
Endosom wird durch die chemischen Eigenschaften von ExGen500 mit Protonen angereichert. Weiterhin
diffundieren Chlorid-lonen passiv in das Endosom. Die entstehenden lonenkonzentrationen l6sen einen
zunehmenden osmotischen Druck aus, der durch die Aufnahme von Wasser die endosomale Membran zum
Platzen bringt, was eine Translokation der DNA in den Kern ohne Degradation erlaubt.
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3.2.2.8 Arzneimittel-Vorbehandlung der Kulturen

Da die Wirkung bestimmter Pharmaka auf die Zellkulturen untersucht werden sollte,
mussten vorher bestimmte Arzneimittel-Kulturen generiert werden. Im Versuch sollten

dabei stabil transfizierte MLE-12-Zellen miteinander verglichen werden.

In finf Wells einer 6-Well-Platte wurden dazu je 300000 Zellen pro Well ausgesat. Pro 6-
Well-Platte wurde nur eine Zellart verwendet. Die Zellen wuchsen bis 70% Konfluenz an
und wurden anschlieBend mit je 10uM aus jeder der vier verschiedenen
Arzneimittelldsungen  (Cyclophosphamid,  Azathioprin, = Methylprednisolon  oder
Hydroxychloroquin) fur eine Zeit von 24 Stunden inkubiert. Ein Well wurde unbehandelt

belassen und als Kontrolle verwendet. AnschlieRend wurden die Zelllysate geerntet.

Die verwendeten Zellen waren MLE-12-Zelllinien, stabil transfiziert mit
pcDNA3/HA-hSP-C", pcDNA3/HA-hSP-C™3%, pcDNA3/HA-hSP-C'"3T,
pcDNA3/HA-hSP-CP't pcDNA3/HA-hSP-CA'"®® pcDNA3/HA-hSP-CH''R  oder
pcDNA3/HA-hSP-C-188¢,

3.2.2.9 Dichtegradientenzentrifugation zur Isolation der Lamellarkdrperchen

Zur spezifischen Charakterisierung der Lamellarkdrperchen wurden diese mittels

Dichtezentrifugation aus den Zellen isoliert.

Die Zellen konnten in einer T7s-Zellkulturflasche auf eine Konfluenz von 90% anwachsen.
Sie wurden mit D-PBS zweimal gewaschen und anschlielen trypsiniert. Das Trypsin
wurde abgesaugt, die Zellen mittels D-PBS vom Flaschenboden abgeldst und als
Suspension in ein 15ml-Greinerrohrchen Uberfihrt. Um die Zellen zu pelletieren, wurde die
Suspension flir zehn Minuten bei 300xg zentrifugiert. Das Pellet wurde in D-PBS

resuspendiert und anschlieRend erneut bei 300xg zentrifugiert.

Nach dem Waschvorgang wurde das Pellet in 1ml Homogenisierungspuffer, der bereits
mit Proteaseinhibitor versetzt war, aufgenommen. Als Proteaseinhibitor wurde eine
Verdinnung von 1:50 einer in 1ml D-PBS frisch gelosten Tablette (Complete Protease
Inhibitor Cocktail) zugegeben. Um die Zellwand aufzubrechen, wurde das Gemisch zehn
Sekunden lang bei 10Hz viermal sonifiziert. Zwischen den einzelnen Sonifikationen wurde

das Gemisch fur eine Minute auf Eis gehalten.

Um Zelldebris zu entfernen, wurde zehn Minuten lang bei 500xg zentrifugiert. Der

Uberstand wurde auf 500yl eingeengt und anschlieBend auf einen
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OptiPrep™-Dichtegradienten aufgetragen. Da Lamellarkdrperchen eine #hnliche Dichte
wie Lysosomen aufweisen, erwies sich die Zusammensetzung des Dichtegradienten nach
Tabelle 8 als sinnvoll. Das Zentrifugenrohrchen wurde dann nach der vorher
beschriebenen Zusammensetzung beflllt und flr eine Stunde bei 100000xg zentrifugiert.
Im Anschluss daran wurden die einzelnen Fraktionen gewonnen (funf Stlck). Jede
Fraktion wurde mit 4ml Homogenisierungspuffer verdinnt und wiederum fur eine Stunde
bei 100000xg zentrifugiert.

Konzentration der Volumen an WS [mL] Volumen an HM [mL]
Gradientenschicht [%, wiv]
8 1,6 8,4
16 3,2 6,8
24 4,8 5,2
32 6,4 3,6
Tabelle 8: Zusammensetzung der Stufen des Dichtegradienten. Homogenisierungspuffer HM

(Sucrose 0,25M; EDTA 1mM; Tris-HCI 10mM; pH = 7,4), Verdiinnungslésung (Sucrose 0,25M; EDTA 6mM;
Tris-HCI 60mM; pH = 7,4), Working Solution WS (finf Volumenanteile OptiPrepTM + ein Volumenanteil
Verdliinnungslésung)

Die gewonnenen Pellets wurden in 100ul 20-millimolarer Phosphatpuffer (pH 7,0), der mit
Proteaseinhibitor versetzt war, resuspendiert und in Eppendorfgefale Uberflihrt. Im
Anschluss wurde ein Bradford-Proteinassay zur Bestimmung des Gesamtproteingehalts
durchgefuihrt und Portionen zu je 20ug Gesamtprotein lyophyllisiert. Zur genauen

Charakterisierung wurde anschlief3end ein Westernimmunoblot durchgefuhrt.

3.2.2.10 Isolation der Large Aggregates

Surfactant muss von den Zellen sezerniert werden, um seine Wirkung im Alveolarraum
entfalten zu kénnen. Es kann in Form der so genannten Large Aggregates (LAs) aus dem
Umgebungsmedium isoliert werden. Zu den Large Aggregates zahlen Lamellarkdrperchen
und tubulares Myelin, also die biophysikalisch hochaktiven Vorlaufer des interfacialen

Surfactantfilms.

Die Menge und Zusammensetzung des sezernierten Surfactants wurde mittels semi-
quantitativer Immunoblots ermittelt und mit den Daten der intrazellularen Messungen
verglichen. Um Surfactant aus dem Kulturuberstand besser zu charakterisieren, wurden
die Large Aggregates isoliert. Hierbei wurde der Kulturiberstand bei 40000xg fur eine

Stunde zentrifugiert. Das gewonnene Pellet enthielt die Large Aggregates.
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3.2.2.11 Lymphozyten-/ Neutrophilenisolation

Um die Neutrophilen und die Lymphozyten aus Vollblut zu untersuchen, mussten diese
zunachst nach der Ficoll-Methode isoliert werden. Es wurden ca. 1 Million Lymphozyten

und 3 Millionen Neutrophile pro ml Blut gewonnen.

In zwei 50ml-Falconréhrchen wurden je 20ml Ficoll vorgelegt. Nach Abnahme von
30ml Blut wurde dieses im Verhaltnis 1:1 mit PBS verdinnt und auf die zwei
Falconrohrchen verteilt (Abbildung 16 A). Anschlieend wurde 20 Minuten lang bei 20°C
und 800xg ohne Bremse zentrifugiert. Durch die Zentrifugation des Gradienten erhielt man
von oben nach unten vier Phasen, die klare Serumfraktion, einen weilen
Lymphozytenring, die Ficollsche Lésung und ein rotes Gemisch aus Erythrozyten und
Granulozyten (Abbildung 16 B).

Abbildung 16: Ficoll-Gradient. A: Uberschichtung von Ficoll mit Vollblut, B: Ficoll'scher Gradient von oben
nach unten: Serum, Lymphozyten, Ficoll, Erythrozyten- / Granulozytengemisch, C: Hypotone Lyse der
Erythrozyten, D: aufgereinigte Neutrophile in PBS

Zur Isolation der Lymphozyten wurde die oberste Phase verworfen und der
Lymphozytenring vorsichtig in ein neues 50ml-Falconrohrchen Uberfuhrt und mit PBS auf
50ml aufgefullt. AnschlieRend wurde fur zehn Minuten bei 600xg und 20°C mit Bremse
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Réhrchen erneut mit PBS auf 50ml
aufgeflllt und diesmal fur 15 Minuten bei 300xg und 20°C mit Bremse zentrifugiert. Der

Uberstand wurde verworfen und das Pellet in RPMI aufgenommen.

Um das Erythrozyten- / Granulozytengemisch zu gewinnen, wurde der Uberstand bis zu
dieser Phase verworfen und das Gemisch mit PBS versetzt und mittels Zentrifugation bei

1000rpm und 4°C gewaschen. Der Uberstand wurde abgenommen. Danach erfolgte die
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Erythrozytenlyse. Das Zellpellet wurde mit kaltem Ammoniumchlorid-Puffer resuspendiert
und 30 Minuten lang auf Eis gehalten. Anschlielend wurde die Suspension bei 1000rpm
und 4°C zentrifugiert (Abbildung 16 C). Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet
(=Neutrophile) in RPMI resuspendiert, auf 2ml-Eppendorfgefalde verteilt und bei 37°C
bebritet. Um die Neutrophilen zu waschen, wurde mittels Zentrifugation bei 1000rpm und
4°C wieder ein Pellet gewonnen, dieses in PBS resuspendiert (Abbildung 16 D) und
wieder zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet in frischem RPMI

resuspendiert.

3.2.3 DNA-Methoden

3.2.3.1  Mini-Praparation von Plasmid-DNA aus E.coli

Fur die Mini-Praparation von Plasmid-DNA aus transformierten E.coli-Kolonien wurde die
alkalischen Lyse nach der Methode Zhou et al. angewendet. Eine Bakterienkolonie wurde
mittels steriler Impfése von einer LB-Agar-Platte abgenommen und in 1,5ml LB-Bouillon
suspendiert. Uber Nacht wurden die Bakterien aerob bei 37°C unter Schiitteln bebritet.
Die Bakteriensuspension wurde in ein 1,5ml-Eppendorfgefald dberfuhrt und zehn
Sekunden lang bei 20000xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde bis auf einen gréReren
Tropfen abgekippt. Das Zellpellet wurde in diesem Tropfen resuspendiert, mit 300pl
TENS-Puffer versetzt und zwei bis funf Sekunden gevortext. AnschlieRend wurde die
Lysereaktion mit der Zugabe von 150ul Birnboim-Acetat gestoppt. Nach zweiminutiger
Zentrifugation bei 4000xg blieb die DNA im Uberstand erhalten. Dieser wurde in ein neues
Eppendorfgefall Uberfihrt und mit 900ul 96%igem EtOH von —-20°C vermischt. Im
Anschluss wurde bei 20000xg finf Minuten lang zentrifugiert, das EtOH komplett
abgegossen und die gefallte Plasmid-DNA getrocknet. Das Pellet wurde in 20 bis 40pl TE-

Puffer aufgenommen. Um die RNA zu verdauen, wurde RNAse-Losung zugegeben.

Falls besonders gereinigte Plasmid-DNA bendtigt wurde, wurde das Fertiggebinde
QIAprep® Spin Miniprep Kit 50 (QIAGEN, No. 27104) verwendet. Die Aufreinigung

erfolgte entsprechend den Herstellerangaben.

3.2.3.2 Maxi-Praparation von Plasmid-DNA aus E.coli

FuUr die Praparation groRerer Mengen an Plasmid-DNA wurden Fertiggebinde verwendet.

Da die DNA fur die Praparation fur Transfektionen endotoxinfrei sein musste, wurde
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NucleoBond® Plasmid DNA Purification Endotoxinfree (Macherey-Nagel) eingesetzt. Die

Aufreinigung erfolgte entsprechend den Herstellerangaben.

3.2.3.3 Restriktionsanalyse von DNA

Die Restriktionsanalyse dient zur Erstellung klonierfahiger DNA-Fragmente und zur

Identifizierung spezifischer Fragmente.

Fur einen vollstandigen Restriktionsverdau wurden 500ng DNA eingesetzt. Die Spaltung
von 1ug DNA erforderte 1U des entsprechenden Enzyms und 1/10 des Endvolumens an
passendem Zehnfachrestriktionspuffer. Fir den Verdau wurde die Reaktionsmischung
eine Stunde lang bei 37°C inkubiert. Nach dem Restriktionsverdau wurde die DNA auf

einem Agarosegel analysiert.

Fur einen Verdau mit zwei Enzymen war auf die richtige Pufferauswahl zu achten, um eine

maximal mogliche Leistung der beiden Enzyme zu ermdglichen.

3.2.3.4 Agarosegelelektrophorese von DNA

DNA lasst sich auf Grund ihrer negativen Ladung mittels Agarosegelelktrophorese
auftrennen. Im  elektrischen Feld wandert sie Richtung Anode. Die
Wanderungsgeschwindigkeit ist abhangig von GrolRe und Konformation des DNA-
Moleklls, der Agarosegelkonzentration, der Stromstarke und verschiedenen
Pufferbedingungen. Durch Optimierung dieser Faktoren ist eine deutliche Auftrennung

verschieden grolder DNA-Molekile méglich.

Da in dieser Arbeit DNA-Fragmente im Grofienbereich von 1 bis 7kbp analysiert wurden,
wurde ein niederprozentiges Gel mit 0,8% Agarose verwendet. Es wurden 0,64mg
Agarose in 80ml TAE-Puffer durch Erhitzen im Mikrowellenherd vollstandig geldst. Nach
Abkuhlen auf ca. 50°C wurden 5ul Ethidiumbromid-Lésung (10mg/ml) hinzugegeben und
die Mischung in eine Formschale gegossen, die mit Spacern und einem Kamm versehen
war. Nach dem Erstarren des Gels wurden die Spacer und der Kamm entfernt, das Gel in
eine Horizontal-Elektrophoresekammer eingesetzt und mit TAE-Puffer als Laufpuffer
bedeckt. Die Proben wurden mit 2ul Flinffachprobenpuffer gemischt und in die Geltaschen
pipettiert. Die Proben liefen fur finf Minuten bei 25V aus den Taschen in das Gel und
trennten sich anschliel3end nach einer Spannungserhohung auf 100V eine Stunde lang

auf. Durch die Interkalation des im Gel vorhandenen Ethidiumbromids mit der DNA
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konnten die DNA-Fragmente als fluoreszierende Linien bei Durchleuchtung mit UV-Licht

(305nm) visualisiert und auf einem Film aufgenommen werden.

Als Langenstandard wurde auf eine Spur die mit Hindlll geschnittene DNA des Phagen
Lambda aufgetragen, an Hand derer Fragmentgrofden zwischen 125bp und 23,1kbp

bestimmt werden konnten.

3.2.3.5 Quantifizierung von DNA

Die DNA-Konzentration einer wassrigen Losung in einer Quarzkuvette der Schichtdicke
1cm kann photometrisch bei einer Wellenlange von 260nm bestimmt werden. Unter diesen
Bedingungen entspricht eine Extinktion von 1 (ODgs = 1) einer Konzentration von 50ug/ml
doppelstrangiger DNA. Bei einer Wellenlange von 280nm liegt das Absorptionsmaximum
von Proteinen vor. Um den Reinheitsgrad der DNA-L6sungen zu ermitteln, wird der
Quotient aus ODyg / OD2go ermittelt. Ist das Ergebnis des Quotients eine Zahl grol3er 1,8,
weist dies darauf hin, dass die Lésung nur gering bis gar nicht durch Proteine kontaminiert

ist.

Zur Einstellung des Nullwerts am Photometer wurde die Absorption von TE-Puffer in einer
Quarzkuvette mit 1cm Schichtdicke bei 260nm verwendet. Die DNA-L6osung wurde im
Verhaltnis 1:200 in TE-Puffer verdinnt und in eine Quarzkivette Uberflhrt. Die Absorption
bei Licht der Wellenlange 260nm wurde im Vergleich zum Nullwert vermessen. Ebenfalls
wurde die Absorption bei Licht der Wellenlange 280nm inm Vergleich zum Nullwert
vermessen. Um den Reinheitsgrad der DNA-L6sungen zu ermitteln, wurde der Quotient

aus OD260 / Ongo ermittelt.

3.2.3.6 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient der enzymatischen Vervielfaltigung
spezifischer DNA-Sequenzen in vitro. Es werden zwei Oligonukleotide als Primer
ausgewahlt, die das DNA-Stuck, das amplifiziert werden soll, flankieren und dort auf
Grund ihrer Komplementaritat binden kénnen. Mittels zugefiigter DNA-Polymerase werden
Amplifikate gebildet, die in den folgenden Reaktionszyklen ebenfalls als Ziel-DNA
fungieren. Die Amplifizierung erfolgt in drei Schritten. Zunachst wird die Ziel-DNA
denaturiert, anschlieRend lagern sich die Primer an (,annealing®) und danach erfolgt die
Extension. Diese Schritte werden nacheinander in mehreren Zyklen durchgefiihrt, so dass

es zu einer exponentiellen Vermehrung der Zielsequenz kommt.
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In der vorliegenden Arbeit wurde die PCR zur Punktmutagenese und zum hochsensitiven

Nachweis von Mykoplasmengenen verwendet.

3.2.3.7 Punktmutagenese mittels PCR

Zur Erzeugung ortsspezifischer Punktmutationen wurde der QuickChange® Site-Directed
Mutagenesis Kit verwendet. Die Zielvektoren waren pcDNA3/HA-hSP-C', pEGFP-
C1/hSP-C"™ und pEGFP-N1/hSP-C™. Als DNA-Polymerase wurde PfuTurbo benutzt,
welche beide Strange der Plasmid-DNA mit hoher Genauigkeit repliziert (sechsmal
genauer als Tag-Polymerase), ohne die mutierten Oligonucleotidprimer zu versetzen. So
wurde doppelstrangige supercoiled Plasmid-DNA, die das zu verandernde Insert enthielt
(SP-C-Gen), zusammen mit zwei synthetischen Oligonucleotidprimern mit der
gewulnschten Mutation verwendet. Die Oligonucleotidprimer waren jeweils komplementar
zu einem Strang der Plasmid-DNA und wurden mittels der Pfu-DNA-Polymerase in der
PCR verlangert. Durch die Eingliederung der Oligonucleotide entstand ein lineares,
mutiertes Plasmid. Im Unterschied zur ,normalen PCR fand bei dieser Methode keine
Vermehrung des Templates statt, so dass keine exponentielle, sondern eine lineare

Vermehrung der Ziel-DNA erfolgte.

Der PCR-Reaktionsansatz enthielt je 10ng Template (pcDNA3/HA-hSP-C"), 125ng
Forward Primer, 125ng Reverse Primer, 5,0ul Zehnfach-PCR-Puffer, 1ul dNTP Mix, 1yl
Pfu-Polymerase. Das Gesamtvolumen von 50ul wurde durch die Zugabe von Wasser
erreicht. Durch verschiedene Versuche konnten die Angaben in Tabelle 9 als optimale
Einstellungen fur das PCR-Gerat definiert werden. Die verwendeten Oligonukleotidprimer

sind im Materialteil abgebildet.

Zyklen | Temperatur |Zeit
1 95°C 30s
95°C 30s
15 55°C 1 min
68°C 10 min
1 4°C bis zur Entnahme
Tabelle 9: Optimale Gerate-Einstellungen fur den PCR-Ablauf

Im Anschluss an die PCR erfolgte ein Verdau des Produktes mit der Endonuclease Dpnl
bei 37°C flir eine Stunde. Diese Endonuclease verdaute spezifisch methylierte oder
hemimethylierte DNA. Auf diese Weise war es moglich, zwischen der Template-DNA (aus

E.coli und daher methyliert) und der synthetisierten mutierten DNA zu unterscheiden.
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Nachfolgend wurde die gewonnene mutierte DNA in E.coli transformiert und anschliel3end

sequenziert.

3.2.3.8 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung erfolgte nach dem Kettenabbruchsverfahren von Sanger et al.
(1977). Es wurde nach der modernisierten Variante der halbautomatischen, nicht-
radioaktiven = Sequenzierung  vorgegangen, bei der die Detektion der
Sequenzierungsprodukte auf dem Einbau von vier verschiedenfarbigen fluoreszierenden
Didesoxynukleotiden beruht. Die Bestimmung wurde von der Firma Eurofins Medigenomix
GmbH, Fraunhoferstralle 22, D-82152 Martinsried durchgeflhrt. Alle Sequenzen der oben

genannten Vektoren wurden bestatigt.

3.2.4 Biochemische Methoden

3.2.4.1 Quantitative Proteinbestimmung

Die Gesamtproteinkonzentration in den Proben wurde nach der Methode von Bradford et
al. [83] bestimmt.

Das Bio-Rad-Farbstoff-Konzentrat wurde zunachst mit Aqua ad injectabilia im Verhaltnis
1:5 verdlnnt und anschlielfend durch einen Papierfilter filtriert, um es von Prazipitaten zu
befreien. Als Standard wurde eine Verdiunnungsreihe mit abnehmenden Konzentrationen
von BSA in PBS-Puffer hergestellt (5000ug/ml, 2500ug/ml, 1250ug/ml, 625ug/ml,
312,5ug/ml, 156,3ug/ml, 78,15ug/ml). Es erfolgte eine Doppelbestimmung der einzelnen
Standardkonzentrationen und Proben mit jeweils 5ul Probenvolumen. Die Proben und
Standardlésungen wurden zum Anfarben mit jeweils 100ul des Farbstoffreagenzes
versetzt. Im Photometer wurde die Absorption bei 600nm abzlglich des Blindwerts (Bio-
Rad-Reagenz + BSA) gemessen und mit Hilfe der Standardreihe in

Proteinkonzentrationen umgerechnet.

3.24.2 LDH-Assay

Mit Hilfe des LDH-Assays war es moglich die Menge toter A549- oder MLE-12-Zellen in
Kultur zu messen. Tote Zellen setzen aufgrund ihrer beschadigten Zellmembran

Laktatdehydrogenase in die Umgebung frei. Diese kann mit dem Assay gemessen
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werden. Auf diese Weise ist auch eine Aussage uber die Toxizitat bestimmter
Kulturzusatze, wie verschiedener Arzneimittel, zu machen.

Vor dem Start des Assays wurden die verschiedenen Reagenzien vorbereitet. Fur die Dye
Solution wurden 50mg INT und 900mg L-lactate unter leichtem Erwarmen und Ultraschall
in 50ml PBS geldst. Jede Dye Catalyst Solution wurde aus 26,10mg NAD+ und 104mg
Sucrose in 8,7ml Wasser unter leichtem Erwarmen gelost. Nach dem Abkuhlen wurde das
Diaphorase-Gemisch (20mg) und 2,6mg BSA darin aufgel0st.

Zunachst wurde der LDH-Standard frisch angesetzt. Es wurden fur 1ml Stammldsung
(50units/ml) 5,2yl LDH-Suspension (9644,4 units/ml) zu 1ml PBS gegeben. Die
Ausgangslosung fir die Standardreihe wurde durch 1:10-Verdlinnung der Stammldsung
erstellt, womit man eine Losung mit 5000U/L LDH-Suspension erhielt. Zur Erstellung der
Standardreihe wurde die Ausgangslosung jeweils 1:1 mit PBS verdunnt, wodurch man
folgende LDH-Standard-Werte erhielt: 5000U/L - 2500U/L - 1250U/L - 625U/L - 312U/L -
156U/L - 78U/L . Als Blindprobe (OU/L ) wurde reines PBS verwendet.

Es wurden jeweils 100ul Standard und 100ul Probe (Kulturiberstand oder Zelllysat) in
PBS pro Mikrotiterplattenvertiefung  pipettiert. Die  Messung erfolgte als
Doppelbestimmung. Daraufhin wurde der Farbstoff zugegeben. Zu jedem Ansatz wurden
30ul Dye solution pipettiert. Nun wurden zu jedem Ansatz 20ul Catalyst solution pipettiert.
Dies musste schnell erfolgen, da die Reaktion auch bei Raumtemperatur sofort einsetzte.
Anschlieflend wurde die Platte im ELISA-Reader bei einer Wellenlange von 492nm far 15

Minuten im Kinetikmodus ausgelesen, wobei jede Minute eine Messung erfolgte.

Zur Auswertung wurde die Steigung der Kurve im linearen Bereich (Mean V; zwei bis zehn
Minuten) gegen den Standard aufgetragen, um die unbekannten Werte daraus zu

berechnen.

3.2.5 Zellbiologische Methoden

3.2.5.1 Austestung der vertraglichen Arzneimittelkonzentration

In diesem Test wurde die Vertraglichkeit der Arzneimittel Hydroxychloroquinsulfat (in
Wasser geldst), Methylprednisolon (in Ethanol geldst), Azathioprin (in DMSO geldst) und
Cyclophosphamid (in Wasser geldst) untersucht. Diese Ldsungen wurden auf einen

Arzneimittelgehalt von 1000uM eingestellt.
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Zur Konzentrationsbestimmung wurden MLE-12-Zellen zunachst sechs Stunden, dann 24
Stunden und schliel3lich 30 Stunden lang mit einer Konzentration von je 0,5uM,
10uM und 100uM der Arzneimittelldsung inkubiert. Dazu wurden in 6-Well-Platten je
300000 MLE-12-Zellen pro Vertiefung ausgesat, mit RPMI-Medium versetzt und auf die
entsprechenden Arzneimittelkonzentrationen eingestellt. Nach Erreichen der jeweiligen
Inkubationszeit wurden Zelllysate prapariert, der Gesamtproteingehalt nach der Bradford-
Methode gemessen und 20ug Gesamtprotein lyophylisiert. Mit diesen Lyophylisaten wurde
eine Westernblotanalyse zur Quantifizierung der Hitzeschockproteine Calreticulin,
Calnexin, Hsp70 und Hsp90 durchgeflhrt.

3.2.5.2 Elektronenmikroskopie

Die Morphologie der Lamellarkorperchen wurde elektronenmikroskopisch durch die
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Dr. Welsch der Anatomischen Anstalt der LMU untersucht. Bei
dem Gerat handelte es sich um ein CM 10 von Phillips. Die Schnittdicke betrug 70nm.

Zur Probenvorbereitung wurden Collagengele in 12-Well-Platten gegossen. Pro Well
wurden 170ul Collagenldésung auf dem Boden des Wells gleichmaRig verteilt. Dazu fugte
man ein Gemisch aus je 20ul Zehnfachmedium und NaOH-L6sung und bewegte die 12-
Well-Platte 15 Sekunden lang kreisformig. Das Gel verfestigte sich innerhalb von 15
Minuten und haftete am Boden des Wells. Nach dem Ausharten wurden die Zellen auf

dem Gel ausgesat. Sie wuchsen bis zu einer Konfluenz von 70 bis 80% an.

Die Fixierung der Zellen erfolgte mit 3,5% Glutaraldehyd in Kakodylatpuffer bei 4°C Uber
einen Zeitraum von 24 Stunden. AnschlieRend wurden die Zellen in 1% Glutaraldehyd in
Kakodylatpuffer bei 4°C aufbewahrt. Nach der Fixierung erfolgten innerhalb einer Stunde
drei Waschgange mit Kakodylatpuffer bei 4°C und zwar einmal zehn Minuten, einmal 20
Minuten und einmal 30 Minuten lang. Die Zellen wurden mit 2% Osmiumtetroxid in Aqua
ad injectabilia bei 4°C nachfixiert und kontrastiert. Schliel3lich erfolgte ein weiterer
Waschgang mit Kakodylatpuffer, jeweils fir funf und flr zehn Minuten. Nun wurden die
Zellen in eine halbgesattigte vierprozentige wassrige Uranylacetatlosung mit einer
Temperatur von 4°C Uberfuhrt und dort 24 Stunden im Block kontrastiert. Schlieldlich
erfolgte erneut ein Waschgang mit Kakodylatpuffer, jeweils fir funf und fur zehn Minuten.
Die Entwasserung geschah mit Hilfe einer Alkoholverdinnungsreihe. Dann wurden die
Zellen in zwei- bis vierprozentigem Agar-Agar zur nachfolgenden Untersuchung

eingebettet.
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3.2.5.3 Analyse der Phospholipide mittels Massenspektrometrie

Die Phospholipidzusamensetzung der transfizierten Zellen wurde mittels Elektrospray-
lonisation-Doppelmassenspektrometrie (ESI-MS/MS) analysiert. Phospholipide lassen sich
gut durch ESI-MS/MS untersuchen, da sie sich in ihrer polaren Kopfgruppe eindeutig
voneinander unterscheiden. Bei der ESI-MS/MS im Positivmodus steigt die lonenintensitat
in der Reihenfolge PS < PG < PE << PC. Die Kopfgruppen werden bei den
unterschiedlichen PL vollstandig oder ohne Phosphat abgespalten.

Ziel des Versuchs war es, den Wildtyp in seiner Zusammensetzung mit zwei
verschiedenen Mutationen zu vergleichen. Weiterhin sollten die unbehandelten Zellen den
mit Methylprednisolon und Hydroxychloroquin behandelten Zellen gegenuber gestellt
werden. Zielgrolen waren hierbei die Zusammensetzung der Zelle und des

Kulturiberstandes.

Die drei stabil transfizierten MLE-12-Zellkulturen (pcDNA3/HA-hSP-C"', pcDNA3/HA-hSP-
C'T und pcDNA3/HA-hSP-CA'"®P) wurden in 6-Well-Platten zu je 300000 Zellen pro Well
ausgesat und mit 1ml serumfreiem RPMI-Medium bedeckt. Diese wuchsen zunachst auf
70% Konfluenz an und wurden anschlie®end unbehandelt oder mit 10uM
Arzneimittelldsung behandelt fir 24 Stunden inkubiert. Als Arzneimittelldsungen wurden
Methylprednisolon und Hydroxychloroquin verwendet. Der Ansatz wurde als Mehrfach-
Bestimmung durchgefuhrt. Nach der 24-stindigen Inkubationszeit wurde der
Kulturiberstand abgenommen und in ein Eppendorfgefal® Uberfihrt. Nun wurde bei
12000xg flinf Minuten lang zentrifugiert, um eventuell im Uberstand schwimmende Zellen
abzutrennen. Der daraus resultierende Uberstand wurde in ein frisches Eppendorfgefa
gefullt, vollstandig lyophylisiert und in 1ml 0,1-prozentigem SDS aufgenommen. Der
Zellrasen wurde mit 0,5ml 0,2-prozentigem SDS lysiert und in ein Eppendorfgefal
Uberfuhrt. Anschlieiend wurde mit 0,5ml Aqua ad injectabilia nachgewaschen und diese
Lésung in dasselbe Eppendorfgefal® Uberfihrt. Somit betrug die Endkonzentration im
Eppendorfgefall 0,1% SDS. Um uberschussige Zellfragmente abzutrennen, wurde mit
12000xg 20 Minuten lang bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein frisches

Eppendorfgefall Gberfuhrt. Die Zelllysate wurden auf ihren Gesamtproteingehalt bestimmt.

Die Proben wurden zur Analyse an die Kooperationsarbeitsgruppe Prof. Dr. Schmitz,
Institut fur Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin des Universitatsklinikums

Regensburg, auf Trockeneis verschickt. Dort wurde die Phospholipidzusamensetzung der
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Proben  mittels  Elektrospray-lonisation-Doppelmassenspektrometrie  (ESI-MS/MS)

analysiert.

3.2.6 Immunologische Methoden

3.2.6.1 1D-SDS-PAGE

Mit Hilfe einer SDS-PAGE ist es mdglich, die verschiedenen Proteinbestandteile einer
Probe nach ihrer GroRe aufzutrennen. Bei dieser Art der Elektrophorese werden die
Proben in einem Polyacrylamidgel untersucht. SDS wirkt dabei als Detergens und zerstort
alle Disulfidbricken im Protein. Im elektrischen Feld werden die Proben getrennt, aufgrund
ihrer negativen Ladung wandern sie im Gel. Kleine Proteine laufen dabei schneller durch

das Gel als grole Proteine.

Zur Probenvorbereitung wurde nach einer Bestimmung des Gesamtproteingehalts der
Proben die gewunschte Menge aliquotiert, in der Vakuumzentrifuge lyophyllisiert und in
jeweils 1pl Probenpuffer pro 1ug Gesamtprotein aufgenommen. Nach kurzem Vortexen
und Zentrifugieren bei 1000xg wurden die Proben zehn Minuten lang bei 70°C im
Wasserbad inkubiert. Nach erneutem Vortexen und Zentrifugieren wurden die Proben auf

das Gel aufgetragen, jeweils 20ug Gesamtprotein pro Spur.

Die Proben wurde mit Hilfe von 1D-SDS-PAGE aufgetrennt. Fir die Untersuchungen
wurde MES-Laufpuffer (LDS-Sample-Buffer 25%, Reducing-Agent 10%, H20 65%)
verwendet. Als Molekulargewichtsmarker diente MultiMark-12 von Invitrogen. Fur stabile
reduzierende Bedingungen sorgte die Zugabe von NUPAGE Antioxidant zum Laufpuffer.
Die Elektrophorese erfolgte in den Xcell SureLock Minicell Kammern bei 200V, 100mA flr
35 Minuten. Nach dem Elektrophoreselauf wurde das Gel mit Coomassie bzw.

Silberldsung gefarbt oder mittels Westernblot auf eine Nitrocellulosemembran Gbertragen.

3.2.6.2 Coomassie-Farbung des SDS-Gels

Das Gel wurde zur Farbung nach Coomassie et al. fur mindestens flinf Minuten in der
Farbelosung inkubiert, je nach erwlnschter Bandenintensitat. Die Farbelosung setzte sich
aus 500mg Coomassie-Reagenz, 100ml destilliertem Wasser, 100ml Methanol und 20ml
Essigsaure zusammen. Zur Fixierung wurde ein Gemisch aus 100ml destilliertem Wasser,
80ml Methanol und 20ml Essigsaure verwendet. Die Lagerung des Gels erfolgte in 25%

Methanol.
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3.2.6.3 Silberfarbung des SDS-Gels

Fir die Silberfarbung wurde die Methode nach Heukeshoven/Dernick (1985) angewendet,
wobei das Gel 30 Minuten lang in der Fixierungslosung (30% Ethanol, 10% konzentrierte
Essigsaure, 60% H20) fixiert und anschlieBend fur weitere 30 Minuten in der
Inkubationslésung (68g Natriumacetat, 300ml Ethanol, 2g Natriumthiosulfat, auf 1000mi
mit H2O) inkubiert wurde. Anschlieend wurde es dreimal 15 Minuten lang mit Aqua ad
injectabilia gewaschen und dann fur 20 Minuten in der Silberldsung (2g Silbernitrat, 37%
Formaldehyd, auf 1000ml mit H,O) versilbert. Nach Zugabe der Entwicklerldsung (259
Natriumcarbonat, 37% Formaldehyd, auf 1000ml mit H,O) wurde zwischen drei bis zehn
Minuten gewartet, je nach Farbintensitat der Banden, und dann die Farbereaktion durch
Zugabe von funfprozentiger Essigsaure gestoppt. Die Lagerung des Gels erfolgte in

einprozentiger Essigsaure.

3.2.6.4 Immunodetektion mittels Westernblot

Mit Hilfe des Westernblot-Verfahrens ist es moglich, in einem SDS-Page aufgetrennte
Proteinproben auf eine Membran zu Ubertragen und diese weiter zu untersuchen. Dabei
konnen verschiedene Proteinbanden mit unterschiedlichen spezifischen Antikorpern

sichtbar gemacht werden.

Der Proteintransfer erfolgte im vertikalen ,SemiDry“-Verfahren unter Nutzung des Xcell Il
Blot Modules auf eine PVDF-Membran fur 60 Minuten bei 30V und 170mA im
Transferpuffer (5% NuPAGE-Transfer-Buffer, 20% Methanol, 75% Wasser). Die PVDF-
Membran wurde vor Gebrauch mit Methanol fir eine Minute aktiviert, in Aqua ad
injectabilia fir eine Minute equilibriert und anschlieBend zehn Minuten lang im

Transferpuffer gelagert.

Zur Detektion wurde die Membran drei Stunden lang in Blocking-Puffer (5% Milchpulver +
TBS-T-Puffer = Blotto A) inkubiert, um eine Absattigung der freien Bindungsstellen zu
erreichen. Das Verdlinnungsschema fir die verschiedenen Antikérperlésungen ist
Tabelle 3 des Materialteils zu entnehmen. Als Verdiinnungslésung diente Blotto A. Uber
Nacht erfolgte die Inkubation mit der ersten Antikorperldsung. Nach Entfernen von
Uberschussigen, nicht gebundenen Antikérpern durch dreimaliges Waschen mit
TBS-T-Puffer fur jeweils zehn Minuten wurde mit der zweiten Antikdrperlésung (zweiter
Antikorper IgG-HRP-Konjugat) fur eine Stunde inkubiert. Die Membran wurde erneut

dreimal mit TBS-T gewaschen und schlieBlich nach Aktivierung mit der ECL-
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Chemilumineszenzlésung auf einem Roéntgenfilm entwickelt. Die fertigen Filme wurden

anschlieend mit dem FluorS Multi Imager eingelesen.

Die Auswertung der Schwarzungsintensitat der Banden auf dem Rontgenfilm wurde mit
der Software Aida von Raytest durchgefuhrt. Fur die Zuordnung des Molekulargewichts an
Hand des Molekulargewichtsmarkers wurde das Programm QuantitiOne von Biorad

verwendet.

3.2.6.5 Immunohistochemie

Mittels Immunohistochemie ist es modglich, Zellen bzw. bestimmte Zellkompartimente
genauer zu untersuchen. Durch die Anfarbung mit verschiedenen fluoreszenzmarkierten
Antikdérpern, die spezifisch gegen bestimmte Antigene der Zelle sind, ist eine Beobachtung
unter dem Fluoreszenzmikroskop maoglich. Dabei konnen die verschiedenen

Lokalisationen dieser Antigene in der Zelle sichtbar gemacht werden.

Es wurden Zellen in 6-Well-Platten auf Glas-Coverslips ausgesat, die man bis zu einer
Konfluenz von 60 bis 80% anwachsen lie®. Bei Bedarf wurden die Zellen gleichzeitig auf

Coverslips transfiziert.

Zum Fixieren wurden die Zellen mit D-PBS gewaschen und anschlieBend mit
vierprozentigem Paraformaldehyd (PFA) flir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Das vierprozentige PFA wurde vor Gebrauch in der nétigen Menge durch Verdinnung
einer zwanzigprozentigen PFA-Stammlosung mit D-PBS im Verhaltnis 1:5 frisch
hergestellt. Fur die Stammlésung wurden 2g Paraformaldehyd in D-PBS durch Zugabe
von 100yl 5N-NaOH und Erhitzen auf 80°C in Lésung gebracht. Die Lésung wurde
anschlielend auf 10ml aufgefullt und bei 4°C gelagert. Im Anschluss an die Fixierung
wurde das PFA entfernt, die Probe dreimal mit D-PBS gewaschen und bis zur weiteren
Verwendung mit D-PBS uberschichtet bei 4°C aufbewahrt. Die Coverslips wurden zur
weiteren Behandlung in der 6-Well-Platte belassen und jeder mit 1ml der jeweiligen

Arbeitslosung Uberschichtet.

Zur Permeabilisierung wurden die fixierten Zellen zehn Minuten lang in 0,5% Triton X-100
in D-PBS bei Raumtemperatur inkubiert. FUr die Immunfarbung wurde 30 Minuten lang bei
Raumtemperatur mit 3% BSA, 10% FBS in D-PBS geblockt. Zunachst wurde der erste
Antikérper fur 60 Minuten bei Raumtemperatur in einer Verdinnung von 1:100 in 3% BSA,
10% FBS in D-PBS inkubiert. Daraufhin wurde dreimal mit D-PBS jeweils funf Minuten
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lang gewaschen. Nun wurde der zweite Antikérper fir 60 Minuten bei Raumtemperatur in
einer Verduinnung von 1:200 (Alexa-Konjugate) in 3% BSA, 10% FBS in D-PBS inkubiert.
Von nun an mussten die Proben vor Licht geschitzt werden. Nach der Inkubationszeit
wurde dreimal mit D-PBS jeweils funf Minuten lang gewaschen. Zur Blau-Farbung der
Zellkerne wurden die Coverslips mit DAPI (Excitation: 360 nm, Emission: 460 nm, Filter Il
blue) behandelt. Dazu wurden sie fur zehn Minuten mit 1ug/ml DAPI-Losung inkubiert. Die
DAPI-LOosung wurde aus der DAPI-Stammlosung (5mg/ml in DMF) mit D-PBS im
Verhaltnis 1:5000 verdinnt. Hiernach wurde dreimal mit D-PBS jeweils funf Minuten lang

gewaschen.

Die Coverslips wurden aus der 6-Well-Platte herausgelést und mit VECTASHIELD®
luftblasenfrei auf den Objekttragern befestigt. Nach 15 Minuten Trocknung bei
Raumtemperatur wurden die Coverslips mit klarem Nagellack abgedichtet. Nun konnten

die Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet und Bilder aufgenommen werden.

3.2.6.6 Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um eine Zellanalysetechnik zur Bestimmung
bestimmter Parameter der Zellen. Die benutzten Gerate werden ,fluorescence activated
cell sorter” (FACS) genannt. Das Prinzip bei der Durchflusszytometrie basiert darauf, dass
Fluorophor-Antikorper, die an einer Zelle befestigt sind beim Passieren eines Laserstrahls
angeregt werden und bestimmte Wellenlangen wieder emittieren. Dazu werden die Zellen
in Loésung durch eine Kapillare gesaugt. Sie passieren im Sensormodul einzeln einen
Laserstrahl. Die Zelle emittiert dabei Streulicht und Fluoreszenzimpulse, sofern Antikdrper
gebunden haben. Aus diesen Emissionen kann man verschiedene Eigenschaften der Zelle
ableiten. Der Forward Scatter gibt durch die Beugung des Lichts die ZellgroRe, der Side
Scatter durch die Brechung des Lichts die Granularitat an. Markiert man die Zellen vorher
mit fluoreszierenden Antikdrpern, die mit verschiedenen Oberflachenantigenen reagieren,

kann man sie zusatzlich auch nach diesen Merkmalen unterscheiden.

Es wurde ein Vier-Farben-Durchflusszytometer verwendet, das die Simultanmessung von
vier Fluorochromen in einer Probe erlaubte. Die Fluorochrome wurden mit einem
Argonlaser angeregt und wiesen so ein detektierbares Emissionsspektrum auf. Es wurden
die Fluorochrome PE (Maximale Anregung: 488nm, Emission: 575nm, Farbe: Rot-Orange)

und FITC (Maximale Anregung: 488nm, Emission: 520nm, Farbe: griin) verwendet.
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Zur Probenvorbereitung wurde 500ul der jeweiligen Zellsuspension flr sechs Stunden
(Neutrophile) bzw. 24 Stunden (Lymphozyten) bei 37°C mit 500ul Kulturiberstand
stimuliert. Zur Erzielung besserer Ergebnisse wurde der Kulturiberstand bei
nachfolgenden Versuchen einkonzentriert. Hierfir wurden Microkonzentratoren verwendet,
die den Kulturiiberstand von allen Substanzen < 1kDa reinigten (Abbildung 17). Der
Kulturiberstand wurde oberhalb des Filters eingefullt und anschlieend fur drei Stunden
bei 7000xg und 8°C zentrifugiert. Auf diese Weise wurde das Volumen von 3,5ml auf
500ul eingeengt. Dieses Konzentrat wurde dann auf die isolierten Neutrophilen bzw.

Lymphozyten gegeben.

Kulturtberstand

Bestandteile
Kulturiberstand < 1 kDa

/

Filter, Parengroie 1 kDa
e ﬁ:’,p’.u_-;;,gl//
/

Abbildung 17: Darstellung des Konzentrators

Die Proben wurden mit der Methode der direkten Fluoreszenzfarbung gefarbt, bei der die
Antikdrper direkt mit einem Fluoreszenzfarbstoff konjugiert sind. Die optimale
Antikorperkonzentration wurde von unserem Kooperationspartner Dr. med. Dominik Hartl
ausgetestet. Die Originalldsung der Antikorper und Isotypenkontrollen wurde immer im

Verhaltnis 1:4 mit Aqua ad injectabilia verdunnt.

Die stimulierten Neutrophilen/Lymphozyten wurden bei 300xg pelletiert und anschliel3end
in D-PBS resuspendiert, um die Zellen zu waschen. Nach dreimaligem Waschen wurde
die in PBS resuspendierte Zellsuspension im Falle der Neutrophilen auf zwei
Eppendorfgefalle, im Falle der Lymphozyten auf vier Eppendorfgefalle verteilt. Pro
Eppendorfgefall wurden 10ul Antikérperlésung und Isotypenkontroll-Lésung dazu
gegeben (Tabelle 10). Die Originalldésung der Antikdrper und Isotypenkontrollen wurde

immer im Verhaltnis 1:4 mit Aqua ad injectabilia verdunnt.
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Zellart Antikorper Isotypenkontrolle
Neutrophilenzellsuspension, CD11b - PE IgG 1-PE
stimuliert durch KulturGiberstand X
CXCR-1-PE IgG 2 - PE
Lymphozytenzellsuspension, CXCR-1-PE + CD4 - FITC IgG2-PE+1gG1-FITC
stimuliert durch Kulturiberstand X | CCR-2 - PE + CD4 - FITC IgG2-PE+IgG1-FITC
CXCR-1-PE +CD8 - FITC IgG2-PE+1gG1-FITC
CCR-2-PE +CD8 - FITC IgG2-PE+IgG1-FITC

Tabelle 10: Pipetierschema bei der Antikérperzugabe beim FACS

Nach kurzem Vortexen wurden die Proben 15 Minuten lang bei Raumtemperatur ohne
Licht (Ausnahme CCR-2: 1 h) inkubiert. Danach wurden 100ul Reagenz 1 (Formaldehyd
5,5%) zugegeben und die Proben erneut gevortext. Die Proben wurden wieder bei
Raumtemperatur fir 15 Minuten unter Lichtausschluss inkubiert. Nun wurde 1ml PBS
hinzugemischt. Bei 300xg wurde danach fir zehn Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet wurde in 300ul PBS aufgenommen. Die Messung erfolgte
in einem FACS-Rohrchen. Fir die Aufnahme und Auswertung der Daten wurde das

Programm Cell Quest 3.1f von Becton & Dickinson verwendet.

3.2.7 Statistik

Der Mann-Whitney-Test wurde bei parameterfreien statistischen Experimenten fur den
Vergleich zweier ungepaarter Gruppen verwendet. Als Signifikanztest zeigte er den
Unterschied der zentralen Tendenz zweier unabhangiger Gruppen an. Die Ergebnisse
wurden als Mittelwert + Standardabweichung verschiedener Stichproben angegeben,

wobei sich jede Stichprobe aus drei bis vier Einzelmessungen zusammensetzt.

Wurden mehr als zwei ungepaarte Gruppen miteinander verglichen, wurde der Kruskal-

Walllis-Test verwendet, ebenfalls ein parameterfreier statistischer Test.

Fur die Korrelationsanalyse wurde nach Spearmans parameterfreiem Test vorgegangen.

Als statistisch signifikant wurde ein p-Wert kleiner 0,05 festgelegt.
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4  Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei der SP-C-Mutationen naher untersucht, I73T als
Vertreter der Non-BRICHOS-Doméanen-Mutationen und A116D als Vertreter der
BRICHOS-Domanen-Mutationen. Es wurden diverse Aspekte des mutierten proSP-C im

Vergleich zum Wildtyp proSP-C dargestellt.

Einige der dargestellten Aspekte wurden als Screeningversuch auf die SP-C-Mutationen
P30L, L110R, P115L und L188Q ausgedehnt. Die Ergebnisse sind als Unterpunkt bei den

jeweiligen Kapiteln aufgefihrt.

4.1 Allgemeine Vorarbeiten

4.1.1 Erzeugung verschiedener Zielvektoren

Mittels QuickChange® Site-Directed Mutagenesis Kit wurden die Vektoren
pcDNA3/HA-hSP-C, pEGFP-C1/hSP-C, pEGFP-N1/hSP-C'73T: L110R. P115L, AT16D, L188Q 5,\g
pcDNA3/HA—hSP—CWt, pEGFP—C1/hSP—CWt, pEGFP—N1/hSP—CWt generiert. Hierbei wurden
jeweils Punktmutationen an bestimmten Stellen des SP-C-Gens eingefuhrt. Die mutierten

Vektoren wurden in E.coli-Zellen transformiert.

Die transformierten E.coli-Zellen wurden auf die Aufnahme der Plasmid-DNA mit Hilfe der
nun vorhandenen Antibiotikaresistenz gescreent. Nach Vermehrung der positiven Kolonien
wurde Plasmid-DNA extrahiert und mittels Restriktionsverdau und anschlieRender
Agarosegelelektrophorese auf die richtige GrolRe getestet. Wie in Abbildung 18, Abbildung
19 und Abbildung 20 ersichtlich, enthielten alle E.coli-Zellen die gewunschte Plasmid-

DNA. Die linearisierte Plasmid-DNA wies die richtige GroRe auf.

Ungeschnittene Plasmid-DNA, die in den Abbildungen den linken Bereich einnimmt, kann
unterschiedliche Konformationen einnehmen, daher wurden im Gel mehrere Banden
detektiert. Plasmid-DNA kann einen Einzelstrangbruch aufweisen, in der entspannt
zirkularen oder in der superspiralisierten Form vorliegen. Mit der eben genannten
Reihenfolge wurde die Kompaktheit der Plasmid-DNA und damit die Laufgeschwindigkeit
im Gel wiedergespiegelt. Somit entspricht die oberste Bande der Plasmid-DNA, die einen

Einzelstrangbruch aufweist, die mittlere Bande der entspannt zirkularen Form und die
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unterste Bande der superspiralisierten. Im rechten Bereich der Abbildungen ist Plasmid-
DNA dargestellt, die mittels eines Restriktionsenzyms linearisiert wurde.

In Abbildung 18 wurde der Vektor pcDNA3/HA-hSP-C vorliegend als Wildtyp oder Mutante
untersucht. Offenbar wurde bei den Mutationen P30L, 73T und L110R keine
superspiralisierte Form der ungeschnittenen Plasmid-DNA ausgebildet. Die Grélie eines
linearen DNA-Fragmentes lasst sich Uber einen GroRenstandard im Agarose-Gel
berechnen. Die isolierte Plasmid-DNA wurde mittels des Restriktionsenzyms XhOlI

linearisiert. Man sieht, dass pro Spur nur eine Bande in der erwarteten Grolde erscheint.

500 ng ungeschnittene Plasmid-DNA 500 ng Plasmid-DNA, geschnitten
mit Restriktionsenzym Xhol bei
37°C fur 1 Std.
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Abbildung 18: Agarosegelelektrophorese von Plasmid-DNA (pcDNA3/HA-hSP-C). Spur 1/9: Wt, Spur
2/10: P30L, Spur 3/11: 173T, Spur 4/12: L110R, Spur 5/13: P115L, Spur 6/14: A116D, Spur 7/15: L188Q,
Spur 8/16: Molekulargewichtsmarker, Agarosegel 0,8% in TAE-Puffer. Die linke Seite des Gels zeigt
ungeschnittene Plasmid-DNA, die in mehreren Konformationen vorliegt. Von oben nach unten betrachtet,
erscheint zuerst Plasmid-DNA, die einen Einzelstrangbruch aufweist, dann die entspannt zirkulare Form und
anschlielen die superspiralisierte. Auf der rechten Seite des Gels ist die mit XhOl linearisierte Plasmid-DNA
zu sehen. Wie erwartet, weisen alle Banden die gleiche Groflie auf.



4 Ergebnisse - Allgemeine Vorarbeiten 58

Als erster Vertreter der fluoreszierenden Vektoren wurde pEGFP-C1/hSP-C in Abbildung
19 wiedergegeben. Im Unterschied zu pcDNA3/HA-hSP-C wurde hier nur bei Wt, P30L
und L188Q eine superspiralisierte Plasmid-DNA-Form ausgebildet. Als Restriktionsenzym

wurde Kpnl verwendet.

500 ng Plasmid-DMA geschnitten
mit Restrildionsenzym Kpnl bei
A7°Cfor 15td.

500 ng ungeschnittene
Flasmid-DMA
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Abbildung 19: Ubersicht (iber die aus transformierten E.coli-Zellen isolierte Plasmid-DNA
(PEGFP/C1-hSP-C). Spur 1: Molekulargewichtsmarker, Spur 2/9: Wt, Spur 3/10: P30L, Spur 4/11: 173T,
Spur 5/12: L110R, Spur 6/13: P115L, Spur 7/14: A116D, Spur 8/15: L188Q. Agarosegel 0,8% mit TAE-
Puffer. Die linke Seite des Gels zeigt ungeschnittene Plasmid-DNA, die in mehreren Konformationen
vorliegt. Von oben nach unten betrachtet, erscheint zuerst Plasmid-DNA, die einen Einzelstrangbruch
aufweist, dann die entspannt zirkulare Form und anschlieRen die superspiralisierte. Auf der rechten Seite
des Gels ist die mit Kpnl linearisierte Plasmid-DNA zu sehen. Wie erwartet, weisen alle Banden die gleiche
GroRe auf.
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Ein weiterer Vertreter der fluoreszierenden Vektoren ist pEGFP-N1/hSP-C (Abbildung 20).
Hier ist im Vergleich zu pEGFP-C1/hSP-C das Surfactantprotein-C-Gen N-terminal
verknupft. Daher wurde bei der linearisierten Form der Plasmid-DNA kein
Grollenunterschied zu pEGFP-C1/hSP-C gefunden. Als Restriktionsenzym wurde ECoRI

verwendet.

_ 500 ng Plastid-DMNA geschritten
00 ng ungeschnittens it Festriltionserzym ECoRI bei
Plasmd-Dia 370 fir 1 Std

2 3 4 65 6 7 819 10 11 12 13 1415
[kbp]

| ITH"TH"‘ T

_!Iliu----....-

- |

Abbildung 20: Ubersicht (iber die aus transformierten E.coli-Zellen isolierte Plasmid-DNA
(PEGFP/N1-hSP-C). Spur 1: Molekulargewichtsmarker, Spur 2/9: Wt, Spur 3/10: P30L, Spur 4/11: I73T,
Spur 5/12: L110R, Spur 6/13: P115L, Spur 7/14: A116D, Spur 8/15: L188Q. Agarosegel 0,8% mit TAE-
Puffer. Die linke Seite des Gels zeigt ungeschnittene Plasmid-DNA, die in mehreren Konformationen
vorliegt. Von oben nach unten betrachtet, erscheint zuerst Plasmid-DNA, die einen Einzelstrangbruch
aufweist, dann die entspannt zirkulare Form und anschlieRen die superspiralisierte. Auf der rechten Seite
des Gels ist die mit ECoRI linearisierte Plasmid-DNA zu sehen. Wie erwartet, weisen alle Banden die gleiche
GroRe auf.

Im Anschluss an die GroRenuberprufung wurde die Plasmid-DNA sequenziert, um den
korrekten  Nukleotidaustausch zu  bestatigen. In  Abbildung 21 sind die
Sequenzierungsergebnisse am Beispiel von Vektor pEGFP/C1-hSP-C dargestellt. Durch
das schwarz umrandete Rechteck wurden die ausgetauschten Banden hervorgehoben.
Die Vektoren pEGFP/N1-hSP-C und pcDNA3/HA-hSP-C wurden analog untersucht. Fur

alle Vektoren wurde ein korrekter Nukleotidaustausch bestatigt.
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Abbildung 21: Ubersicht der Sequenzierungsergebnisse von pEGFP/C1-hSP-C. Es wurde jede
Mutation in ihrer Sequenz (untere Zeile) dargestellt und mit dem Wildtyp (obere Zeile) verglichen. Die
schwarz markierten Kastchen zeigen die Veranderung auf. P30L: CCA (P) > CTA (L), I73T: ATT () > ACT

(T), L110R: CTG (L) > CGG (R), P115L: CCA (P) > CTA (L), A116D: GCC (A) > GAC (N), L188Q: CTG
(L) > CAG (Q)
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4.1.2 Transfektion

4.1.2.1 Optimierung der Transfektionseffizienz

Die Transfektionseffizienz wurde durch Austestung verschiedener Verhaltnisse von DNA
zum Transfektionsreagenz ExGen500 optimiert. Es wurde 1ug DNA von pEGFP/C1
eingesetzt und jeweils mit 3,3ul (sechs Aquivalente) oder 5,5ul (zehn Aquivalente)
Reagenz versetzt. In der Abbildung 22 sind auf der linken Seite die mit GFP transfizierten
Zellen zu sehen und auf der rechten Seite alle Zellen im Durchlicht. Die hochste
Transfektionsrate wurde mit sechs Aquivalenten ExGen500 erreicht. Alle weiteren

Transfektionen wurden mit diesem Verhaltnis durchgeflhrt.

GFP

MLE-12
6 Aquivalente ExGen500

A549
6 Aquivalente ExGen500

Abbildung 22: Auswertung der Transfektionseffizienztestung. Es wurde zu 100ul 150-millimolarer NaCl-
Lésung 1ug DNA gegeben und anschlieRend mit 3,3ul ExGen500 (entspricht sechs Aquivalenten) versetzt.
Das Gemisch wurde zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und nachfolgend in ein Well einer 12-Well-
Platte zu 1ml Zellsuspension (entweder MLE-12-Zellen in RPMI-Medium oder A549-Zellen in MEM-Medium),
welche ca. 300000 Zellen enthielt, pipettiert. Im Fluoreszenzmikroskop erscheinen GFP-transfizierte Zellen
grun, im Durchlicht sind alle Zellen erkennbar.
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4.1.2.2 Stabile Transfektion
Es gelang, folgende Vektoren stabil in MLE-12-Zellen zu transfizieren:
» MLE-12-Zellen transfiziert mit pcDNA3/HA-hSP-C™!
» MLE-12-Zellen transfiziert mit pcDNA3/HA-hSP-CP3
» MLE-12-Zellen transfiziert mit pcDNA3/HA-hSP-C'"*T
» MLE-12-Zellen transfiziert mit pcDNA3/HA-hSP-C”''%
= MLE-12-Zellen transfiziert mit pcDNA3/HA-hSP-CA'eP
» MLE-12-Zellen transfiziert mit pcDNA3/HA-hSP-C-"1R
» MLE-12-Zellen transfiziert mit pcDNA3/HA-hSP-C-'88¢

Als Selektionsmittel wurde Neomycin (G418) in einer Konzentration von 600ug/ml dem
Vollmedium zugefiigt. Zur Uberpriifung, ob das Protein exprimiert wurde, wurde eine
Westernblotanalyse von Gesamtzell-Lysaten durchgefuhrt, bei der das Fusionsprotein HA
detektiert wurde (Abbildung 23). Man sieht, dass im Vergleich zu untransfizierten Zellen
(Spur 1) der HA-Tag detektiert werden konnte. Es sind mehrere Banden zu sehen, da HA
an proSP-C gebunden wurde und je nach Prozessierungsstufe unterschiedliche Grofden

von proSP-C vorliegen, die alle mit HA sichtbar gemacht werden konnten.

185
98

52

Abbildung 23: Westernblotanalyse der HA-Fusionsproteine. Dargestellt sind MLE-12-Zellen, die stabil
mit pcDNA3/HA-hSP-C transfiziert sind. Spurbelegung: 1: MLE-12, 2: Wt, 3: P30L, 4: I73T, 5: L110R, 6:
A116D, 7: P115L, 8: L188Q. Geltyp: NuPage Bis-Tris 10% Midi, Puffer: NuPage MES Puffer, RedAge:
reduzierend, Lauf: 50min, Blot: 60min, Spurbeladung: 20ug Gesamtprotein, Blocking-Lésung: 5%
Milchpulver in TBS-T. 1.AK: HA-Tag von Roche, 1:1000, O/N 4°C, in Blocking-Losung, 2.AK: anti-rat,
1:10000, Raumtemperatur 60min, in Blocking-L&sung.
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4.1.3 Austestung der vertraglichen Arzneimittelkonzentration

Es wurde nach der minimalen Arzneimittelkonzentration gesucht, die zu einer signifikanten
Anderung in der Expression bestimmter Hitzeschockproteine fiihrt, die in die
Faltungsprozesse aberrant prozessierter Proteine involviert sind. Die Viabilitat der Zellen
sollte nicht beeinflusst werden. Hierbei wurden Arzneimittel verwendet, die zur Zeit bei der
Behandlung von an ILD erkrankten Patienten eingesetzt werden. Es handelt sich um
Hydroxychloroquin, Cyclophosphamid, Azathioprin und Methylprednisolon.

Mit einer Arzneimittelkonzentration von 10uM und einer Inkubationszeit von 24 Stunden
wurde mittels Westernblotanalyse eine Anderung in der Expression der
Hitzeschockproteine im Vergleich zu Basalexpression festgestellt. Hierbei wurden Hsp70,
Hsp90, Calnexin und Calreticulin untersucht. Eine niedrigere Arzneimittelkonzentration
(0,5uM) zeigte kein genugend starkes und eine hohere (100uM) kein starkeres Signal auf
dem Westernblot im Vergleich zu 10uM Arzneimittelkonzentration. Ahnlich verhielt es sich
mit der Lange der Inkubationszeit. Nach sechs Stdunden war kaum ein Signal auf dem
Westernblot zu erkennen, nach 24 Stunden erschien ein sehr gutes Signal, das durch die
Inkubationszeit von 30 Stunden nicht verbessert werden konnte. Zur deutlichen Ubersicht
wurden nicht alle durchgefuhrten Westernblots inklusive Standard abgebildet, sondern nur
die Banden ausgeschnitten, um ihre Intensitaten besser vergleichen zu konnen. Dies ist in

Abbildung 24 veranschaulicht.

Es kann festgehalten werden, dass alle weiteren Versuche mit einer
Arzneimittelkonzentration von 10uM und einer Inkubationszeit von 24 Stunden
durchgefuihrt wurden. Die Viabilitdt der Zellen nahm durch die Behandlung mit den
Medikamenten keinen Schaden. Dies wurde bei den jeweiligen Versuchen mittels Farbung
mit Trypanblau (siehe Methoden) kontrolliert. Die durchgefuhrten Zahlungen der Zellen
sind im Anhang (7.1.1 ,Viabilitatstests®) aufgefthrt.
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Abbildung 24: Auswirkungen von Inkubationszeit und Arzneimittelkonzentration auf die
Hitzeschockexpression. Dargestellt sind MLE-12-Zellen, die unbehandelt (basal), mit Cyclophosphamid
(Cyclo), Azathioprin (Aza), Methylprednisolon (Methyl) oder Hydroxychloroquin (Hydroxy) unterschiedlicher
Konzenrationen behandelt und unterschiedlich lang inkubiert wurden. In der ersten Spalte ist dargestellt,
welches Hitzeschockprotein untersucht wurde und mit welcher Arzneimittelkonzentration die Zellen
behandelt wurden. Die oberste Zeile zeigt auf, ob und mit welchem Arzneimittel die Zellen behandelt
wurden. Die unterste Zeile gibt Auskunft Gber die Inkubationsdauer. Nach der Inkubationszeit wurden
Zelllysate gewonnen und der Gesamtproteingehalt fiir den anschlieBeden Westernblot bestimmt. Geltyp:
NuPage Bis-Tris 10% Midi, Puffer: NuPage MES Puffer, RedAge: reduzierend, Lauf: 50min, Blot: 60min,
Spurbeladung: 20ug Gesamtprotein, Blocking-Losung: 5% Milchpulver in TBS-T. Verwendete Antikorper,
alle in Blocking-Lésung (1.AK 1:200, 2.AK 1:10000): Calreticulin [60 kDa]: 1. AK: anti-Calregulin (C-17),
Santa Cruz; 2. AK: anti-Goat IgG-HRP conjugate, Biozol; Calnexin [90 kDa]: 1. AK: anti-Calnexin, Santa
Cruz; 2. AK: anti-Goat IgG-HRP conjugate, Biozol; Hsp70 [70 kDa]: 1. AK: anti-Hsp70, Santa Cruz; 2. AK:
anti-Goat IgG-HRP conjugate, Biozol; Hsp90 [90 kDa]: 1. AK: anti-Hsp 90, Santa Cruz; 2. AK: anti-Mouse

IgG-HRP conjugate, Chemicon. n=5.
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4.1.4 LDH-Assay zum Toxizitatsausschluss

Um auszuschlieRBen, dass die Arzneimittel toxische Einflisse auf die Zellen haben
konnten, wurde ein LDH-Assay durchgefuhrt. Dieser wurde an untransfizierten MLE-12-

Zellen durchgefuhrt.

Abbildung 25 zeigt, dass der Anteil toter Zellen unterhalb von 4% blieb. Daher wurde
ausgeschlossen, dass die Arzneimittel Einfluss auf die Viabilitat nehmen.

MLE-12 Zellen

[ ]
]

N
[

% tote Zellen

o
L

Abbildung 25: Messung der LDH-Aktivitat im Zelllysat und im zugehorigen Kulturiiberstand.

Das Verhaltnis umgesetzte LDH im Uberstand zu Zelllysat dient als Ausdruck fiir den Anteil toter Zellen.
Unter Kontrolle sind unbehandelte MLE-12-Zellen zu verstehen. Die mit Cyclophosphamid, Azathioprin,
Methylprednisolon oder Hydroxychloroquin bezeichneten Balken sind MLE-12-Zellen, die fur 24 Stunden mit
10uM des bezeichneten Arzneimittels inkubiert wurden.
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4.2 Prozessierung von Wildtyp proSP-C im Vergleich zu mutiertem
proSP-C

4.2.1 Entwicklung eines Modells zur Identifizierung verschiedener SP-C

Prozessierungsstufen

Um die intrazellularen Prozessierungszwischenstufen von proSP-C zu identifizieren, sollen
MLE-12-Zellen mit eukaryotischen Expressionsvektoren transfiziert werden, die eine
Expression von Fusionsproteinen zwischen proSP-C und entweder EGFP- oder HA-Tag
erlauben. Nach Brasch et al. wiirde man bei pcDNA3/HA-hSP-C™ die in Abbildung 26
dargestellten intrazellularen Zwischenformen erwarten. Das Modell berlcksichtigt die
Grolkenveranderung der Zwischenformen auf Grund der angehangten Fusionsproteine HA
(1,3kDa) oder EGFP (27kDA). Des Weiteren wird auch die bisher angenommene
proteolytische Abspaltungsreinenfolge berucksichtigt, die Auswirkungen auf die

Detektierbarkeit der Fusionsproteine hat.

So sollten bei dem Fusionsprotein proSP-C mit HA zunachst eine Bande der Grole
22,3kDa, was der vollen Lange der pro-Form entsprache, zu detektieren sein. Das erste
Intermediat nach C-terminaler proteolytischer Abspaltung musste 17,3kDa grol3, das
zweite Intermediat nach einer weiteren C-terminalen proteolytischen Abspaltung 8,3kDa
sein. Bei der ersten N-terminalen proteolytischen Abspaltung wird der HA-Tag von proSP-
C abgetrennt. Dieses Abspaltungsprodukt sollte eine Grélke von 2,3kDa haben. Das ergibt
sich rein rechnerisch, wenn man davon ausgeht, dass nach Brasch et al. ein 6kDa grol3es
proSP-C-Intermediat nach der ersten N-terminalen Abspaltung gefunden wurde. Zieht man
diese Grolle von 8,3kDa ab, was der GroRRe vor der ersten N-terminalen Abspaltung

entspricht, ergibt sich das 2,3kDa grol3e Abspaltungsprodukt inklusive HA.

Bei dem Fusionsprotein proSP-C mit N-terminal verknupftem EGFP sollte zunachst eine
Bande der GrolRe 48kDa, was der vollen Lange der pro-Form entsprache, zu detektieren
sein. Das erste Intermediat nach C-terminaler proteolytischer Abspaltung muisste 43kDa
grol3, das zweite Intermediat nach einer weiteren C-terminalen proteolytischen Abspaltung
34kDa sein. Bei der ersten N-terminalen proteolytischen Abspaltung wird der EGFP-Tag
von proSP-C abgetrennt. Dieses Abspaltungsprodukt sollte eine Grolie von 28kDa haben.
Das ergibt sich rein rechnerisch, wenn man davon ausgeht, dass nach Brasch et al. ein

6kDa grolRes proSP-C-Intermediat nach der ersten N-terminalen Abspaltung gefunden
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wurde. Zieht man diese Grofte von 34kDa ab, was der Grofde vor der ersten N-terminalen

Abspaltung entspricht, ergibt sich das 28kDa grof3e Abspaltungsprodukt inklusive EGFP.

Bei dem Fusionsprotein proSP-C mit C-terminal verknupftem EGFP sollte zunachst auch
eine Bande der GroRe 48kDa, was der vollen Lange der pro-Form entsprache, zu
detektieren sein. Bei der ersten C-terminalen proteolytischen Abspaltung wird der EGFP-
Tag schon abgetrennt. Dieses Abspaltungsprodukt sollte eine GroRe von 32kDa haben.
Das ergibt sich rein rechnerisch, wenn man davon ausgeht, dass nach Brasch et al. ein
16kDa groRRes proSP-C-Intermediat nach der ersten C-terminalen Abspaltung gefunden
wurde. Zieht man diese GroRe von 48kDa ab, was der Grole der vollen Lange der pro-

Form entsprache, ergibt sich das 32kDa grol3e Abspaltungsprodukt inklusive EGFP.
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proSP-C aa 1-197
T 1

A 2578 3547 14.859
PCDNAS/HA-hSP-C NHy[ma] | sec | }coon #1 =full length: 22,3 kDa
NHz‘I HA| | SP-C | \ #2 = C-terminal truncated; 17,3 kDa
NHZ' #3 = C-terminal truncated; 8,3 kDa
NHZ- #4 = N-terminal truncated, 2,3 kDa
proSP-C aa 1-197
T 1
27.406 2578 3547 14.859
NH] | [ sec ] }COOH 45 = full length 48.074 Da; 48 kDa
NHZ‘I EEP I | Sp-C | \ #6 = C-terminal truncated; 43 kDa
pEGFP-C1/hSP-C
NH_{ e | [ s | #7 = C-terminal truncated; 34 kDa
1\
NH2~| EGFP I ” | sp-C | #8 = N-terminal truncated; 28 kDa
u
C proSP-C aa 1-197
T 1
2578 3547 14.859 27.084
pEGFP-N1/hSP-C NH| [ sec | | EGFP }cooH  #9 =full length 48.400 Da; 48 kDa
0
NHz'I | Ssp-C | ” | EGFP |—COOH #10 = C-terminal fragment; 32 kDa
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Abbildung 26: Postulierte intrazelluldre Prozessierungsintermediate der Fusionsproteine zwischen
proSP-C und HA oder EGFP. In Abbildung A ist das Fusionsprotein proSP-C mit HA dargestellt. Mit
22,3kDa (#1) ist die volle Lange der pro-Form gezeigt. Das erste Intermediat nach C-terminaler
proteolytischer Abspaltung ist 17,3kDa (#2) gro3, das zweite Intermediat nach einer weiteren C-terminalen
proteolytischen Abspaltung weist 8,3kDa (#3) auf und die dritte Zwischenform, die nach der ersten N-
terminalen proteolytischen Abspaltung detektierbar ist, hat eine GroRe von 2,3kDa (#4). Bei dieser Spaltung
wird der HA-Tag abgetrennt wird. In Abbildung B ist das Fusionsprotein proSP-C mit N-terminal verknipftem
EGFP dargestellt. Mit 48kDa (#5) ist die volle Lange der proForm gezeigt. Das erste Intermediat nach C-
terminaler proteolytischer Abspaltung ist 43kDa (#6) grof3, das zweite Intermediat nach einer weiteren C-
terminalen proteolytischen Abspaltung weist 34kDa (#7) auf und die dritte Zwischenform, die nach der ersten
N-terminalen proteolytischen Abspaltung detektierbar ist, hat eine GrélRe von 28kDa (#8). Bei dieser
Spaltung wird der EGFP-Tag abgetrennt. In Abbildung C ist das Fusionsprotein proSP-C mit C-terminal
verknipftem EGFP dargestellt. Mit 48kDa (#9) ist die volle Lange der pro-Form gezeigt. Bei der zweiten
Form, die nach der ersten C-terminalen proteolytischen Abspaltung mit 32kDa (#10) detektierbar sein sollte,
ist der EGFP-Tag schon abgetrennt.
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4.2.2 Analyse der Prozessierungsintermediate bei 173T-mutiertem proSP-C im
Vergleich zu Wildtyp proSP-C

Um die aufgestellten postulierten intrazelluldaren Prozessierungszwischenstufen von
proSP-C zu identifizieren, wurden MLE-12-Zellen mit eukaryotischen Expressionsvektoren
transfiziert, die eine Expression von Fusionsproteinen zwischen proSP-C und entweder
EGFP- oder HA-Tag erlauben. Hierzu wurden vergleichende Untersuchungen zwischen
Wildtyp proSP-C und mutiertem proSP-C angestellt. Mittels Auftrennung der Proteine
durch das Westernblot-Verfahren und anschlieBender immunochemischer Detektion der
einzelnen Banden konnte die Grdolie der Prozessierungsstufen ermittelt werden. Diese
wurden dann mit dem theoretischen Modell verglichen. Zunachst wurden die

Prozessierungsstufen von Wildtyp proSP-C 173T-mutiertem proSP-C gegenubergestellt.

WT I73T WT I73T WT I73T
185 kDa ——
98 kDa
52 kDa —— -
— - -4 g —— g g
L e [,
M kDa — an as 4 - 10
44— 1
(-
19 kDa —
17 kDa —_— 4— 3
a— 4
HA-Tay EGFP-C1 EGFP-N1
Tag position: H-terminal C-terminal

Abbildung 27: Westernimmunoblotanalysen von MLE-12-Zellen, Wt und 173T. Dargestellt sind links
MLE-12-Zellen, die stabil mit pcDNA3/HA-hSP-C transfiziert wurden. Der mittlere Bereich zeigt MLE-12-
Zellen, die transient mit pEGFP-C1/hSP-C fransfiziert wurden. Rechts sind MLE-12-Zellen gezeigt, die
transient mit pEGFP-N1/h-SP-C transfiziert wurden. Das Immunoblotten der Zelllysate mit Tag spezifischen
Antikdrpern zeigt Banden, die die verschiedenen prozessierten intrazelluldaren Zwischenstufen aufzeigen, in
denen die Tagsequenz beibehalten wurde.

Auffallig war, dass sich die GroRe der detektierten Banden zwischen Wildtyp proSP-C und
|73T-mutiertem proSP-C nicht unterschied. Die stabile Expression von HA-proSP-C!

resultierte in der Erscheinung einer starken Bande bei ungefahr 21kDa und drei weiteren
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(22kDa, 17kDa, 8kDa), jedoch schwacheren Banden. HA-proSP-C'”*T hingegen zeigte

dieselben vier Banden mit gleicher Intensitat (Abbildung 27 links).

Die transiente Expression von N-terminalen und C-terminalen EGFP Fusionsprodukten
war 24 Stunden nach  Transfektion detektierbar. Hier differierten  die
Prozessierungszwischenprodukte (48kDa, 43kDa, 34kDa, 28kDa) der N-terminal getagten
Fusionsproteine zwischen Wildtyp und 173T-mutiertem proSP-C kaum in ihrer Intensitat
(Abbildung 27 mitte). Bei C-terminal verbundenem EGFP ergaben sich zwei
Prozessierungsstufen. Die erste Bande mit 48kDa war bei Wildtyp proSP-C etwas
schwacher ausgepragt als bei I73T-mutiertem. Die zweite Bande mit 32kDa ist bei beiden

kaum erkennbar (Abbildung 27 rechts).

Die gefundenen Prozessierungsprodukte sind in Abbildung 28 schematisch abgebildet,
basierend auf ihrer GroRe und der Tatsache, dass der jeweilige Tag (HA oder EGFP) in

dem nachgewiesenen Fragment vorhanden ist.

proSP-C aa 1-197
T 1

2578 3547 14.859
PCDNA3/HA-hSP-C NH[ ra] [ see | }cooH #1 = full length 22.282 Da; 22 kDa
NHo-[Ha] [ sec ] ~— #2 = C-terminal truncated; 21 kDa
NHo-[Ha] [ sec ] ~ #3 = C-terminal truncated; 17 kDa
NHZ' #4 = C-terminal truncated; 8 kDa
27.406 2578 3547 14.859
PEGFP-C1/hSP-C  NHa{ Bl [ sec ] jcooH #5 = full length 48.074 Da; 48 kDa
NH | eore | [ sec | —~ #6 = C-terminal truncated; 43 kDa
NHZ’I &7 | | Sp-C | #7 = C-terminal truncated; 34 kDa
1)
NH,{ il BESE #8 = N-terminal truncated; 28 kDa
U
2578 3547 14.859 27.084
pEGFP-N1/hSP-C NH| [ s | | EGFP fcooH  #9 =1ull length 48.400 Da; 48 kDa
1)
NH_| [ s | o1 EcFP fcooH  #10 = cterminal fragment; 32 kDa

Abbildung 28: Nachgewiesene intrazelluldre Prozessierungsintermediate, Wt und [73T. Dargestellt
sind Fusionsprodukte von Wildtyp oder 173T-mutiertem proSP-C. Basierend auf der Bandengrdf’e wurden
die Zwischenformen aufgezeigt. Die Schnittstellen sind nur Abschatzungen auf Grund der begrenzten
Auflésung der Technik. Es gab in der Bandengrofie keinen Unterschied zwischen Wildtyp proSP-C und
[73T-mutiertem. HA-proSP-C (Bande #1) mit einer GroRe von 22kDa, EGFP-C1-proSP-C (Bande #5) und
EGFP-N1-proSP-C (Bande #9) mit 48kDa wurden in voller Lange exprimiert. Die Intermediate nach den
Abspaltungen sind in den Banden #3, 4, 6, 7, 8 und 10 dargestellt. Bande #2 passt nicht in das erwartete
Schema. Sie wurde neu gefunden.
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Die unreife Form (Bande #1, 5, 9) des Proteins wurde bei Wildtyp wie bei 173T-mutiertem
proSP-C nachgewiesen. Die GroRe der Formen passt auch zu den postulierten Modellen.
Nach den ersten beiden C-terminalen Abspaltungen wurden 2zwei Kkleinere
Zwischenformen bei den N-terminal angehangten Fragmenten (HA und EGFP-C1)
gefunden (Bande #3, 4, 6, 7), die auch zu den postulierten Grélzen passen und nicht beim
C-terminal angehangten EGFP festgestellt wurden. Ebenso erwartet kam, dass beim N-
terminal angehangten EGFP nach der ersten C-terminalen proteolytischen Spaltung die
Grolle von 32kDa (Bande #10) detektiert wurde. Nicht einzuordnen war Bande #2. Hier
trat ebenfalls eine C-terminale proteolytische Abspaltung auf, da dieses Intermediat wohl
bei dem N-terminal angehangten Fragment HA zu finden ist, aber nicht bei dem C-terminal
angehangten EGFP. Dieses Intermediat wurde nur bei HA fusioniertem proSP-C

gefunden.

Auf die zwei ersten C-terminalen Abspaltungen folgen zwei N-terminale proteolytische
Abspaltungen [47]. Auf Grund der Besonderheit, dass das jeweilige angehangte Fragment
(HA oder EGFP) detektiert wurde, konnte bei den C-terminal angehangten Fragmenten
maximal eine Bande erwartet werden. Diese wurde bei HA fusioniertem proSP-C nicht
ermittelt, da die Grof3e von 2,3kDa auf dem Westernblot technisch nicht detektierbar war.
Bei dem EGFP fusioniertem proSP-C wurde die Bande in der erwarteten GroRle

nachgewiesen (Bande #8).
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4.2.3 Analyse der Prozessierungsintermediate bei 173T-mutiertem proSP-C im
Vergleich zu Prozessierungsintermediaten, die in der Lungenflissigkeit von

Patienten gefunden wurden

Es kann festgehalten werden, dass die Expression des mutierten proSP-C in MLE-12-
Zellen zum Auftreten und zu einer intrazellularen Akkumulation von intermediaren
Prozessierungsprodukten fuhrt, die im Fall von I73T in ihrer Grol3e zu Formen passen, die
man in der Lungenflussigkeit von Patienten mit dieser Mutation gefunden hat (siehe
Abbildung 29). Der Vergleich zwischen Patientenlavage und Zelllysat ergibt bei den
Prozessierungsintermediaten einen GroéRenunterschied von ungefahr 2kDa. Das
entspricht der Grolle des HA-Tags, der an proSP-C fusioniert ist und als Antigen beim
Zelllysat fungiert. Dieses Modell ist daher ein angemessenes in vitro System zur

Untersuchung von Surfactantprotein-C-Mutationen.
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Abbildung 29: Vergleich zwischen Patient mit Mutation 73T in SP-C zu MLE-12-Zellen, die 173T-
mutiertes SP-C exprimieren. Dargestellt ist auf der linken Seite native Lavage eines Patienten, bei dem die
Mutation 173T nachgewiesen wurde. Auf der rechten Seite ist das Zelllysat von MLE-12-Zellen abgebildet,
die stabil mit dem Vektor pcDNA3/HA-hSP-CI73T transfiziert wurden. Es wurde 5ug Gesamtprotein nativer
Lavage auf einem NUuPAGE Bis-Tris 10% Gel aufgetrennt im Vergleich zu 20ug Gesamtprotein Zelllysat. Als
Molekulargewichtsmarker wurde MultiMark® verwendet. Nach dem Blotten wurde die Membran mit Lavage
zuerst mit polyklonalem r-SP-C-Antikbrper vom Kaninchen von Byk Gulden inkubiert. Nach deren
Auswertung wurde die Membran mit N-ProSPC-C10-23 Antikorper inkubiert. Der Antikorper ist polyklonal,
vom Kaninchen und von Byk Gulden. Als zweiter Antikdrper wurde Peroxidase konjugierter AffiniPure
F(ab’)2 Fragment Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) verwendet. Die Membran mit dem aufgetrennten Zelllysat
wurde zunachst mit Anti-HA von Roche inkubiert und anschlieRend mit dem Peroxidase konjugierten Anti-
Rat IgG. In der Lavage wurden Prozessierungsintermediate von 12, 14, 19 und 20kDa gefunden im
Vergleich zum Zelllysat mit 8, 17, 21 und 22kDa.
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4.2.4 Analyse der Prozessierungsintermediate bei A116D-mutiertem proSP-C im
Vergleich zu Wildtyp proSP-C

Als zweiter Vergleich wurden die Prozessierungsintermediate von Wildtyp proSP-C und
A116D-mutiertem proSP-C untersucht. Mittels Auftrennung der Proteine durch das
Westernblot-Verfahren und anschlieRender immunochemischer Detektion der einzelnen
Banden konnte die GroRe der Prozessierungsstufen ermittelt werden. Diese wurden dann
mit dem theoretischen Modell verglichen. Zunachst wurden die Prozessierungsstufen von
Wildtyp proSP-C mit A116D-mutiertem proSP-C gegenubergestellt.

WT A116D WT A116D WT A116D
185 kDa
98 kDa
52 kDa - 5
b i e .+ g
e T
e
- S
+— 2
19 kDa
17 kDa —
= .

HA-Tag EGFP-C1 EGFP-N1

Tag position: N-terminal Cterminal

Abbildung 30: Westernimmunoblotanalysen von MLE-12-Zellen, Wt und A116D. Dargestellt sind links
MLE-12-Zellen, die stabil mit pcDNA3/HA-hSP-C transfiziert wurden. Der mittlere Bereich zeigt MLE-12-
Zellen, die transient mit pEGFP-C1/hSP-C fransfiziert wurden. Rechts sind MLE-12-Zellen gezeigt, die
transient mit pEGFP-N1/h-SP-C transfiziert wurden. Das Immunoblotten der Zelllysate mit Tag spezifischen
Antikdrpern zeigt Banden, die die verschiedenen prozessierten intrazelluldren Zwischenstufen aufzeigen, in
denen die Tagsequenz beibehalten wurde.

HA-proSP-C*'®® zeigte im Vergleich zum Wildtyp vier Banden mit dhnlicher Intensitat
(22kDa, 21kDa, 15kDa, 8kDa). Allerdings lag Bande #3 bei 15kDa im Gegensatz zu HA-
proSP-C"' mit 17kDa (Abbildung 30 links).

Die transiente Expression von N-terminalen (C1) und C-terminalen (N1) EGFP
Fusionsprodukten war 24 Stunden nach Transfektion detektierbar. Die oberste Bande

(48 kDa) von A116D-mutiertem proSP-C bei dem N-terminal getagten Fusionsprotein war,
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ebenso wie beim Wildtyp, kaum erkennbar. Die zweite Bande (43kDa) fiel bei A116D
schwacher aus als beim Wildtyp. Die dritte Bande (34kDa) war sowohl bei A116D wie
auch beim Wildtyp gleich intensiv ausgepragt. Die unterste Bande (28kDa), die bei Wildtyp
proSP-C zu sehen war, konnte bei A116D-mutiertem proSP-C nicht detektiert werden
(Abbildung 30 mitte). Beim C-terminal verbundenem EGFP wurde die oberste Bande
(48kDa) von A116D-mutiertem proSP-C intensiver ausgepragt als bei Wildtyp proSP-C.
Dafur fiel die zweite Bande (32kDa) schwacher aus. Ein Unterschied zu Wildtyp proSP-C
wurde gefunden. Bei A116D-mutiertem proSP-C konnte eine zusatzliche Bande mit 27kDa
detektiert werden (Abbildung 30 rechts).

Die schematisch dargestellten Prozessierungsprodukte sind in Abbildung 31 zu sehen.

proSP-C aa 1-197
T 1

2578 3547 14.859
pcDNA3/HA-hSP-C NH,-[Ha] [ s | }cooH #1 = full length 22.282 Da; 22 kDa
NHo-[Ha] [ sec ] ~—~— #2 = C-terminal truncated; 21 kDa
NHo-[Ha] [ sec ] ~ #3 = C-terminal truncated; 15 kDa
NHZ- #4 = C-terminal truncated; 8 kDa
27.406 2578 3547 14.859
PEGFP-C1/hSP-C NH] Bl [ sec ] }cooH #5 = full length 48.074 Da; 48 kDa
NH]| e | [ sec | —~ #6 = C-terminal truncated; 43 kDa
NH] E [ sec ] #7 = C-terminal truncated; 34 kDa
2578 3547 14.859 27.084
PEGFP-N1/hSP-C NH2-| | sP-C | | EGFP |-COOH #8 = full length 48.400 Da; 48 kDa
1)
NH| [ sec ] I EGFP JcooH  #9=c-terminal fragment; 32 kDa

COOH #10 = C-terminal fragment; 27 kDa

Abbildung 31: Nachgewiesene intrazellulare Prozessierungsintermediate, Wt und A116D. Dargestellt
sind Fusionsprodukte von A116D-mutiertem proSP-C. Basierend auf der Bandengrée wurden die
Zwischenformen aufgezeigt. Die Schnittstellen sind nur Abschatzungen auf Grund der begrenzten Auflésung
der Technik. HA-proSP-C (Bande #1) mit einer GréRe von 22kDa, EGFP-C1-proSP-C (Bande #5) und
EGFP-N1-proSP-C (Bande #8) mit 48kDa wurden in voller Lange exprimiert. Die Intermediate nach den
Abspaltungen sind in den Banden #3, 4, 6, 7, 9 und 10 dargestellt. Bande #2 passt nicht in das erwartete
Schema. Sie wurde neu gefunden.

Die unreife Form (Bande #1, 5, 8) des Proteins wurde bei Wildtyp, 173T-mutiertem und

jetzt auch bei A116D-mutiertem proSP-C nachgewiesen. Die Grofde der Formen passt
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auch zu den postulierten Modellen. Nach den ersten beiden C-terminalen Abspaltungen
wurden zwei kleinere Zwischenformen bei den N-terminal angehangten Fragmenten (HA
und EGFP-C1) gefunden (Bande #3, 4, 6, 7), die auch zu den postulierten Grélken passen
und nicht beim C-terminal angehangten EGFP ermittelt wurden. Ebenso erwartet kam,
dass beim N-terminal angehangten EGFP nach der ersten C-terminalen proteolytischen
Spaltung die Grolke von 32kDa (Bande #9) detektiert wurde. Allerdings wurde bei A116D-
mutiertem proSP-C noch eine zusatzliche Bande (Bande #10) in der GroRRe von 27kDa
gefunden, die zur GroRe von EGFP an sich passt, was vermuten lasst, dass bei A116D-
mutiertem proSP-C der EGFP Tag ganz abgespalten wird. Nicht einzuordnen war Bande
#2. Hier trat ebenfalls eine C-terminale proteolytische Abspaltung auf, da dieses
Intermediat wohl bei dem N-terminal angehangten Fragment HA zu finden ist, aber nicht
bei dem C-terminal angehangten EGFP. Dieses Intermediat wurde nur bei HA

fusioniertem proSP-C bestimmt.

Auf die zwei ersten C-terminalen Abspaltungen folgen zwei N-terminale proteolytische
Abspaltungen [47]. Auf Grund der Besonderheit, dass das jeweilige angehangte Fragment
(HA oder EGFP) detektiert wurde, konnte bei den C-terminal angehangten Fragmenten
maximal eine Bande erwartet werden. Diese wurde bei HA fusioniertem proSP-C nicht
gefunden, da die Grolie von 2,3kDa auf dem Westernblot technisch nicht detektierbar war.
Bei dem EGFP fusioniertem proSP-C wurde die Bande im Gegensatz zu Wildtyp proSP-C
nicht detektiert.

4.2.5 Analyse der Prozessierungsintermediate bei P30L-, L110R-, P115L- oder
L188Q-mutiertem proSP-C im Vergleich zu Wildtyp proSP-C

Es wurden stabil mit dem Vektor pcDNA3/HA-hSP-C transfizierte MLE-12-Zellen
untersucht, die P30L-, L110R-, P115L- oder L188Q-mutiertes proSP-C exprimieren. Bei
der Untersuchung mittels Westernimmunoblot konnten folgende Grélien von proSP-C, das
mit dem HA-Tag verbunden ist, detektiert werden. Ebenso wie bei Wildtyp proSP-C wurde
die volle Lange (22kDa) von proSP-C bei allen Mutanten detektiert. Auch hier war die
bisher noch nicht einzuordnende Bande von 21kDa zu finden. Die dritte Bande zeigte sich
bei P30L- und L188Q-mutiertem proSP-C mit 17kDa. Diese BandengrofRe wurde auch bei
Wildtyp proSP-C und bei 173T-mutiertem proSP-C gefunden. L110R- und P115L-mutiertes
proSP-C wies dagegen eine Bandengrofde von 15kDa vor, die auch bei A116D-mutiertem
proSP-C detektiert wurde. Die unterste Bande war bei P30L-mutiertem proSP-C mit 8kDa
vorzufinden, ebenso wie bei Wildtyp proSP-C, 173T- und A116D-mutiertem. Bei L110R-,
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P115L- und L188Q-mutiertem proSP-C wurde die unterste Bande mit 12kDa detektiert.
Das Bandenmuster ist in Abbildung 32 dargestellit.

Abbildung 32: Westernimmunoblotanalysen von MLE-12-Zellen, Wt und P30L, L110R, P115L, L188Q.
Dargestellt sind MLE-12-Zellen, die stabil mit pcDNA3/HA-hSP-C transfiziert wurden. Spur 1: Wt, Spur 2:
P30L, Spur 3: L110R, Spur 4: P115L, Spur 5: L188Q. Geltyp: NuPage Bis-Tris 10% Midi, Puffer: NuPage
MES Puffer, RedAge: reduzierend, Lauf: 50min, Blot: 60min, Spurbeladung: 20ug Gesamtzell-Lysat,
Blockinglésung: 5% Milchpulver in TBS-T; 1.AK: HA-Tag von Roche, 1:1000, O/N 4°C, in Blockinglésung,
2.AK: anti-rat, 1:10000, Raumtemperatur 60min, in Blocking-Losung.

Um vorliegende Ergebnisse noch besser zu untermauern, ist es erforderlich, auch bei
diesen vier Mutationen die EGFP-Fusionsprodukte noch zu untersuchen. Dies war im

Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht mehr durchfuhrbar.
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4.3 Morphologie der Lamellarkdrperchen

Lamellarkdrperchen stellen die letzte intrazellulare Stufe der Surfactantproteinproduktion
dar. Stérungen der Biogenese oder Exozytose dieser Lysosomen-ahnlichen Organellen

sind potentiell pathologisch.

Zur Darstellung morphologischer Veranderungen wurden die Zellen
elektronenmikroskopisch untersucht. Zunachst wurden untransfizierte Zellen auf das
Vorhandensein von Lamellarkérperchen Uberprift. Wie bei Abbildung 33 zu sehen,
enthielten untransfizierte A549- und MLE-12-Zellen morphologisch normal aussehende
Lamellarkdrperchen mit der charakteristischen Lamellenstruktur. Humane A549-Zellen
wurden zum Vergleich herangezogen, um zu sehen, ob murine Lamellarkdrperchen ein

andersartiges Aussehen haben. Dies war nicht der Fall. Der Gehalt an

Lamellarkdrperchen fiel geringer als erwartet aus.

Abbildung 33: Elektronenmikroskopische Aufnahmen alveolarer Typ-ll-Zelllinien. Die linke Abbildung
zeigt eine A549-Zelle, die rechte eine MLE-12-Zelle. Beide sind jeweils 59800-fach vergroRert.
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4.3.1 Morphologie der Lamellarkérperchen bei Wildtyp proSP-C und 173T- oder
A116D-mutiertem pro SP-C

Nun wurden stabil mit dem Vektor pcDNA3/HA-hSP-C" transfizierte MLE-12-Zellen
untersucht. Es wurden ebenfalls morphologisch unveranderte Lamellarkérperchen
aufgefunden (Abbildung 34). Durch die Expression von Wildtyp proSP-C konnte der
Gehalt an Lamellarkérperchen nicht gesteigert werden.

Abbildung 34: Elektronenmikroskopie von MLE-12-Zellen, die Wildtyp SP-C exprimieren. Die MLE-12-
Zellen sind stabil mit dem Vektor pcDNA3/HA-hSP-C" transfiziert. Sie sind 109200-fach vergrofert.

Bei der Aufnahme stabil mit dem Vektor pcDNA3/HA-hSP-C'73T oder A116D yransfizierter MLE-
12-Zellen wurden allerdings jeweils zwei unterschiedliche Arten von Lamellarkorperchen
entdeckt. Einige der Lamellarkorperchen wiesen eine transparentere und mit weniger

Lamellen versehene Struktur auf (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Elektronenmikroskopie von MLE-12-Zellen, die I73T-mutiertes proSP-C exprimieren.
Dargestellt sind MLE-12-Zellen, die stabil mit pcDNA3/HA-hSP-C transfiziert sind. Links ist I73T, rechts
A116D abgebildet, je mit 148200-facher Vergrofierung.

!
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Alle weiter vorhandenen Lamellarkérperchen hatten eine kompakte und dichte Struktur, in

der Literatur als dense bodies beschrieben [84], siehe Abbildung 36.

Abbildung 36: Elektronenmikroskopie von MLE-12-Zellen, die I73T- oder A116D-mutiertes proSP-C
exprimieren. Dargestellt sind MLE-12-Zellen, die stabil mit pcDNA3/HA-hSP-C transfiziert sind. Links ist
I73T, rechts A116D abgebildet, je mit 148200-facher Vergrofierung.

Eine Isolierung der intrazellularen Lamellenkorperchen aus den Zellen mittels
Dichtegradientenzentrifugation [85] (siehe Methoden) ist bislang nicht gelungen.
Fraktionen der Dichtegradientenzentrifugation wurden unter dem Elektronenmikroskop
analysiert, doch wurden keine Lamellenkérperchen gefunden (Abbildung 37). Zur
Sicherheit wurde das Ergebnis mit humanen Zellen (A549) abgeglichen, um

auszuschlieRen, dass diese Methode nur bei murinen Zellen nicht anwendbar ist.

Abbildung 37: Elektronenmikroskopische Untersuchung der Large aggregates. Nach einer
durchgefiihrten Membranpraparation untransfizierter  alveolarer  Typ-ll-Zellen wurde eine
Dichtegradientenzentrifugation durchgefiihrt. Dargestellt sind Isolationsprodukte der A549-Zellen (links) und
der MLE-12-Zellen (rechts), jeweils mit 34320-facher VergréRerung. Large aggregates sind nicht erkennbar.

Zusammenfassend kann folgende Aussage getroffen werden. Die Expression von Wildtyp
proSP-C hat keinen Einfluss auf die Morphologie und den Gehalt der Lamellarkérperchen
im Vergleich zu untransfizierten Typ-llI-Alveolarzelllinien. Aber bei Zellen, die 173T- oder
A116D-mutiertes proSP-C exprimieren, im Vergleich zu Zellen, die Wildtyp proSP-C
exprimieren, sind die Lamellarkorperchen entweder transparenter und haben weniger

Lamellen oder sie sind wesentlich dichter, ahnlich den dense bodies.



4 Ergebnisse - Morphologie der Lamellarkérperchen 80

4.3.2 Morphologie der Lamellarkérperchen bei P30L-, L110R-, P115L- oder L188Q-
mutiertem proSP-C

Es wurde die Morphologie der Lamellarkérperchen bei stabil mit dem Vektor pcDNA3/HA-
hSP-C transfizierten MLE-12-Zellen untersucht. Hierbei wurden die Mutationen P30L,
L110R, P115L und L188Q betrachtet. Der Gehalt an Lamellarkérperchen war insgesamt
auch bei diesen Zellen geringer als erwartet. Es wurden genauso wie bei I73T und A116D
rudimentare, wenig lamellierte Korperchen gefunden (Abbildung 38 A, B, D, E). Eine
Ausnahme trat bei L110R auf, wo analog zu I73T und A116D auch dicht gepackte

Lamellarkérperchen auftraten (Abbildung 38 C).
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Abbildung 38: Elektronenmikroskopie von MLE-12-Zellen, die P30L-, L110R-, P115L- oder L188Q-
mutiertes proSP-C exprimieren. Dargestellt sind MLE-12-Zellen, die stabil mit pcDNA3/HA-hSP-C
transfiziert sind. Abbildung A zeigt P30L, 109200-fach vergroRert. Abbildung B stellt L110R, 148000 fach
vergrof3ert, dar. Abbildung C zeigt L110R, 109200 fach vergrofiert. Abbildung D prasentiert P115L, 148200
fach vergroRert. Abbildung E stellt L188Q, 109200-fach vergroRert, dar.

Eine zusammenfassende Ubersicht der untransfizierten und transfizierten Zellen gibt
Abbildung 39 wieder. Es wurden folgende Zellen auf die Anzahl und Morphologie ihrer
Lamellarkdrperchen untersucht. Um Vergleiche zu humanen Typ-lI-Zellen durchfiihren zu
konnen, wurden A549-Zellen analysiert. Dies sollte zur Absicherung dienen, dass murine
Zellen keine ,andersartigen® Lamellarkérperchen produzieren. Als nachstes wurden

untransfizierte MLE-12-Zellen analysiert. Nun wurden noch stabil mit dem Vektor
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pcDNA3/HA-hSP-C transfizierte Zellen der Zelllinie MLE-12 analysiert. Hierbei wurden
Zellen verglichen, die zum einen Wildtyp proSP-C exprimieren und zum anderen P30L-,
I73T-, L110R-, P115L- oder L188Q-mutiertes proSP-C.
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Abbildung 39: Anzahl der Lamellarkérperchen pro Schnittebene im Elektronenmikroskop. A549 und
MLE-12 stehen flr die untransfizierten Typ-ll-Lungenzelllinien. Wt, I73T, A116D, P30L, L110R, P115L und
L188Q steht als Abkirzung fur stabil mit dem Vektor pcDNA3/HA-hSP-C transfizierte MLE-12-Zellen.
.1ransparent® bezeichnet diejenigen Lamellarkérperchen, die von ihrer Struktur her weniger Lamellen
aufzeigen und ,dicht” steht fur die dichte und kompakte Struktur der dense bodys. Bei A549, MLE-12 und Wt
wurden ,normale“ Lamellarkérperchen gefunden. 173T, A116D und L110R untergliedert sich in
Gesamtlamellarkérperchenzahl, Anteil transparente und dichte Lamellarkérperchen. Bei P30L, P115L und
L188Q fanden sich nur transparente Lamellarkérperchen. Es wurden je drei Zellpraparationen durchgefihrt
und dabei jeweils fiinf Zellen genauer untersucht.

Es traten bei A549-, MLE-12-Zellen wund MLE-12-Zellen, die stabil mit
pcDNA3/HA-hSP-C™ transfiziert waren, ,normale“ Lamellarkérperchen auf. Bei MLE-12-
Zellen, die stabil mit pcDNA3/HA-hSP-C'73T: A116D und LTOR 4 5nsfiziert waren, wurden
transparente und dichte Lamellarkorperchen festgestellt, wobei der Anteil der dense
bodies groRer war. Bei MLE-12-Zellen, die stabil mit pcDNA3/HA-hSP-CP0L: P15k und L188Q

transfiziert waren, fanden sich nur transparente Lamellarkdrperchen.
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4.4 Intrazellulare Lokalisierung der Zwischenformen von proSP-C

Die intrazellulare Lokalisierung der Zwischenformen von Wildtyp und mutiertem proSP-C
Fusionsproteinen wurde mittels Immunfluoreszenz von stabil und transient transfizierten
MLE-12- und A549-Zellen untersucht (Ubersicht in Tabelle 11). Hierbei wurden
Kompartimentmarker rot gefarbt und das HA-Fusionsprotein grin. EGFP als
Fusionsprotein leuchtete von sich aus grin. Uberlagerungen erscheinen gelb. Die
humanen Zellen sollten als Absicherung dienen, dass in murinen Zellen nicht andere

intrazellulare Lokalisierungen statt finden.

Marker Subzellulares Kompartiment Wt 73T  A116D Modell
LAMP-3 Lysosom, Lamellarkérperchen - - (+) MLE-12 stabil; HA-SP-C
+ n.d. (+) A549 transient; HA-SP-C
- - - Ab549 ftransient; N1-EGFP
+ - n.d. A549 ftransient; C1-EGFP
EEA-1 Frihes Endosom - - - MLE-12 stabil; HA-SP-C
(+) - n.d. A549 transient; HA-SP-C
- +) (+) A549 transient; N1-EGFP
n.d. n.d. n.d. A549 transient; C1-EGFP
Calnexin Endoplasmatisches Retikulum - n.d. n.d. MLE-12 stabil; HA-SP-C
- n.d. n.d. A549 transient; HA-SP-C

- - - A549 transient; N1-EGFP
- - n.d. A549 transient; C1-EGFP

Hsp90 Zytoplasma + + n.d. A549 transient; HA-SP-C

Syntaxin-2 Exozytotischer Fusionskomplex (+) - - MLE-12 stabil; HA-SP-C
) - - A549 transient; N1-EGFP

SNAP-23 Exozytotischer Fusionskomplex - - - MLE-12 stabil; HA-SP-C
Ubiquitin Ubiquitinylierte Proteine (+) (+) n.d. A549 transient; HA-SP-C
Tabelle 11: Kolokalisation zellularer Markerproteine mit proSP-C-Prozessierungsintermediaten in

MLE-12- und A549-Zellen. Dargestellt sind die verwendeten Marker, die flr ein Kompartiment spezifisch
sind, und die festgestellten Uberlagerungen, wobei - fiir nicht kolokalisiert, + fiir kolokalisiert, (+) fiir teilweise
kolokalisiert und n.d. fur nicht durchgefihrt steht. Es wird zwischen Wildtyp proSP-C, I73T- oder A116D-
mutiertes proSP-C exprimierenden Zellen unterschieden. Die Spalte Modell zeigt die verwendete Zelllinie,
den darin eingebrachten Tag und ob dieser transient oder stabil eingefihrt wurde. Es wurden jeweils drei
Versuchsansatze durchgefiihrt, bei denen je zehn Zellen auf die oben aufgeflihrten Merkmale untersucht
wurden.
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N-terminal verbundene Wildtyp-proSP-C-Formen wurden in Lamp-3-positiven Vesikeln in
A549 gefunden, wahrend weder die mutierten noch eine der C-terminal verbundenen

Formen mit Lamp-3 kolokalisierten.

Wildtyp proSP-C war nicht in EEA-1-positiven Vesikeln prasent, jedoch einige der
mutierten proSP-C Zwischenstufen konnten in EEA-1-positiven Vesikeln gefunden werden
(Abbildung 40).

EEA-1 EGFP Composite (+ DAPI)

Abbildung 40: Immunfluoreszenz von transient mit pEGFP-N1/hSP-C transfizierten A549-Zellen.
Dargestellt sind der Wildtyp (Wt), sowie die Mutanten I73T und A116D, die jeweils mit EEA-1-sensitiven
Antkérpern gefarbt wurden (rot) und selbstleuchtend durch EGFP (griin) sind. In der Uberlagerung
(Composite) erscheinen Ubereinstimmungen gelb. Der Kern erscheint durch DAPI Farbung balu.

Das frihe Endosom enthalt normalerweise endozytiertes Material, das zum Recycling
oder fur die Degradation bestimmt ist. Keine der proSP-C Formen lokalisierte zu Calnexin-
positiven Bereichen. Wildtyp und 173T-mutiertes proSP-C kolokalisierten mit dem
Chaperon Hsp90. Hsp90 verhindert in der Zelle die Aggresomenbildung.
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Die Surfactantsekretion ist von der Fusion der Lamellarkérperchen mit der
Plasmamembran abhangig. Dazu werden so genannten SNARE-Proteine bendtigt, wie
Syntaxin-2 und SNAP-23, von denen bekannt ist, dass sie eine Rolle bei der
Surfactantsekretion spielen [54]. Es gab allerdings weder eine Kolokalisation von SNAP-
23 mit dem Wildtyp noch mit dem mutierten proSP-C. Jedoch zeigten einige Wildtyp
proSP-C Formen eine Kolokalisation mit Syntaxin-2, wohingegen mutiertes proSP-C nicht
damit kolokalisierte (Abbildung 41).

Syntaxin 2 HA-Tag Composite (+ DAPI)
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Abbildung 41: Immunfluoreszenz von stabil mit pcDNA3/HA-hSP-C transfizierten MLE-12-Zellen.
Dargestellt sind der Wildtyp (Wt), sowie die Mutanten I73T und A116D, die jeweils mit Synthaxin-2 sensitiven
Antkérpern gefarbt wurden (rot) und selbstleuchtend durch EGFP (griin) sind. In der Uberlagerung
(Composite) erscheinen Ubereinstimmungen gelb. Der Kern erscheint durch DAPI Farbung blau.

Wildtyp und 173T-mutiertes proSP-C kolokalisierten partiell mit Ubiquitin. Ubiquitin ist ein
Markerprotein, das Zellen fur die Degradation markiert.

Zusammenfassend kann man daraus schlieRen, dass ein oder mehrere

Prozessierungsintermediate von Wildtyp und mutiertem proSP-C unterschiedlich



4 Ergebnisse - Verhalten von transfizierten MLE-12-Zellen gegeniiber exogenem Stress 85

positioniert werden und mutiertes proSP-C nicht in LAMP-3-positive Vesikel, die

Lamellarkorperchen, gelangt.

4.5 Verhalten von transfizierten MLE-12-Zellen gegentiber exogenem

Stress

Mit dem Ziel, die Integritat der Zellen zu untersuchen, die mutiertes proSP-C exprimieren,
wurde die LDH-Abgabe von stabil mit pcDNA3/HA-hSP-C transfizierten Zellen ermittelt.
Gleichzeitig wurden die Auswirkungen der Arzneimittelbehandlung mit Cyclophosphamid,
Azathioprin, Methylprednisolon oder Hydroxychloroquin analysiert (Abbildung 42). Diese

werden zurzeit zur Behandlung von an ILD erkrankten Patienten verwendet.

Il unbehandelt
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Abbildung 42: LDH-Freisetzung von stabil transfizierten MLE-12-Zellen. Dargestellt sind MLE-12-
Zellen, die stabil mit dem Vektor pcDNA3/HA-hSP-C transfiziert wurden. MLE-12-Zellen, die Wildtyp oder
I73T-mutiertes proSP-C exprimieren, wurden mit jeweils vier Medikamenten inkubiert (10uM flr 24 Stunden),
um ihre Stressantwort zu analysieren. Es wurde der Level von LDH, der aus den Zellen freigesetzt wurde als
prozentualer Anteil vom Gesamt-LDH der Zellen gezeigt. LDH entweicht aus toten oder sterbenden Zellen.
Hoéhere Level driicken einen groReren Zellschaden aus.

Wurden die unbehandelten Zellen miteinander verglichen, wiesen A116D-mutiertes
proSP-C exprimierende Zellen eine erhohte LDH-Abgabe im Vergleich zu Wildtyp oder
I73T-mutiertes proSP-C exprimierenden Zellen auf. Durch die Behandlung mit Azathioprin

wurde bei allen transfizierten MLE-12-Zellen die LDH-Freisetzung erhoht. Jedoch trat
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dieser Effekt bei den Zellen verstarkt auf, die mutiertes proSP-C exprimieren.
Hydroxychloroquin vergroRRerte nur bei Zellen, die 173T-mutiertes proSP-C exprimieren,
die Freisetzung von LDH. Methylprednisolon nahm keinen Einfluss auf die LDH-

Freisetzung.

Es kann festgehalten werden, dass die Expression von mutiertem proSP-C ein
Stressfaktor fur die Zellen ist, der ihre Verletzbarkeit und Anfalligkeit gegenuber exogenem
Stress moglicherweise erhoht.

4.6 Einfluss der proSP-C-Expression auf die

Hitzeschockproteinexpression

In der vorliegenden Arbeit wurden Proteinlevel von endogenen Hitzeschockproteinen
bestimmt, die in den Faltungsprozess aberrant prozessierter Proteine involviert sind. Auf
der einen Seite wurde untersucht, wie sich die Expression der Hitzeschockproteine
zwischen Wildtyp proSP-C und mutiertem proSP-C unterscheidet. Andererseits wurde die
Reaktion auf die Behandlung mit pharmakologischen Substanzen bezuglich der
Hitzeschockproteinexpression untersucht. Die Versuche wurden mit MLE-12-Zellen
durchgefuhrt, die stabil mit dem Vektor pcDNA3/HA-hSP-C transfiziert wurden.

4.6.1 Expression der Hitzeschockproteine bei Wildtyp proSP-C, I73T- und A116D-

mutiertem proSP-C

Abbildung 43 zeigt einen Uberblick tUber die Expression der Hitzeschockproteine. Es
wurde der Unterschied zwischen Wildtyp proSP-C, mutiertem proSP-C und der

Auswirkung der Medikamentenbehandlung dargestellt.

Die Expression von Calnexin, einem ER zugehdrigen Chaperon, wurde durch die
Behandlung mit einer der vier Substanzen nicht verandert, und es gab keine Unterschiede
zwischen Zellen, die mutiertes proSP-C und Wildtyp proSP-C exprimieren. Calreticulin, ein
weiteres ER zugehoriges Chaperon, wurde in mutierten Zellen vermehrt exprimiert,
wahrend es in Wildtyp-Zellen weniger stark im Vergleich zu unbehandelten Zellen
exprimiert wurde. Eine Ausnahme stellte die Behandlung mit Azathioprin dar. Hier war kein
Unterschied in der Calreticulin Expression zwischen den Zellen zu sehen, die Wildtyp
proSP-C oder mutiertes exprimieren. Die Hsp70-Expression wurde durch die Behandlung
mit Cyclophosphamid bei mutierten Zellen im Vergleich zu Wildtyp-Zellen erhdht. Sonst

hatte die Medikamentenbehandlung keinen Einfluss auf die Expression von Hsp70. Die
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Expression von Hsp90 wurde durch alle vier pharmakologischen Substanzen, die getestet
wurden, verandert. Es ergab sich eine Steigerung der Expression bei den mutierten Zellen

im Vergleich zu den Wildtyp-Zellen.
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Abbildung 43: Ubersicht uber die Expression der Hitzeschockproteine; Wt, 173T und A116D. Die
zellulare  Hitzeschockproteinexpression von behandelten Zellen wurde durch semi-quantitatives
Immunoblotten ausgewertet. Die Abbildung zeigt die Expression der Hitzeschockproteine als Antwort auf die
Medikamentenbehandlung. Jede Saule beschreibt die prozentuale Proteinmenge im Vergleich zu
unbehandelten Zellen, die auf 100% gesetzt wurden. Sternchen markieren den si%ifikanten Unterschied. Es
handelt sich um MLE-12-Zellen, die stabil mit dem Vektor pcDNA3/HA-hSP-C™" 73T oder ATI8D yransfiziert
wurden.

Tabelle 12 gibt einen Uberblick Uber die prozentualen Anderungen der
Hitzeschockproteinexpression bei mutierten Zellen im Vergleich zu Wildtyp-Zellen nach
der Behandlung mit den vier pharmakologischen Substanzen. Hydroxychloroquin hat den
starksten Effekt auf alle Hitzeschockproteine in mutierten Zellen, gefolgt von
Methylprednisolon und Cyclophosphamid. Azathioprin beeinflusst nur Hsp90 in einem

signifikanten Ausmal.
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Calreticulin Calnexin Hsp 90 Hsp70
73T A116D 73T A116D 73T A116D 73T A116D

Cyclo-
phosphamid +13%* | +21%* +16% 1% +30% * +45% * +41% * +45% *
Azathioprin 8% | +12% -13% -31% +36%* | +48%* 7% 7%
Hydroxy-
chloroquin +75% * +61% * +6% -18% +81% * +78% * +18% +3%
Methyl-

_ +26% * | +42%* -9% -2% +55% * +63% * +8% +5%
prednisolon

Tabelle 12: Hitzeschockproteinexpression in MLE-12-Zellen, die mutiertes SP-C exprimieren

Die Daten stellen prozentuale Anderungen der Proteinmenge bei mutiertes SP-C exprimierenden Zellen im
Vergleich zu Wildtyp-Zellen dar als Antwort auf die Behandlung mit Arzneimitteln, die zur Zeit bei an ILD
erkrankten Patienten verwendet werden. Veranderungen, die mit “*” gekennzeichnet sind, sind signifikant
unterschiedlich zu den Kontrollbedingungen.

4.6.2 Expression der Hitzeschockproteine bei Wildtyp proSP-C, P30L-, L110R-,
P115L- und L188Q-mutiertem proSP-C

Ein einmaliger Screeningversuch mit den Mutationen P30L, L110R, P115L und L188Q
wurde mit MLE-12-Zellen durchgefiihrt, die stabil mit dem Vektor pcDNA3/HA-hSP-C
transfiziert wurden (Abbildung 44).

Die Expression von Calnexin wurde durch die Behandlung der Zellen mit
Hdroxychloroquin nur bei P115L-mutierten Zellen leicht gesteigert, wohingegen bei
L188Q-mutierten Zellen der gegenteilige Effekt erzielt wurde. Bei der Behandlung der
Zellen mit Methylprednisolon konnte die Expression von Calnexin erniedrigt werden im
Vergleich zu Wildtyp-Zellen. Dies traf nicht fir L110R-mutierte Zellen zu. Azathioprin
bewirkte keinen Einfluss auf die Expressionsrate von Calnexin. Bei der Inkubation der
Zellen mit Cyclophosphamid wurde die Expression von Calnexin bei P115L- und L188Q-

mutierten Zellen erniedrigt.

Calreticulin wurde in mutierten Zellen unter der Behandlung von Hydroxychloroquin,
Methylprednisolon und Azathioprin vermehrt exprimiert. Dieser Effekt trat bei P115L am

starksten auf. Nur bei Zellen, die mit Cyclophosphamid behandelt wurden, traten keine
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Unterschiede in der Expression auf. In Wildtyp-Zellen wurde es weniger stark exprimiert im

Vergleich zu unbehandelten Zellen.

Die Expression von Hsp70 wurde durch die Behandlung der Zellen mit den Pharmaka
erniedrigt. Dieser Effekt war bei L110R am ausgepragtesten. Am wenigsten Einfluss nahm

Cyclophosphamid.

Die Expression von Hsp90 wurde durch alle pharmakologischen Substanzen, bis auf
Azathioprin, verandert. Es ergab sich eine Steigerung der Expression bei den mutierten

Zellen im Vergleich zu den Wildtyp-Zellen.
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Abbildung 44: Ubersicht iiber die Expression der Hitzeschockproteine; Wt, P30L, L110R, P115L und
L188Q. Die Menge an prozessierten Hitzeschockproteinen sind dargestellt als prozentuale Anderungen der
Proteinmenge bei mutiertes SP-C exprimierenden Zellen im Vergleich zu Wildtyp-Zellen als Antwort auf die
Behandlung mit Arzneimitteln, die zur Zeit bei an ILD erkrankten Patienten verwendet werden. Es handelt
sich um MLE-12-Zellen, die stabil mit dem Vektor pcDNA3/HA-hSP-CW P30k L110R, P115L oder L188Q 45y fi7iert
wurden.
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4.7 Zellulare Lipidzusammensetzung

Die Verpackung und Sekretion der Lungensurfactantlipide in alveolaren Typ-ll-Zellen ist
eng gekoppelt an die Expression der Surfactantproteine in alveolaren Typ-ll-Zellen. Um
den Einfluss von mutiertem proSP-C auf die Lipidhomobostase zu charakterisieren, wurde
die Lipidzusammensetzung stabil mit dem Vektor pcDNA3/HA-hSP-C transfizierter MLE-
12-Zellen untersucht. Dabei wurde auch das korrektive Potential von Methylprednisolon

und Hydroxychloroquin auf die Lipidzusammensetzung evaluiert.

Die zellularen Lipide der Zellen wurden mittels Massenspektrometrie quantifiziert. Die
Zellen wurden unbehandelt, mit 10uM Methylprednisolon oder mit 10uM
Hydroxychloroquin fur 24 Stunden inkubiert und anschlieRend lysiert. Der zugehorige
serumfreie Uberstand wurde ebenfalls untersucht. Ziel war es, die Lipidzusammensetzung

der Zellen und des Kulturiiberstandes festzustellen.

Alle untersuchten Lipide werden als Gesamtphospholipide zusammengefasst. Diese
untergliedern sich in die einzelnen Lipidklassen (Phosphatidylcholin,
Lysophosphatidylcholin, Phosphatidylglycerol, Phosphatidylserin, Phosphatidylethnolamin,
Sphingomyelin, Ceramid und Glucosylceramid). Jede einzelne Lipidklasse wiederum setzt

sich aus verschiedenen Fettsauren zusammen.

Phosphatidylinositol konnte auf Grund technischer Probleme nicht gemessen werden.
Wegen eines Geratedefektes unserer Kooperationsgruppe konnte die Messung von
Cholesterol und freiem Cholesterin nicht durchgefiihrt werden. Da sich aber im Vorversuch
(siehe Anhang) bei diesen Kategorien keine Anderungen zeigten, wurde wegen der zu
erwartenden langeren Reparaturphase auf die Untersuchung verzichtet. Daher beziehen
sich die folgenden Werte nicht auf die Gesamtlipide, sondern auf die

Gesamtphospholipide.

Die massenspektrometrischen Messdaten und Vorauswertungen sind im Anhang 7.1.2

»Zellulare Lipidzusammensetzung® einzusehen.



4.7.1 Analyse der Lipidzusammensetzung des Zelllysates

Einen Uberblick Uber die durchgefiihrten Messungen gibt nachfolgende Tabelle wieder.

Wt (mean + SD) | A116D (mean + SD) | 173T (mean+SD) |P A116D | P I73T
(Anova) | (Anova)
Total phospholipids (hnmol/mg protein) | 152,80+ 9,6 126,50+10,6 153,10+10,0 < 0,05 > 0,05
Phosphatidylcholin (% of total PL) 57,80 + 1,0 52,80 + 0,2 53,70 + 0,8 < 0,001 < 0,001
PC 32:1 (% of PC) 2292 + 24 25,06 + 0,5 2221 + 24 > 0,05 > 0,05
PC 34:1 (% of PC) 14,65 + 0,3 13,12 + 0,2 14,54 + 0,6 < 0,001 > 0,05
PC 34:2 (% of PC) 7,30 £ 0,1 8,37 £ 0,1 782 + 05 < 0,001 > 0,05
PC 30:0 (% of PC) 569 + 0,2 6,49 + 0,0 7,16 + 0,1 > 0,05 < 0,001
PC 36:2 (% of PC) 519 + 0,2 6,10 + 0,1 6,01 + 0,1 < 0,001 < 0,01
PC 32:0 (% of PC) 518 + 0,8 3,71 £ 0,0 461 £ 0,6 <0,05 > 0,05
PC 32:2 (% of PC) 3,30 + 0,2 443 + 0,1 3,81 + 0,6 < 0,001 > 0,05
PC 30:1 (% of PC) 265 + 04 4,65 + 0,0 354 + 0,7 < 0,001 > 0,05
PC 36:1 (% of PC) 1,51 + 0,0 1,15 + 0,0 1,04 + 0,1 < 0,001 < 0,001
Lyso-Phosphatidylcholin (% of total PL) 0,60 + 0,1 0,90 + 0,2 1,00 + 0,8 < 0,001 < 0,001
LPC 16:0 (% of LPC) 53,40 + 2,2 49,80 + 0,9 51,37 + 1,0 < 0,05 > 0,05
LPC 18:1 (% of LPC) 17,73 + 0,5 19,57 + 11 20,03 + 0,6 <0,05 < 0,001
LPC 16:1 (% of LPC) 10,50 + 0,8 12,70 + 0,4 12,73 + 2,0 < 0,01 > 0,05
LPC 18:0 (% of LPC) 8,53 + 1,0 8,57 + 0,2 6,67 + 1,3 > 0,05 > 0,05
LPC 15:0 (% of LPC) 3,83 + 04 2,73 + 0,3 2,93 + 0,1 <0,05 > 0,05
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Wt (mean + SD) | A116D (mean + SD) | 173T (mean+SD) | PA116D | P I73T
(Anova) | (Anova)
Phosphatidylglycerol (% of total PL) 0,30 £ 0,0 0,30 + 0,0 0,20 + 0,1 > 0,05 > 0,05
PG 34:1 (% of PG) 71,47 + 0,7 66,90 £ 1,3 64,22 + 0,8 < 0,01 < 0,001
PG 34:2 (% of PG) 6,50 + 0,9 6,70 = 0,1 9,49 £+ 0.3 > 0,05 < 0,001
PG 36:2 (% of PG) 587 £ 0,7 7,88 £ 0,7 9,89 £ 0,5 < 0,01 < 0,001
PG 32:1 (% of PG) 557 + 0,5 6,17 £ 0,2 496 + 0,6 > 0,05 > 0,05
PG 36:1 (% of PG) 527 + 0,5 5,05 + 0,1 514 + 0,1 > 0,05 > 0,05
PG 32:2 (% of PG) 1,36 + 0,0 1,65 + 0,3 1,56 £ 0,2 > 0,05 > 0,05
PG 30:0 (% of PG) 1,56 + 0,3 2,13 £+ 0,3 1,54 + 0,1 > 0,05 > 0,05
PG 36:3 (% of PG) 0,97 £ 0,2 1,22 + 0,1 1,57 + 04 > 0,05 > 0,05
PG 32:0 (% of PG) 1,26 + 0,2 1,28 + 0,2 0,87 + 0,1 > 0,05 > 0,05
Sphingomyelin (% of total PL) 6,20 + 0,3 6,90 + 0,3 550 + 0,2 <0,05 <0,05
SPM 16:0 (% of SPM) 56,32 + 1,1 49,45 + 0,2 44,11 + 0,2 < 0,001 < 0,001
SPM 24:1 (% of SPM) 14,43 + 0,6 17,50 + 0,2 19,06 + 0,3 < 0,001 < 0,001
SPM 16:1 (% of SPM) 7,47 £ 0,3 7,38 £ 0,0 7,10 £ 0,2 > 0,05 > 0,05
SPM 24:0 (% of SPM) 6,20 + 0,1 5,68 £ 0,0 481 + 0,3 > 0,05 < 0,001
SPM 24:2 (% of SPM) 3,16 £ 0,3 511 + 0,1 6,02 £ 0,3 < 0,001 < 0,001
SPM 22:1 (% of SPM) 2,02 + 0,1 4,17 + 01 6,10 £ 0,3 < 0,001 < 0,001
SPM 22:0 (% of SPM) 1,98 + 0,3 2,58 + 0,2 3,10 £ 0,2 < 0,05 < 0,01
Ceramid and 1,80 + 0,1 1,60 + 0,1 1,80 + 0,1 <0,05 > 0,05
Glucosyl-Ceramid (% of total PL) 0,10 + 0,0 0,20 + 0,0 0,10 + 0,0 < 0,001 > 0,05
Cer 16:0 (% of Cer) 58,73 £+ 0,4 52,57 £ 0,5 49,43 + 0,5 < 0,001 < 0,001
Cer 24:1 (% of Cer) 21,53 £ 0,8 26,27 + 0,3 30,23 + 0,4 < 0,001 < 0,001
Cer 24:0 (% of Cer) 13,67 =+ 0,4 13,53 + 0,6 11,20 + 0,2 > 0,05 < 0,001
Cer 22:0 (% of Cer) 427 + 0,2 550 £ 0,2 6,67 + 0,1 < 0,001 < 0,001
Glu Cer 16:0 (% of GluCer) 3,20 £ 0,3 6,30 £ 0,3 3,03 £ 0,4 < 0,001 > 0,05
Glu Cer 24:1 (% of GluCer) 1,77 + 0,1 3,87 £ 0,1 3,00 + 0,1 < 0,001 < 0,01
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Wt (mean + SD) | A116D (mean + SD) | 173T (mean+SD) |P A116D | P I73T
(Anova) | (Anova)
Phosphatidylethanolamin (% of total PL) 11,20 + 0,5 14,50 + 0,1 14,70 + 0,8 < 0,001 < 0,001
PE 34:1 (% of PE) 2591 + 0,2 22,83 + 0,1 24,02 + 0,7 < 0,001 <0,05
PE 34:2 (% of PE) 24,49 + 0,2 2571 £ 0,2 2524 + 1,0 < 0,001 > 0,05
PE 32:1 (% of PE) 17,38 + 1,3 16,32 £ 0,3 13,68 + 1,7 > 0,05 <0,05
PE 36:2 (% of PE) 11,31 £+ 0,5 12,94 + 0,3 14,12 + 0,7 <0,01 < 0,01
PE 32:2 (% of PE) 6,83 + 0,2 6,42 + 0,2 6,07 + 0,7 > 0,05 > 0,05
PE 36:1 (% of PE) 442 + 0,2 3,84 + 0,1 390 + 04 < 0,001 > 0,05
PE 34:3 (% of PE) 1,37 £+ 0,1 1,69 + 0,0 1,81 £+ 0,1 <0,05 < 0,001
PE 32:0 (% of PE) 0,63 + 0,1 0,41 + 0,0 0,51 + 0,1 <0,01 > 0,05
Phosphatidylserin (% of total PL) 6,50 + 0,1 7,70 + 0,1 6,60 £ 0,3 <0,05 > 0,05
PS 36:1 (% of PS) 26,97 + 0,3 2565 + 0,4 24,05 + 0,9 <0,01 <0,05
PS 34:1 (% of PS) 22,61 + 1,3 18,72 £+ 0,4 18,40 + 1,0 <0,01 < 0,01
PS 36:2 (% of PS) 15,51 + 0,3 17,33 £+ 0,4 18,62 + 0,1 < 0,001 < 0,001
PS 32:1 (% of PS) 6,07 + 0,2 521 + 0,3 579 + 0,5 <0,01 > 0,05
PS 34:2 (% of PS) 542 + 0,5 554 + 0,1 519 + 0,8 > 0,05 > 0,05
PS 40:6 (% of PS) 440 + 0,3 4,05 + 0,1 3,15 + 0,1 > 0,05 < 0,001
PS 38:2 (% of PS) 409 + 0,3 5,67 + 0,2 6,52 + 0,1 < 0,001 < 0,001
PS 40:5 (% of PS) 2,99 + 0,1 3,20 + 0,1 2,76 + 0,2 > 0,05 > 0,05
PS 40:7 (% of PS) 2,33 + 0,3 2,20 + 0,1 241 + 0,0 > 0,05 > 0,05
PS 38:3 (% of PS) 2,46 + 0,2 4,14 + 0,1 3,656 + 0,4 < 0,001 < 0,001

Tabelle 13:

P<0,05 wurden die Unterschiede als signifikant gewertet.

Lipidverteilung bei unbehandelten MLE-12-Zellen, die stabil mit dem Vektor pcDNA3/HA-hSP-C" 73T und ALD transfiziert wurden,
Zelllysat. Die erste Zeile zeigt die Messung der Gesamtphospholipide (gesamt) in nmol lipid /mg Protein. Darunter jeweils grau unterlegt sind die Lipidklassen,
die als prozentualer Anteil der Gesamtphospholipide ausgedrickt sind. Unterhalb der grau unterlegten Zeilen, befinden sich die Fettsdauren der jeweiligen
Lipidklassen, die als prozentualer Anteil der Lipidklassen festgehalten sind. Die erste Spalte dient zur Namensbezeichnung der Lipide, die zweite Spalte
beschreibt die Lipidverteilung bei Wildtyp exprimierenden Zellen, die dritte Spalte bei A116D-mutierten Zellen, die vierte zeigt die Lipidverteilung bei 173T-
mutierten Zellen auf. Die finfte und sechste Spalte zeigen die P-Werte der Signifikanzberechnung zwischen Wildtyp und der Mutation exprimierenden Zellen. Es
wurden die Mittelwerte aus drei Messungen mit ihrer jeweiligen Standardabweichung berechnet. Signifikanzen wurden mittels Anova berechnet. Bei einem
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4.7.1.1 Darstellung der Unterschiede innerhalb der einzelnen Lipidklassen des
Zelllysates

Die Gesamtphospholipidmenge blieb bei 173T-transfizierten im Vergleich zu Wildtyp
transfizierten MLE-12-Zellen unverandert. Bei A116D-transfizierten MLE-12-Zellen
hingegen sank die Gesamtphospholipidmenge um 17% (Abbildung 46 A).

Die Phospholipidzusammensetzung war bei beiden Mutationen signifikant unterschiedlich.

Phosphatidylcholin war bei 173T- um 9% (Abbildung 45 A) und bei A116D-mutierten Zellen
um 7% (Abbildung 46 B) erniedrigt. Lysophosphatidylcholin hingegen war bei [73T- um
67% (Abbildung 45 B) und bei A116D-mutierten Zellen um 50% (Abbildung 46 C) erhoht.
Ebenso war Phosphatidylethanolamin bei 173T- um 31% (Abbildung 45 C) und bei A116D-
mutierten Zellen um 29% (Abbildung 46 D) gestiegen.

Bei Sphingomyelin bewirkte die Mutation I73T eine Senkung um 11% (Abbildung 45 D) im
Vergleich zum Wildtyp, wohingegen die Mutation A116D eine Steigerung um 11%
(Abbildung 46 E) hervorrief.

Ceramid war nur bei A116D-transfizierten Zellen um 11% (Abbildung 46 F) vermindert,
wobei im gleichen Zuge Glucosylceramid um 100% bei A116D-transfizierten Zellen
anstieg (Abbildung 46 G).

Phosphatidylserin war bei A116D-transfizierten Zellen um 18% (Abbildung 46 H) erhdht.
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Abbildung 45: Lipidverteilung bei Wt und 173T, Zelllysat. Der Gehalt an Phospholipid wurde als % des
Mittelwertes von unbehandelten Wildtyp-Werten angegeben. Die Grafiken zeigen die relative Menge von
Phosphatidylcholin (A), Lysophosphatidylcholin (B), Phosphatidylethanolamin (C) und Sphingomyelin (D).
n=3. -: unbehandelt, +Met: mit 10uM Methylprednisolon fiir 24 Std. inkubiert, +Hyd: mit 10uM
Hydroxychloroquin fir 24 Std. inkubiert. Die Klammern ber den Saulen geben an, welche Werte zueinander

signifikant unterschiedlich sind.
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Abbildung 46: Lipidverteilung bei Wt und A116D, Zelllysat. Der Gehalt an Phospholipid wurde als % des
Mittelwertes von unbehandelten Wildtyp-Werten angegeben. Die Grafiken zeigen die relative Menge von
Gesamtphospholipide (A), Phosphatidylcholin (B), Lysophosphatidylcholin (C), Phosphatidylethanolamin (D),
Sphingomyelin (E), Ceramid (F), Glucosylceramid (G) und Phosphatidylserin (H). n=3. -: unbehandelt, +Met:
mit 10uM Methylprednisolon fir 24 Std. inkubiert, +Hyd: mit 10uM Hydroxychloroquin fur 24 Std. inkubiert.
Die Klammern Uber den Saulen geben an, welche Werte zueinander signifikant unterschiedlich sind.
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4.7.1.2 Betrachtung der Aufféalligkeiten der einzelnen Fettsauren der jeweiligen
Lipidklassen des Zelllysates

Es konnten einige signifikante Anderungen auf der Ebene der Fettsduren der
verschiedenen Phospholipidklassen festgestellt werden. Allerdings kdnnen im Rahmen
dieser Arbeit nur Tendenzen festgehalten werden, da eine Absicherung dieser Tendenzen
einer groReren Stichprobenzahl bedarf. Die angegebene statstische Auswertung ist daher

nur orientierend zu sehen.

Umfangreicher ausgewertet wurden Phosphatidylcholin und Lysophosphatidylcholin. Bei
diesen Lipidklassen wurde nicht nur die prozentuale Veranderung der Fettsauren
betrachtet, sondern auch die tatsachlichen Mengenabsolutwerte in nmol lipid/mg Protein.
Normalerweise sollten sich prozentuale Anderungen in den Absolutwerten wiederspiegeln.
So sollte einem prozentualen Anstieg einer Fettsaure bei mutierten Zellen im Vergleich

zum Wildtyp auch absolut dieser Anstieg folgen.

Bei naherer Untersuchung der Fettsaurespezies von Phosphatidylcholin ist nicht DPPC die
vorherrschende Fettsaurespezies, sondern eine ungesattigte Variante 32:1. Die Spezies
32:1 ist bei I73T- und A116D-mutiertem proSP-C noch mehr erhoht als bei Wildtyp proSP-
C.

Bei Phosphatidylcholin fielen noch einige weitere Fettsduren auf. Bei A116D-mutierten
Zellen waren die Fettsauren 32:1, 34:2, 30:0 und 36:2 prozentual hoher gewichtet als beim
Wildtyp. Die tatsachlichen absoluten Mengen sanken aber ab. Bei der Fettsaure 34:2

verhielt es sich bei I73T-mutierten Zellen genauso (siehe Tabelle 14).

Bei Lysophosphatidylcholin hingegen sanken sowohl bei A116D-mutierten wie auch bei
I73T-mutierten Zellen die prozentualen Werte von der Fettsaure 16:0 im Vergleich zu

Wildtyp ab, stiegen aber bei den absoluten Mengen real an (siehe Tabelle 14).



Wt A116D 73T Wt A116D 73T
Total PL | nmol lipid/mg Protein | 152,80 | 126,50 | 153,10 j 152,80 | 126,50 | 153,10 |nmol lipid /mg Protein
PC % of total PL 57,80 | 52,80 53,70 88,32 66,79 82,21 | nmol lipid /mg Protein
LPC % of total PL 0,60 0,90 1,00 0,92 1,14 1,53 | nmol lipid /mg Protein

Wit A116D 73T Wt A116D 73T
PC % 100 100 100 88,3184 66,792 82,2147 |nmol lipid /mg Protein
PC 32:1 | % of PC 22,92 | 25,06 22,21 20,24 16,74 18,26 | nmol lipid /mg Protein
PC 34:1 |% of PC 14,65 13,12 14,54 12,94 8,76 11,95 | nmol lipid /mg Protein
PC 34:2 |% of PC 7,30 8,37 7,82 6,45 5,59 6,43 | nmol lipid /mg Protein
PC 30:0 |% of PC 5,69 6,49 7,16 5,03 4,33 5,89 | nmol lipid /mg Protein
PC 36:2 | % of PC 9,19 6,10 6,01 4,58 4,07 4,94 | nmol lipid /mg Protein
PC 32:0 |% of PC 5,18 3,71 4,61 4,57 2,48 3,79 |nmol lipid /mg Protein
PC 32:2 | % of PC 3,30 4,43 3,81 2,91 2,96 3,13 | nmol lipid /mg Protein
PC 30:1 | % of PC 2,65 4,65 3,54 2,34 3,11 2,91 | nmol lipid /mg Protein
PC 36:1 | % of PC 1,51 1,15 1,04 1,33 0,77 0,86 | nmol lipid /mg Protein

Wt A116D 73T Wt A116D 73T
LPC % 100 100 100 0,9168 | 1,1385 1,531 | nmol lipid /mg Protein
LPC 16:0 | % of LPC 53,40 | 49,80 51,37 0,49 [N0BZA 09 nmol lipid /mg Protein
LPC 18:1|% of LPC 17,73 | 19,57 20,03 I 0,16 0,22 0,31 |nmol lipid /mg Protein
LPC 16:1 | % of LPC 10,50 12,70 12,73 0,10 0,14 0,19 | nmol lipid /mg Protein
LPC 18:0 | % of LPC 8,53 8,57 6,67 I 0,08 0,10 0,10 | nmol lipid /mg Protein
LPC 15:0 | % of LPC 3,83 2,73 2,93 0,04 0,03 0,04 | nmol lipid /mg Protein
Tabelle 14: Fettsaurelbersicht von PC und LPC, Zelllysat. Die Tabelle ist in zwei Halften aufgeteilt. Auf der linken Seite sind relative Werte in Form

prozentualer Anteile angegeben und auf der rechten Seite befinden sich die Absolutwerte in nmol lipid/mg Protein. Die Spalten zeigen die Vergleichswerte
zwischen Wildtyp exprimierenden und Mutation A116D oder I73T exprimierenden Zellen an. Turkis unterlegte Kompartimente verdeutlichen, dass prozentual
Mutation exprimierende Zellen héhere Fettsdureanteile haben als Wildtyp exprimierende, dass allerdings absolut gesehen die Werte abfallen. Bei rosa

hinterlegten Kompartimenten ist es genau umgekehrt. Die angegebenen Werte sind die Mittelwerte aus drei Messungen.
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4.7.2 Analyse der Lipidzusammensetzung des Kulturiiberstandes

Von den Zellen sekretierte Phospholipide werden in den Kulturiiberstand sezerniert. Um einen Uberblick tber die durchgefiihrten

Messungen zu bekommen, ist nachfolgende Tabelle aufgeflhrt.

Wt (mean + SD) | A116D (mean + SD) | I73T (mean + SD) | PA116D | P I73T
(Anova) | (Anova)
Total phospholipids (nmol/mg protein) 20,57 + 3,8 12,90 = 6,2 19,35 + 6,2 > 0,05 > 0,05
Phosphatidylcholin (% of total PL) 4470 + 0,1 38,73 + 0,6 35,10 £ 0,0 < 0,001 < 0,001
PC 32:1 (% of PC) 1421 + 1,5 14,21 £+ 0,5 14,32 + 0,9 > 0,05 > 0,05
PC 34:1 (% of PC) 14,85 + 0,2 15,74 + 0,7 16,48 + 1,1 < 0,01 > 0,05
PC 36:2 (% of PC) 493 + 0,3 574 + 0,5 536 + 0,3 < 0,001 <0,05
PC 34:2 (% of PC) 490 + 0,1 517 £ 0,3 505 + 04 > 0,05 > 0,05
PC 36:1 (% of PC) 3,50 + 0,2 527 £ 1,2 3,85 + 0,6 < 0,001 > 0,05
PC 32:0 (% of PC) 346 + 0,3 3,78 + 0,3 3,54 + 0,2 > 0,05 < 0,001
PC 30:0 (% of PC) 3,12 + 0,2 3,19 £ 0,5 3,86 £ 0,5 < 0,001 < 0,001
PC 32:2 (% of PC) 1,58 + 0,2 1,78 + 0,2 1,67 + 0,2 < 0,01 > 0,05
PC 30:1 (% of PC) 1,43 + 0,2 1,75 + 0,2 1,58 + 0,1 > 0,05 > 0,05
Lyso-Phosphatidylcholin (% of total PL) 590 £+ 04 16,78 + 1,3 10,36 + 2,5 < 0,01 <0,05
LPC 16:0 (% of LPC) 56,81 + 2,0 57,17 £ 04 58,28 + 2,3 > 0,05 > 0,05
LPC 16:1 (% of LPC) 15,69 + 1,7 16,48 + 0,6 1543 + 2,0 > 0,05 > 0,05
LPC 18:1 (% of LPC) 11,06 + 0,4 10,61 + 0,4 11,32 + 0,2 > 0,05 > 0,05
LPC 18:0 (% of LPC) 8,85 + 04 9,07 £ 04 8,65 + 04 > 0,05 > 0,05
LPC 15:0 (% of LPC) 2,44 + 0,1 1,71 £ 0,5 1,79 + 0,5 <0,05 < 0,001

Bunzjesuswwesnzpidi] alen|@z - assiuqabliy

66



Wt (mean + SD) | A116D (mean + SD) | 173T (mean + SD) | P A116D | P I73T
(Anova) | (Anova)
Phosphatidylglycerol (% of total PL) 0,20 + 0,1 0,70 + 0,0 0,20 + 0,0 < 0,01 > 0,05
PG 34:1 (% of PG) 48,71 + 5,8 75,19 + 3,8 4998 + 3,6 < 0,01 > 0,05
PG 36:2 (% of PG) 15,74 + 2,8 0,00 £ 0,0 13,61 + 14 <0,05 > 0,05
PG 34:2 (% of PG) 13,19 + 0,9 24,81 + 3,8 18,21 + 2,3 > 0,05 > 0,05
PG 36:1 (% of PG) 9,20 + 1,6 0,00 £ 0,0 2,26 + 3,9 > 0,05 > 0,05
PG 32:0 (% of PG) 9,25 + 11 0,00 £ 0,0 0,00 + 0,0 < 0,001 < 0,001
PG 30:0 (% of PG) 212 + 3,7 0,00 + 0,0 8,78 + 2,8 > 0,05 > 0,05
PG 32:1 (% of PG) 1,79 + 3,1 0,00 £ 0,0 0,00 + 0,0 > 0,05 > 0,05
PG 32:2 (% of PG) 0,00 + 0,0 0,00 £ 0,0 502 + 4,6 - -
PG 36:3 (% of PG) 0,00 + 0,0 0,00 + 0,0 210 + 3,7 - -
Sphingomyelin (% of total PL) 8,00 + 0,2 11,17 £ 0,2 8,00 + 0,8 < 0,01 > 0,05
SPM 16:0 (% of SPM) 4483 + 14 36,91 + 04 35,05 + 1,1 < 0,001 < 0,001
SPM 24:1 (% of SPM) 17,53 + 1,0 20,35 + 0,5 20,12 + 0,3 < 0,01 <0,05
SPM 24:0 (% of SPM) 7,87 + 0,2 7,03 £ 0,3 570 + 0,2 <0,05 < 0,001
SPM 16:1 (% of SPM) 7,62 + 0,3 7,59 + 0,2 7,09 + 0,3 > 0,05 > 0,05
SPM 24:2 (% of SPM) 475 + 04 7,26 + 0,3 7,22 + 0,6 < 0,001 < 0,001
SPM 22:0 (% of SPM) 3,70 + 0,2 469 + 0,4 582 + 0,3 > 0,05 < 0,001
SPM 22:1 (% of SPM) 3,24 + 0,2 467 + 0,2 6,08 + 0,2 < 0,001 < 0,001
Ceramid and 3,30 + 0,3 2,10 + 0,2 3,00 + 0,3 < 0,01 > 0,05
Glucosyl-Ceramid (% of total PL) 0,10 + 0,0 0,10 + 0,0 0,10 + 0,0 > 0,05 > 0,05
Cer 16:0 (% of Cer) 51,20 + 4,5 4550 + 1,7 44,30 + 0,8 <0,05 <0,05
Cer 14:1 (% of Cer) 19,90 + 1,0 24,47 + 0,9 28,70 + 0,8 < 0,001 < 0,001
Cer 24:0 (% of Cer) 17,87 + 2,0 16,83 + 0,5 13,37 + 0,3 > 0,05 < 0,001
Cer 22:0 (% of Cer) 6,40 + 0,2 7,60 £ 0,3 9,03 + 0,7 <0,05 < 0,001
Glu Cer 16:0 (% of GluCer) 1,70 + 0,4 2,60 + 0,1 1,40 + 0,3 < 0,01 > 0,05
Glu Cer 24:1 (% of GluCer) 0,93 + 0,1 1,83 + 0,3 1,03 + 0,1 < 0,01 > 0,05
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Wt (mean + SD) | A116D (mean + SD) | I73T (mean + SD) | P A116D | P I73T
(Anova) | (Anova)
Phosphatidylethanolamin (% of total PL) 6,50 + 0,2 6,50 + 0,1 7,80 + 0,9 > 0,05 > 0,05
PE 34:1 (% of PE) 26,05 + 0,7 21,77 £ 0,9 2461 + 1,3 |<0,01 > 0,05
PE 34:2 (% of PE) 20,40 + 0,4 20,97 + 0,1 21,56 + 1,1 |>0,05 > 0,05
PE 32:1 (% of PE) 13,74 + 1,2 11,92 + 1,3 11,31 + 06 |>0,05 < 0,05
PE 36:2 (% of PE) 12,58 + 0,0 13,93 + 0,3 1542 + 0,1 | <0,05 < 0,001
PE 36:1 (% of PE) 565 + 0,6 444 + 04 490 + 0,5 [<0,05 > 0,05
PE 32:2 (% of PE) 493 + 0,3 414 + 04 3,83 + 0,1 > 0,05 < 0,05
PE 34:3 (% of PE) 1,59 + 0,1 1,94 + 0,2 1,54 + 0,1 > 0,05 > 0,05
PE 32:0 (% of PE) 0,79 + 0,3 0,63 + 0,3 0,68 + 0,2 > 0,05 > 0,05
Phosphatidylserin (% of total PL) 11,70 = 0,8 8,60 + 0,1 8,00 + 0,9 < 0,01 < 0,01
PS 36:1 (% of PS) 25,89 + 0,7 25,78 + 0,4 27,23 + 0,8 > 0,05 > 0,05
PS 34:1 (% of PS) 18,98 + 0,9 12,04 + 0,5 14,46 + 05 |<0,001 |[<0,001
PS 36:2 (% of PS) 14,81 + 0,2 13,63 + 0,4 14,01 + 0,8 > 0,05 > 0,05
PS 40:6 (% of PS) 545 + 0,3 510 + 0,5 457 + 0,3 > 0,05 > 0,05
PS 32:1 (% of PS) 530 + 0,2 3,17 + 0,3 394 + 0,3 |<0,001 |<0,01
PS 40:7 (% of PS) 470 + 0,2 9,36 + 0,5 795 + 17 |<0,001 [<0,05
PS 38:2 (% of PS) 3,82 + 0,0 4,48 + 0,1 513 + 0,6 > 0,05 < 0,05
PS 34:2 (% of PS) 3,57 + 0,3 3,00 + 0,2 287 + 0,4 < 0,05 < 0,05
PS 40:5 (% of PS) 3,24 + 0,2 416 + 04 317 + 03 |[<0,05 > 0,05
PS 38:3 (% of PS) 3,14 + 0,0 564 + 0,3 386 + 0,2 <0,001 [<0,05

Tabelle 15:

P<0,05 wurden die Unterschiede als signifikant gewertet.

Lipidverteilung bei unbehandelten MLE-12-Zellen, die stabil mit dem Vektor pcDNA3/HA-hSP-C": 73T und ALED +ransfiziert wurden,
Kulturiberstand. Die erste Zeile zeigt die Messung der Gesamtphospholipide (gesamt) in nmol lipid/mg Protein. Darunter jeweils grau unterlegt sind die
Lipidklassen, die als prozentualer Anteil der Gesamtphospholipide ausgedrickt sind. Unterhalb der grau unterlegten Zeilen, befinden sich die Fettsauren der
jeweiligen Lipidklassen, die als prozentualer Anteil der Lipidklassen festgehalten sind. Die erste Spalte dient zur Namensbezeichnung der Lipide, die zweite
Spalte beschreibt die Lipidverteilung bei Wildtyp exprimierenden Zellen, die dritte Spalte bei A116D-mutierten Zellen, die vierte zeigt die Lipidverteilung bei 173T-
mutierten Zellen auf. Die funfte und sechste Spalte zeigen die P-Werte der Signifikanzberechnung zwischen Wildtyp und Mutation exprimierenden Zellen. Es
wurden die Mittelwerte aus drei Messungen mit ihrer jeweiligen Standardabweichung berechnet. Signifikanzen wurden mittels Anova berechnet. Bei einem
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4 Ergebnisse - Zellulare Lipidzusammensetzung 102

4.7.2.1 Darstellung der Unterschiede innerhalb der einzelnen Lipidklassen des

Kulturiiberstandes

Die Gesamtphospholipidmenge blieb bei transfizierten MLE-12-Zellen unverandert. Die
Phopsholipidzusammensetzung war hingegen bei beiden Mutationen signifikant

unterschiedlich.

Phosphatidylcholin war bei 173T- um 21% (Abbildung 47 A) und bei A116D-mutierten
Zellen um 13% (Abbildung 48 A) erniedrigt. Ebenso war Phosphatidylserin bei 173T- um
32% (Abbildung 47 C) und bei A116D-mutierten Zellen um 26% (Abbildung 48 C)
gesunken. Lysophosphatidylcholin hingegen war bei I73T- um 76% (Abbildung 47 B) und
bei A116D-mutierten Zellen um 184% (Abbildung 48 B) erhdht.

Ceramid war nur bei A116D-transfizierten Zellen um 36% (Abbildung 48 D) vermindert,
wohingegen bei Sphingomyelin die Mutation A116D eine Steigerung um 40% (Abbildung
48 E) bewirkte.
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Abbildung 47: Lipidverteilung bei Wt und I73T, Kulturiberstand. Der Gehalt an Phospholipid wurde als
% des Mittelwertes von unbehandelten Wildtyp Werten angegeben. Die Grafiken zeigen die relative Menge
von Phosphatidylcholin (A), Lysophosphatidylcholin (B) und Phosphatidylserin (C). n=3. -: unbehandelt,
+Met: mit 10uM Methylprednisolon fir 24 Std. inkubiert, +Hyd: mit 10uM Hydroxychloroquin fiir 24 Std.
inkubiert. Die Klammern Uber den Saulen geben an, welche Werte zueinander signifikant unterschiedlich
sind.
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Abbildung 48: Lipidverteilung bei Wt und A116D, Kulturtiiberstand. Der Gehalt an Phospholipid wurde
als % des Mittelwertes von unbehandelten Wildtyp Werten angegeben. Die Grafiken zeigen die relative
Menge von Phosphatidylcholin (A), Lysophosphatidylcholin (B), Phosphatidylserin (C), Ceramid (D) und
Sphingomyelin (E). n=3. . -: unbehandelt, +Met: mit 10uM Methylprednisolon fiir 24 Std. inkubiert, +Hyd: mit
10uM Hydroxychloroquin fiir 24 Std. inkubiert. Die Klammern (ber den Saulen geben an, welche Werte
zueinander signifikant unterschiedlich sind.
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4.7.2.2 Betrachtung der Auffalligkeiten der einzelnen Fettsauren der jeweiligen
Lipidklassen des Kulturiuberstandes

Es konnten einige signifikante Anderungen auf der Ebene der Fettsduren der
verschiedenen Phospholipidklassen festgestellt werden. Allerdings kdnnen im Rahmen
dieser Arbeit nur Tendenzen festgehalten werden, da eine Absicherung dieser Tendenzen
einer groReren Stichprobenzahl bedarf. Die angegebene statistische Auswertung ist daher

nur orientierend zu sehen.

Umfangreicher ausgewertet wurden Phosphatidylcholin und Lysophosphatidylcholin. Bei
diesen Lipidklassen wurde nicht nur die prozentuale Veranderung der Fettsauren
betrachtet, sondern auch die tatsachlichen Mengenabsolutwerte in nmol lipid/mg Protein.
Normalerweise sollten sich prozentuale Anderungen in den Absolutwerten wiederspiegeln.
So sollte einem prozentualen Anstieg einer Fettsaure bei mutierten Zellen im Vergleich

zum Wildtyp auch absolut dieser Anstieg folgen.

Bei genauerer Untersuchung der Fettsaurespezies von Phosphatidylcholin ist nicht DPPC
die vorherrschende Fettsaurespezies, sondern eine ungesattigte Variante 34:1, dicht

gefolgt von 32:1.

Bei Phosphatidylcholin fielen noch einige weitere Fettsauren auf. Bei A116D- und I173T-
mutierten Zellen waren die Fettsauren 34:1, 34:2, 30:0 und 32:0 und 30:1 prozentual
hoher gewichtet als beim Wildtyp. Die tatsachlichen absoluten Mengen sanken aber ab.
Bei der Fettsaure 36:1 verhielt es sich nur bei A116D-mutierten Zellen genauso. Die
Fettsdure 32:1 war sowohl bei A116D- wie auch bei 173T-mutierten Zellen prozentual

unverandert, fiel aber bei den absoluten Mengenangaben ab (siehe Tabelle 16).

Bei Lysophosphatidylcholin blieb die Fettsdure 18:0 bei I73T-mutierten Zellen prozentual
unverandert, fiel aber absolut im Vergleich zu Wildtyp exprimierenden Zellen ab. Die
Fettsaure 18:1 war bei |73T-mutierten Zellen prozentuell erniedrigt, aber absolut erhdht im
Vergleich zu Wildtyp exprimierenden Zellen. Bei A116D-mutierten Zellen war nur die
Fettsaure 16:1 auffallig. Sie war gegnuber Wildtyp prozentuell erhoht, fiel aber absolut ab
(siehe Tabelle 16).



Wt A116D 73T Wit A116D 73T
Total PL |nmol lipid /mg Protein | 152,8 | 126,5 1531 152,8 126,5 153,1  |nmol lipid /mg Protein
PC % of total PL 4470 | 38,73 35,10 68,30 48,99 53,74 | nmol lipid /mg Protein
LPC % of total PL 5,90 16,78 10,36 9,02 21,23 15,86 | nmol lipid /mg Protein
Wt A116D 73T Wt A116D 73T
PC % 100 100 100 88,3184 66,792 82,2147 | nmol lipid /mg Protein
PC 3211 |% of PC 14,21 14,21 14,32 12,55 9,49 11,77 | nmol lipid /mg Protein
PC 34:1 |% of PC 14,85 15,74 16,48 13,12 10,51 13,55 | nmol lipid /mg Protein
PC 34:2 |% of PC 4,93 5,74 5,36 4,35 3,83 4,41 | nmol lipid /mg Protein
PC 30:0 |% of PC 4,90 5,17 5,05 4,33 3,45 4,15 | nmol lipid /mg Protein
PC 36:2 | % of PC 3,50 5,27 3,85 3,09 3,52 3,17 | nmol lipid /mg Protein
PC 32:0 |% of PC 3,46 3,78 3,54 3,06 2,52 2,91 | nmol lipid /mg Protein
PC 32:2 | % of PC 3,12 3,19 3,86 2,76 2,13 3,17 | nmol lipid /mg Protein
PC 30:1 |% of PC 1,98 1,78 1,67 1,40 1,19 1,37 | nmol lipid /mg Protein
PC 36:1 | % of PC 1,43 1,75 1,58 1,26 1,17 1,30  |nmol lipid /mg Protein
Wt A116D 73T Wt A116D 73T
LPC % 100 100 100 0,9168 | 1,1385 1,531 | nmol lipid /mg Protein
LPC 16:0 | % of LPC 56,81 S7 17 58,28 0,52 0,65 0,89 |nmol lipid /mg Protein
LPC 18:1 | % of LPC 15,69 16,48 15,43 0,14 0,19 nmol lipid /mg Protein
LPC 16:1 | % of LPC 11,06 | 10,61 11,32 I 0,10 0,12 0,17 | nmol lipid /mg Protein
LPC 18:0 | % of LPC 8,85 9,07 8,65 I 0,08 0,10 0,13 | nmol lipid /mg Protein
LPC 15:0 | % of LPC 2,44 1,71 1,79 0,02 0,02 0,03 | nmol lipid /mg Protein
Tabelle 16: Fettsaurelbersicht von PC und LPC, Kulturliberstand. Die Tabelle ist in zwei Halften aufgeteilt. Auf der linken Seite sind relative Werte in

Form prozentualer Anteile angegeben und auf der rechten Seite befinden sich die Absolutwerte in nmol lipid/mg Protein. Die Spalten zeigen die Vergleichswerte
zwischen Wildtyp und Mutation A116D oder 173T exprimierenden Zellen an. Turkis unterlegte Kompartimente verdeutlichen, dass prozentual Mutation
exprimierende Zellen héhere Fettsaureanteile haben als Wildtyp exprimierende, dass allerdings absolut gesehen die Werte abfallen. Bei rosa hinterlegten
Kompartimenten ist es genau umgekehrt. Bei lila hervorgehobenen Kompartimenten ist prozentual kein Unterschied zwischen der Fettsduremenge bei WildTyp-
Im Vergleich zu Mutation exprimierenden Zellen zu sehen, die Absolutwerte fallen allerdings bei Mutation exprimierenden Zellen ab. Die angegebenen Werte
sind die Mittelwerte aus drei Messungen.
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4.7.3 Korrektives Potential von Methylprednisolon und Hydroxychloroquin

Durch die Behandlung der [73T-mutierten Zellen mit Methylprednisolon oder
Hydroxychloroquin konnte der niedrige Phosphatidylcholinspiegel zwar angehoben, aber
nicht auf Normalniveau erhdht werden. Allerdings konnte der Anstieg von Lyso-PC

immerhin verringert, wenn auch nicht komplett aufgehoben werden.

Auf A116D-mutierte Zellen hatten Methylprednisolon und Hydroxychloroquin keinen
Einfluss.
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4.7.4 Gegenuberstellung Lipidmessung von Zelllysat und Kulturtiberstand

In nachfolgender Auflistung sind die Phospholipidmengen des Zelllysates mit den

Phospholipidmengen des Kulturiberstandes verglichen.

Wt & 73T Zelle Einfluss der Wt & 173T Einfluss der
Medikamente Kulturtiberstand Medikamente
PC{ 7% PC 21% Bei 173T durch Met und
Hyd T
LPC T 67% Bei 173T durch Met und LPC T 76%
Hyd
SPM 11%
PE T 31%
PS | 32%
Wt & A116D Zelle Einfluss der Wt & Al116D Einfluss der
Medikamente Kulturiiberstand Medikamente
PC{ 9% PC{ 13%
LPC 1T 50% LPC T 184%
PE T 29%
PS T 18% PS 26%
SPM T 11% SPM T 40%
Cer{ 11% Cer | 36% Bei Wt durch Hyd |
GluCer T 100% Bei Wt durch Hyd T
PG | 50%
Total PL { 17%

Tabelle 17: Unterschiede in der Lipidzusammensetzung. Analysiert wurden Phosphatidylcholin (PC),
Lysophosphatidylcholin (LPC), Phosphatidylethanolamin (PE), Phosphatidylserin (PS), Phosphatidylglycerol
(PG), Sphingomyelin (SPM), Dihydro-Sphingomyelin (DihSPM), Ceramid (Cer), Glucosylceramid (GluCer),
Plasmalogen (Pla) und Gesamtphospholipid (Total PL). Bei ,Wt <> I73T“ sind die Veranderungen von mit
I73T-transfizierten Zellen im Vergleich zu Wildtyp transfizierten dargestellt. Bei ,Wt < A116D" sind die
Veranderungen von mit A116D-transfizierten Zellen im Vergleich zu Wildtyp transfizierten dargestellt. Fett
dargestellt sind Ubereinstimmende Tendenzen, die bei 173T- und A116D-transfizierten Zellen im Vergleich
zum Wildtyp auftreten. Met steht fiir Methylprednisolon, Hyd fiir Hydroxychloroquin.

Graphisch dargestellt ist die Gegenuberstellung der Lipidmessung von Zelllysat und
Kulturiberstand in Abbildung 49.

Es kann festgehalten werden, dass die Expression von mutiertem proSP-C alveolare Typ-
[I-Zellen in ihrer Lipidzusammensetzung tiefgrindig stort. Das am meisten surfactant
spezifische Phospholipid, Phosphatidylcholin, wurde reduziert, einhergehend mit einer
Steigerung von Lysophosphatidylcholin, die durch eine gesteigerte Aktivitat der

Phospholipase erklart werden konnte.
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Abbildung 49: Grafische Darstellung der drei massenspektrometrischen Messungen zur
Lipidverteilung. Es wurden die unbehandelten MLE-12-Zellen gemessen, die stabil mit dem Vektor
pcDNA3/HA-hSP-Ct 73T und ATI6D 4 ansfiziert sind. Dabei wurden die Gesamtphospholipide (gesamt) in nmol
lipid/mg Protein gemessen und die Unterspezies als % der Gesamtphospholipide ausgedriickt. Zum einen
wurde das Zelllysat (Zelle) und zum anderen der zugehdrige Kulturiiberstand (KU) vermessen.
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4.8 Analyse der Rezeptorexpression auf Immunzellen

Zellstress wird Uber Signalmolekule, die von den betreffenden Zellen abgesondert werden,
den umgebenden Zellen und Geweben mitgeteilt. Die Starke der Expression dieser

Oberflachenrezeptoren ist proportional zum vorliegenden Zellstress.

Es wurde untersucht, ob der Kulturiberstand von Wildtyp proSP-C exprimierenden MLE-
12-Zellen eine abweichende Expression bestimmter Zytokinoberflachenrezeptoren auf
Lymphozyten und Neutrophilen hervorruft im Vergleich zum Kulturiberstand von MLE-12-

Zellen, die I73T- oder A116D-mutiertes proSP-C exprimieren.

Neutrophile und Lymphozyten wurden aus humanem Vollblut verschiedener Spender
isoliert und mit siebenfach einkonzentrierten Kulturiberstanden von MLE-12-Zellen, die
Wildtyp oder mutiertes Pro-SP-C exprimieren, inkubiert. Nicht einkonzentrierte Proben

zeigten weniger ausgepragte Effekte.

4.8.1 Oberflachenexpression von CCR-2 auf Lymphozyten

Die Oberflachenexpression von CCR-2 auf Lymphozyten wurde naher betrachtet.

Wahrend CD8+ Lymphozyten
P < 0.001

s L e keine unterschiedliche Expression
g _ T = 7 - T K bei Wildtyp und Mutante zeigten,
g% stieg bei CD4+ Lymphozyten die
%g_; 1004 —= Menge der exprimierten
T3 Oberflachenrezeptoren von CCR-
§§ 2 als Antwort auf die Inkubation
§ oLl : . | : . mit Kulturiberstand von proSP-

WT 1737 A116D WT I73T A116D cmut exprimierenden Zellen

CD4+ CD8+ signifikant an (Abbildung 50).

Abbildung 50: CCR-2-Oberflachenexpression auf Lymphozyten. Dargestellt sind Lymphozyten, bei
denen die Oberflachenexpression von CCR-2 gemessen wurde, nachdem sie mit Kulturiberstand von MLE-
12-Zellen inkubiert worden waren. Die MLE-12-Zellen selbst waren stabil mit dem Vektor
pcDNA3/HA-hSP-CVt 73T oder ATISD yransfiziert worden. Die Lymphozyten wurden in CD4+ und CD8+
unterschieden.
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4.8.2 Oberflachenexpression von CXCR-1 auf Lymphozyten

Der gleiche Effekt war fur CXCR-1 nachzuweisen. Die Rezeptorexpression stieg bei CD4+
Lymphozyten nach Inkubation mit mutiertem KulturiUberstand an, wohingegen sie bei

CD8+ Lymphozyten unverandert blieb (Abbildung 51).
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Abbildung 51: CXCR-1-Oberflachenexpression auf Lymphozyten. Dargestellt sind Lymphozyten, bei
denen die Oberflachenexpression von CXCR-1 gemessen wurde, nachdem sie mit dem Kulturiiberstand von
MLE-12-Zellen inkubiert worden waren. Die MLE-12-Zellen selbst waren stabil mit dem Vektor pcDNA3/HA-
hSP-C\t 73T 0der AT16D yransfiziert worden. Die Lymphozyten wurden in CD4+ und CD8+ unterschieden.

4.8.3 Oberflachenrezeptorexpression von CXCR-1 und CD11b auf Neutrophilen

Weiterhin wurde die Oberflachenrezeptorexpression auf Neutrophilen betrachtet. Der
Kulturiberstand der mutierten Zellen fuhrte zu einem Anstieg von CXCR-1, zeigte jedoch

keinen Effekt auf die Expression von CD11b (Abbildung 52).
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Abbildung 52: Oberflachenrezeptorexpression auf Neutrophilen. Dargestellt sind Neutrophile, bei denen
die Oberflachenexpression von CXCR-1 und CD11b gemessen wurde, nachdem sie mit dem
Kulturiiberstand von MLE-12-Zellen inkubiert worden waren. Die MLE-12-Zellen selbst waren stabil mit dem
Vektor pcDNA3/HA-hSP-CW 73T 0der ATED yransfiziert worden.

Als wesentliche Aussage ist festzuhalten, dass MLE-12-Zellen, die |73T- oder A116D-
mutiertes proSP-C exprimieren, |6sliche Faktoren in den Kulturiberstand zu sezernieren,
die in der Lage sind, die Oberflachenrezeptorexpression auf flr die Immunantwort

wichtigen Zellen zu modulieren.
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5 Diskussion

Die vorliegende Arbeit soll die zelluldaren Auswirkungen von Mutationen im
Surfactantprotein-C-Gen intensiver beleuchten. Bisher gab es noch keine genaueren
Untersuchungen daruber, welche Ablaufe in der Zelle durch die verschiedenen Mutationen

gestort werden.

Als Untersuchungsmodell wurde eine murine Typ-lI-Pneumozyten-Zelllinie (MLE-12)
gewahlt, in der mittels eingebrachter Vektoren Wildtyp proSP-C und mutiertes proSP-C

exprimiert und prozessiert wurden.

Eine Beeinflussung der Ergebnisse war, dass das fur die Untersuchungen gewahlte
Modell mehr einer homozygoten Mutation im SFTPC-Gen entsprach. Zwar wird
endogenes SP-C von MLE-12-Zellen exprimiert [86], aber die Expression des durch den
Vektor definierten SP-C war durch den CMV-Promotor des eingebrachten Vektors
wesentlich hoher. Somit ist dieses Modell weniger gut auf Patienten Ubertragbar, bei
denen eine heterozygote Mutation im SFTPC-Gen vorliegt. Allerdings ist zu beachten,
dass bei Patienten die Mutationen auch nur heterozygot vorliegen, da sie sich dominant
negativ auswirken. Insofern ist die Vergleichbarkeit zur menschlichen Situation insgesamt

gut.

5.1 Prozessierungsmuster

Alle bisher durchgeflihrten Untersuchungen galten der Prozessierungsaufklarung von
Wildtyp proSP-C [47;48;87]. In dieser Arbeit wurde das Prozessierungsmuster von proSP-

C-Mutationen untersucht, in der Annahme, dass diese verandert seien.

Bei der Untersuchung von Wildtyp proSP-C bestatigte sich die bisherige
Prozessierungstheorie nach Brasch et al. [47]. Es wurden drei verschiedene
Fusionsproteine detektiert, von denen zwei N-terminal mit proSP-C verbunden waren (HA
und EGFP) und eines C-terminal (EGFP). So konnte die Proform mit 21kDa (Abbildung 28
#1, 5, 9) detektiert werden, die beiden Intermediate nach C-terminal proteolytischer
Spaltung mit 16kDa (Abbildung 28 #3, 6, 10) und 7kDa (Abbildung 28 #7) sowie das
Intermediat nach erster N-terminaler Abspaltung mit 6kDa (Abbildung 28 #8). Das
Intermediat nach der zweiten N-terminalen Abspaltung konnte nicht detektiert werden, da

das Fusionsprotein bereits abgespalten worden war. Auf die Reihenfolge der
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proteolytischen Abspaltungsprozesse konnte durch die Lage des Fusionsproteins zu
proSP-C ruckgeschlossen werden. Die beiden N-terminalen Fusionsproteine blieben durch
die ersten beiden Abspaltungen unberthrt. Bei der dritten proteolytischen Abspaltung
konnte die Grolie eines Proteins detektiert werden, das genau der Differenz aus voller
Lange von proSP-C (21kDa) und der dritten Zwischenform (6kDa) entspricht und somit auf
eine N-terminale Abspaltung hinweist. Allerdings konnte diese Form nur bei dem mit
EGFP verbundenen proSP-C gefunden werden, da die technische Auflosung der Methode
nicht fur die Detektion eines 2,3kDa groRen Fragmentes ausreichte, das bei dem mit HA
verbundenem proSP-C zu erwarten gewesen ware. Umgekehrt wurde beim C-terminal
verbundenen Fusionsprotein EGFP nach der ersten Abspaltung ein Protein gefunden, das
der GroRe nach der Differenz aus voller Lange von proSP-C (21kDa) und erster

Zwischenform (16kDa) entspricht und somit auf eine C-terminale Abspaltung hinweist.

Eine bisher in der Literatur nicht erwahnte Bande wurde zusatzlich gefunden (Abbildung
28, Abbildung 30, Abbildung 32 #2). Sie taucht allerdings nur bei dem Fusionsprotein aus
HA mit proSP-C auf. Hierbei wird von der vollen Lange des proSP-C ein 1kDa grofes
Stuck C-terminal abgespalten. Diese Bande ist am starksten von allen vertreten. Sie tritt
auch bei allen mutierten proSP-C-Formen auf. Eine mdgliche Erklarung hierfir ware, dass
in Mauszellen die Proform von SP-C als Doppelbande auftritt. Dem widerspricht, dass die
Doppelbande nicht bei EGFP verbundenem proSP-C auftaucht. Um auszuschlie3en, dass
es an der Prozessierung in Mauszellen liegt, musste der Versuch in A549-Zellen
wiederholt werden, was fur den zeitlichen Rahmen dieser Arbeit nicht vorgesehen war. Es
konnte auch sein, dass der HA-Antikorper unspezifisch eine Bande mit genau dieser
Grolde farbt. Dafur sprache, dass die Bande nur bei dem HA-Fusionsprotein auftaucht und

ungewohnlich intensiv gefarbt ist.

Die Expression von |73T-mutiertem proSP-C in MLE-12-Zellen fuhrte nicht zur
Erscheinung neuer intrazellularer Prozessierungszwischenstufen von proSP-C im
Vergleich zu Wildtyp proSP-C, aber zu einer unterschiedlich starken Gewichtung der
gefundenen Intermediate. Aberrant prozessiertes 173T-mutiertes Protein erlaubt immer
noch eine Produktion von reifem SP-C [65]. Dies kdnnte erklaren, warum alle bei Wildtyp
proSP-C gefundenen Intermediate auftreten, die allerdings unterschiedlich gewichtet

nachweisbar sind.

Da der erste Abspaltungsschritt nicht durch die Mutation beeinflusst wurde, interferiert

I73T-mutiertes proSP-C nicht mit dem Export des SP-C-Proproteins aus ER und Golgi, da
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die erste Abspaltung nach dem Transport durch diese Kompartimente statt zu finden
scheint [47;60]. Diese Ergebnisse stutzen die Entdeckung, dass nur Mutationen im ER

zuruck gehalten werden, die sich N-terminal befinden [60].

Im Fall von 173T-mutiertem proSP-C stimmten die Prozessierungszwischenstufen mit
denen Uberein, die in der diagnostischen BAL von Patienten mit dieser Mutation
nachgewiesen wurden (Abbildung 29) [65], was die Ubertragbarkeit des gewahlten
Modells auf in vivo Untersuchungen bestatigt.

Die Expression von A116D-mutiertem proSP-C zeigte im Vergleich zu Wildtyp proSP-C
nach der C-terminalen proteolytischen Spaltung ein verandertes 14kDa grof3es Intermediat
statt 16 kDa. Ob es sich hierbei um eine andere Protease als beim Wildtyp handelt oder
ob die Mutation A116D die Schnittstelle verschiebt, muss noch genauer aufgeklart werden.
Nicht detektierbar war die 6kDa grof3e Zwischenform, die mit Hilfe des Fusionsproteins
proSP-C und EGFP N-terminal hatte auftauchen mussen. Dies deutet darauf hin, dass die
erste N-terminale Spaltung nicht mehr statt findet. Es bestatigt auch die Theorie, dass
A116D zu den Konformationskrankheiten gehort und somit die Produktion von reifem SP-
C verhindert wird [65].

Bei der Expression von P30L-mutiertem proSP-C wurden im Vergleich zu Wildtyp proSP-C
keine veranderten Zwischenformen aufgefunden. Die Mengenverteilung der Intermediate
zeigte auch keinen Unterschied zu Wildtyp proSP-C. Offenbar nimmt die Mutation keinen
Einfluss auf die Prozessierung. Dies widerspricht der Theorie, dass N-terminal gelegene

Mutationen im ER zurtick gehalten werden [60].

L188Q-mutiertes proSP-C zeigte bei seiner Expression ebenfalls eine 16kDa grolle
Zwischenform, wie Wildtyp proSP-C. Allerdings fand sich statt einer 7kDa grof3en ein
11kDa grolles Intermediat. Somit verandert diese Mutation den Angriffspunkt fur die

Protease, die flr die erste N-terminale proteolytische Spaltung zustandig ist.

Bei der Prozessierung von L110R- und P115L-mutiertem proSP-C wurden auf’er dem
21kDa-Propeptid keine Ubereinstimmungen zu Wildtyp proSP-C gefunden. Hier war eine
14kDa statt der 16kDa grof3e Zwischenform zu detektieren und eine 11kDa statt des 7kDa
grol3en Intermediates. Bei diesen beiden Mutationen ist die Schnittstelle fur die C- und N-

terminal angreifende Protease verandert.

Die Expression von Wildtyp und mutiertem proSP-C in diesem Modell liegt unter der

Kontrolle des CMV-Promotors, nicht des nativen Promotors. Es ist daher
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unwahrscheinlich, dass ein Feedback-Mechanismus flr eine Regulation der Transkription
verantwortlich ist. Eine Erklarung fur die unterschiedliche Gewichtung der Intermediate bei
mutiertes proSP-C im Vergleich zu Wildtyp proSP-C exprimierenden Zellen ware, dass
eine langsamere Prozessierung oder der Transport des mutierten proSP-C zu einer
Akkumulation von unprozessiertem proSP-C fluhren koénnte. Alternativ konnten kleine
Veranderungen in der Konformation des mutierten proSP-C diesen beobachteten Effekt

auslosen.

5.2 Morphologie der Lamellarkdrperchen

MLE-12-Zellen, die stabil mit I73T-, A116D- oder L110R-mutiertem proSP-C transfiziert
sind, weisen Besonderheiten in der Morphologie ihrer Lamellarkorperchen auf. Zum einen
finden sich rudimentare Lamellarkoérperchen, die eine transparentere und mit wenigen
Lamellen versehene Struktur aufweisen (Abbildung 35, Abbildung 38 B), und zum anderen
tauchen besonders eng lamellierte Korperchen auf (Abbildung 36, Abbildung 38 C). Bei
den MLE-12-Zellen, die stabil mit P30L-, P115L- oder L188Q-mutiertem proSP-C
transfiziert sind, finden sich nur rudimentare Lamellarkérperchen (Abbildung 38 A, D, E).
Brasch et al. [84] fanden beide Strukturarten bei Patienten, die an ILD erkrankt sind. Somit
wird die Lamellarkérperchengenese durch Mutationen gestort. Offensichtlich bewirkt eine
N-terminale Lage der Mutation (P30L) eine rudimentare Ausbildung der
Lamellarkérperchen und bei einer Non-BRICHOS Mutation (I73T) kdnnen beide Arten,
rudimentare und besonders dichte, ausgebildet werden. Mutationen der BRICHOS-
Domane konnen zum Teil beide Sorten (A116D, L110R), oder nur rudimentare
Lamellarkorperchen (P115L, L188Q) hervorrufen.

5.3 Intrazellulare Lokalisierung der Zwischenformen von proSP-C

Immunfluoreszenz transfizierter A549-Zellen zeigt, dass 173T- und A116D-mutiertes
proSP-C mit EEA-1-positiven Vesikeln kolokalisiert (Abbildung 40), was vorangegangene
Berichte bestatigen [65]. Das frihe Endosom enthalt normalerweise Material, das durch
Endozytose aus der Umgebung aufgenommen und entweder recycelt oder abgebaut wird.
Mehr als 80% des verwendeten Lungensurfactant wird durch Typ-ll-Zellen recycelt [88;89].
Obwohl die Immunfluoreszenz keine Unterscheidung zwischen den verschiedenen EGFP

positiven Spezies erlaubt (Abbildung 28 und Abbildung 31), liegt die Vermutung nahe,
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dass die proSP-C Spezies in den EEA-1-positiven Kompartimenten vorwiegend die

zusatzlichen Spezies sind, die bei den Mutanten gefunden wurden.

Bei der Untersuchung der Proteine, die in die Sekretion des Lungensurfactant involviert
sind [54], konnte gezeigt werden, dass Wildtyp proSP-C mit dem SNARE-Protein
Syntaxin-2 kolokalisiert, im Gegensatz zum mutierten proSP-C (Abbildung 41). Allerdings
kolokalisierte SNAP-23, ein anderes SNARE-Protein, mit keiner proSP-C-Spezies (Tabelle
11). SNAP-23 und Syntaxin-2 werden normalerweise an der Plasmamembran und in
Lamellarkdrperchen von Typ-ll-Pneumozyten gefunden [54]. Bei der proSP-C-
Prozessierung wurde die  Anwesenheit von  proSP-C-Zwischenformen in
Lamellarkérperchen, den Aufbewahrungskompartimenten flr Lungensurfactant, bevor es
sekretiert wird gefunden [47;48;87]. Daher konnen HA-Tag-positive Fragmente, die von
HA getagtem proSP-C abgespalten werden, die Lamellarkdrperchen gemeinsam mit dem
reifen SP-C erreichen. Dies tritt nicht bei I73T- oder A116D-mutiertem proSP-C ein.

Weitere Analysen haben gezeigt, dass weder der Wildtyp noch das mutierte proSP-C im
Calnexin positiven ER zurlick gehalten werden (Tabelle 11). Dies erhartet die
Ruckschlusse, die aus den immunochemischen Daten (siehe Prozessierungsmuster)
gezogen werden konnten. In der Anfarbung mit Antikdrpern gegen ubiquitinylierte Proteine
oder das Chaperon Hsp90 gab es keine detektierbaren Unterschiede zwischen Wildtyp
und mutietem proSP-C (Tabelle 11). Beide Proteine sind Teil des
Qualitatskontrollsystems, das der Zelle bei der Proteinfaltung hilft oder falsch gefaltete
Proteine markiert und sie zur Degradation frei gibt. Die Ergebnisse lassen die Vermutung
zu, dass mutiertes proSP-C nicht in einem grélieren Ausmal fur die Degradation markiert
wird als Wildtyp proSP-C.

5.4 Verhalten gegentiber exogenem Stress

Die Expression mutierter proSP-C-Formen resultiert haufig in vermehrtem Stress fir die
Zelle. Dies wurde fur die BRICHOS-Domanen-Mutationen L188Q und Aexon4 von SP-C
gezeigt [4;7]. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Mutationen I73T
und A116D die Zelldurchlassigkeit unter normalen Wachstumsbedingungen moderat
erhdhen (Abbildung 42). Die Behandlung der Zellen mit Azathioprin verdoppelte beinahe
die Anzahl der sterbenden mutierten Zellen im Vergleich zu den Wildtyp-Zellen. Diese
erhohte Sterberate war bei Hydroxychloroquin oder Cyclophosphamid weniger stark

ausgepragt. Die konstitutive Expression von mutiertem proSP-C scheint den Zellen
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leichten, sichtbaren Stress aufzuerlegen, aber letztendlich kann das zellulare System
diesen Stress Uber Adaptionsprozesse tolerieren, wie Bridges et al. berichtet haben [90].
Der zusatzliche Stress, hervorgerufen durch pharmakologische Substanzen, denen die
Zellen ausgesetzt sind, kann diese Balance aus dem tolerierten Bereich hinaus schieben,

so dass die Zellen durch Apoptose absterben.

5.5 Einfluss der proSP-C-Expression auf die

Hitzeschockproteinexpression

Zellularer Stress wird teilweise Uber endogene Chaperone reguliert. Dies bestatigten
Untersuchungen zu AF508 CFTR, einer Mutation bei Cystischer Fibrose, die zu einer
Fehlfaltung des Regulatorproteins des Chloridtransports durch die Zellmembran fuhrt [91].
Zum einen koénnen Chaperone hoch reguliert werden, um die massive Ansammlung
aberrant gefalteter Proteine und die damit verbundene Toxizitat fur die Zelle zu verringern.
Zum anderen konnen sie reduziert werden, um Proteine, die trotz Fehlfaltung eine
Restaktivitat besitzen, der Degradation zu entreiRen und der physiologischen

Prozessierung zuzufuhren.

Uber Hsp90 ist bekannt, dass es die letzten Schritte der Faltung aufhalt, um eine
frhzeitige Aggregation zu verhindern [78]. In der vorliegenden Arbeit bildet Hsp90 eine
Zielstruktur aller getesteten Medikamente. Der Einfluss von Hydroxychloroquin ruft hierbei
die starkste Hochregulation hervor, namlich 81% bei 173T und 78% bei A116D.

Calnexin hingegen ist offenbar immun gegentber der Stimulation mit Arzneimitteln. Im
Gegensatz dazu fuhrte die Behandlung mit Hydroxychloroquin zu einer Erhdhung von 75%
(I73T) bzw. 61% (A116D) der Expression von Calreticulin bei Zellen, die mutiertes proSP-
C exprimierten im Vergleich zu Wildtyp exprimierenden Zellen (Tabelle 12). Diese
Hochregulation wird auch von den Ubrigen Pharmaka hervorgerufen. Calreticulin und
Calnexin sind zusammen am so genannten calreticulin-calnexin cycle beteiligt, der fur die
Qualitatskontrolle und die Faltung der neu synthetisierten Proteine verantwortlich ist. Er
dient zur Erkennung fehlgefalteter Proteine, diese werden im ER zurlck gehalten und
degradiert. So kdénnen nur korrekt gefaltete Proteine das ER verlassen und dem
sekretorischen Pathway entlang weiter prozessiert werden [79]. Bei A116D- und [73T-
mutiertem proSP-C wird demnach die Faltungskontrolle Uber Calreticulin reguliert.
Anscheinend mussen Proteine nicht immer die gleiche Affinitat zu Calreticulin und

Calnexin haben, da AF508 CFTR im endoplasmatischen Retikulum zurickgehalten wird,
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wo es durch die langere Verbindung zu Calnexin [92] und der 70kDa-

Hitzeschockproteinfamilie [93] zu einem funktionellen Protein geformt wird [94].

Als Ergebnis zeigt sich, dass Hsp70 am starksten Uber Cyclophosphamid aktiviert wird,
was den Zellen vermutlich hilft das mutierte Protein funktionell zu falten.
Methylprednisolon, Hydroxychloroquin und Azathioprin haben ebenfalls eine leichte
Erhdhung der Hsp70-Level bewirkt, aber nicht in demselben Ausmall wie
Cyclophosphamid. Ahnliche Beobachtungen sind bei AF508 CFTR gemacht worden, wo 4-
PBA die Menge an Hsp70 erhoht, was zu einer verstarkten CFTR-Hsp70-Komplexbildung
und damit besseren Faltung von CFTR fuhrt [75].

Der Einfluss von Azathioprin auf die Chaperone ist beinahe identisch bei Wildtyp im
Vergleich zu 173T- oder A116D-mutierten Zellen, so dass kein Schutz flr zusatzlichen

Stress vorhanden wair.

Fir eine Berechnung, wie viel mehr reifes SP-C durch die Hochregulation der
Hitzeschockproteine an seinen Bestimmungsort gelangt, missen weitere spezifische

Untersuchungen durchgeflihrt werden.

5.6 Zellulare Lipidzusammensetzung

Die Funktion des Lungensurfactants hangt von einer korrekten Lipidzusammensetzung in
den Lamellarkérperchen ab. Da aber der Gesamtlipidgehalt der Zellen und des
Kulturiberstandes untersucht wurde, stellt dieser Ansatz eine Einschrankung dar, weil der
zelluldre Lipidgehalt eine andere Zusammensetzung aufweist als die in den
Lamellarkérperchen. Daher kénnten Veranderungen in der Lipidzusammensetzung der

Lamellarkérperchen maskiert werden, wenn man die Gesamtlipide der Zelle untersucht.

Die Lipidzusammensetzung der untersuchten Zellen gleicht der Zusammensetzung, die
karzlich in humanen fetalen Typ-llI-Lungenepithelzellen beschrieben wurde, insbesondere
hinsichtlich der PC-Zusammensetzung [95]. Die Mutationen 173T und A116D flhren zu
einem erniedrigten Level von Phosphatidylcholin, wohingegen Lysophosphatidylcholin
ansteigt. Es ist bekannt, dass PC uber eine intrinsische Phospholipase-A2 zu LPC
degradiert wird und LPC fur viele Zellen toxisch ist [96;97]. LPC ist ein bekannter Inhibitor
der Lungensurfactant-Aktivitat. Es hat die Fahigkeit sich berihrende Filme zu penetrieren
und auf diese Weise die Verminderung der Oberflachenspannung wahrend der

dynamischen Kompression zu erniedrigen [98;99].
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Die ermittelten LPC-Level der mutierten Zelllinien kénnten eine Ursache fur die erhdhte
Sensitivitat gegenlber exogenem Stress sein. Werden die Zellen mit Methylprednisolon
oder Hydroxychloroquin behandelt, werden die beobachteten Effekte gemildert, aber nicht

komplett aufgehoben.

Der groRen Erniedrigung der Masse von PC bei mutierten Zellen steht nur ein geringer
Anstieg von LPC gegenuber. Daher mussen zusatzliche Faktoren, die direkt mit der
Synthese und der Verpackung von PC in Zusammenhang stehen, eine Rolle spielen. Dies
stimmt mit der Beobachtung Uberein, dass die Prozesse der Lipidauswahl tiefgreifender
gestort sein miissen, da es sehr viele signifikante Anderungen innerhalb der Fettséuren

der jeweiligen Lipidklassen gibt.

Die Typ-ll-Lungenepithelzellen sekretieren Surfactant-Phospholipide in den Alveolarraum,
wo sie die Oberflachenspannung erniedrigen. Bei Phospholipiden, die von mutierten
Zellen sekretiert wurden, war PC um 27% reduziert und LPC um 57% angestiegen,
gekoppelt mit einer reduzierten Funktion [95;98;99]. Auffallig war hierbei der korrigierende
Effekt von Methylprednisolon oder Hydroxychloroquin. Dies konnte als mogliche Erklarung
gelten, warum diese Medikamente bei einigen Patienten mit einer 173T-Mutation wirken,

was wir aus Erfahrung bestatigen kdnnen (eigene nicht publizierte Beobachtungen).

Eine nahere Betrachtung der Fettsaurespezies von Phosphatidylcholin zeigt, dass nicht
DPPC die vorherrschende Fettsaurespezies ist, sondern eine ungesattigte Variante 32:1.
Allerdings ist mittlerweile durch massenspektrometrische Untersuchungen belegt, dass
DPPC auch tatsachlich beim Menschen nicht die haufigst vorkommende Variante ist [95].
Es ist auch bekannt, dass bestimmte Tierarten unterschiedliche PC-Zusammensetzungen
haben, bei denen grundsatzlich eine Mischung aus 16:0/16:0, 16:0/16:1 und 16:0/14:0 mit

unterschiedlicher Gewichtung je nach Art vorliegt [100].

Die Spezies 32:1 ist bei 173T- und A116D-mutiertem proSP-C noch mehr erhoht als bei
Wildtyp proSP-C. Diese Phanomene sind in der Literatur bisher nicht beschrieben. Daher
ist nicht bekannt, ob die gefundenen Veranderungen in Zusammenhang mit interstitiellen

Lungenerkrankungen stehen.

5.7 Stimulation der Rezeptorexpression auf Immunzellen

Die aufgestellte Hypothese besagte, dass epitheliale Zelllinien mit I73T- oder A116D-

mutiertem proSP-C Mediatoren sekretieren, die zu einer Aktivierung des CCR-2-Pathways
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fuhren, der in einer Fibrose gipfelt [82]. In der Literatur wurde ein Patient mit der Mutation
I73T beschrieben, der eine milde interstitielle chronische Inflammation aufwies und bei
dem die meisten der infiltrierten Leukozyten CD3+ und CD4+ T-Lymphozyten waren [65].
In der vorliegenden Arbeit wurde festgestellt, dass Zellen, die eine Mutation exprimieren,
|6sliche Faktoren in das umgebende Medium sezernieren, was die Expression von CCR-2
und CXCR-1 auf der Oberflache von CD4+ Lymphozyten und CXCR-1 auf der Oberflache
von Neutrophilen ansteigen lasst (Abbildung 51). CXCR-1, als hochaffiner IL-8 Rezeptor,
fuhrt Zellen zu Entzindungsherden. Die gefundenen CXCR-1 Level auf CD4+
Lymphozyten erlauben Cytokinen eine erhdhte Immunantwort im alveolaren Raum [80].
Der Chemokinrezeptor CCR-2 wird hauptsachlich auf Monozyten und T-Zellen exprimiert.
Sein Hauptligand ist das Monozyten Chemoattractant Protein (MCP-1), von dem gezeigt
wurde, dass es in Epithelzellen, Fibroblasten und Monozyten / Makrophagen synthetisiert
wird [101;102]. Bei der Aktivierung des CCR-2-Signalpathways spielt MCP-1 eine grol3e
Rolle. Es wurde nachgewiesen, dass die Level von MCP-1 bei der idiopatischen
pulmonalen Fibrose (IPF) in Zusammenhang mit der Schwere der Erkrankung stehen
[103]. Kirzlich wurde gezeigt, dass Monozyten und Makrophagen in der Lage sind TGF-
beta und Typ-I-Kollagen zu produzieren, genauso wie MCP-1 in einer autokrinen /
parakrinen Weise durch MCP-1 selbst. Dies wiederum lockt inflammatorische Zellen an
und aktiviert sie, was letztlich zu Fibrose fuhrt [81;82]. Die Ergebnisse dieser Arbeit

unterstitzen diese Theorie.
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6 Zusammenfassung

Mutationen des Surfactantprotein-C-Gens, SFTPC, stehen mit interstitiellen
Lungenerkrankungen (ILD) in Zusammenhang. Eine Mutation im SFTPC-Gen verursacht
vielfaltige Erscheinungsbilder in Phanotyp und klinischen Erkrankungsmerkmalen. Dies
war Anlass zur Untersuchung intra- und interzellularer Veranderungen bestimmter
Mutationen, die mittels einer alveolaren Typ-lI-Zelllinie durchgefihrt wurde, die Wildtyp

proSP-C wie auch verschiedene mutierte proSP-C-Formen exprimierte.

Insgesamt ist festzuhalten, dass sowohl bei Wildtyp wie auch bei allen mutierten proSP-C
Formen das Propeptid mit 21kDa detektiert werden konnte. Alle Fusionsproteine aus HA
und proSP-C wiesen ein zusatzliches Abspaltungsprodukt von 1kDa auf. Die Mutationen
P30L und 173T hatten keinen Einfluss auf die GroRe der gefundenen Intermediate. Bei
ihnen wurden genauso wie bei Wildtyp proSP-C eine 16kDa und eine 7kDa grolde
Zwischenform nachgewiesen. L110R, P115L und A116D hatten eine 14kDa statt 16kDa
grolle Zwischenform. L110R, P115L und L188Q hatten ein 11kDa statt 7kDa grolies

Intermediat.

Bei der Morphologie der Lamellarkorperchen bewirkt eine N-terminale Lage der Mutation
(P30L) eine rudimentare Ausbildung. Eine Non-BRICHOS-Mutation (I73T) kann zwei
Arten, rudimentare und besonders dichte Lamellarkdrperchen, ausbilden. Die Mutationen
der BRICHOS-Domane kénnen zum einen beide Sorten produzieren (A116D, L110R),

zum anderen bilden sie nur rudimentare Lamellarkérperchen (P115L, L188Q).

Die Expression von I73T und A116D fuhrte zu einer intrazellularen Akkumulierung von
proSP-C-Zwischenstufen. Es wurden mutierte proSP-C-Formen im frihen Endosom
gefunden, was auf ein Wiederaufnehmen dieser proSP-C-Zwischenstufen aus dem

umgebenden Medium schlieRen lasst.

I73T- oder A116D-exprimierende Zellen waren gegenuber exogenem Stress anfalliger.
Wurden diese Zellen mit Medikamenten behandelt, die zur Zeit zur Behandlung von
interstitiellen Lungenerkrankungen verwendet werden, konnte eine Hochregulation der

Chaperone Hsp90 und Calreticulin beobachtet werden.

Lipidanalysen zeigten, dass Zellen mit der 173T- oder A116D-Mutation verminderte Level
von Phosphatidylcholin (PC) aufwiesen, wahrend die Menge an toxischem

Lysophosphatidylcholin (LPC) anstieg. Die Behandlung der 173T-mutierten Zellen mit
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Methylprednisolon oder Hydroxychloroquin konnte niedrige Phosphatidylcholinspiegel
zwar anheben, aber nicht auf Normalniveau erhéhen. Der Anstieg von Lyso-PC konnte
verringert, wenn auch nicht komplett aufgehoben werden. Auf A116D-mutierte Zellen
hatten Methylprednisolon und Hydroxychloroquin keinen Einfluss. Insgesamt sezernierten
die Mutanten weniger Lipide in den Kulturiberstand als der Wildtyp. Auf Ebene der
Fettsduren konnten ebenfalls signifikante Anderungen festgestellt werden. Dies lieR die

Schlussfolgerung zu, dass die Prozesse der Lipidauswahl tiefgreifender gestort sind.

Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass 173T- und A116D-exprimierende Zellen
I6sliche Faktoren in das umliegende Medium absondern, die zu einem Anstieg der
Oberflachenexpression der Chemokinrezeptoren CCR-2 und CXCR-1 auf CDA4+
Lymphozyten und CXCR-1 auf Neutrophilen fuhrten.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass murine alveolare Typ-ll-Zelllinien ein mogliches
Modellsystem zur Untersuchung verschiedener Effekte von mutiertem proSP-C in vitro
sind. Es wurden gegenuber Wildtyp exprimierenden Zellen bei Mutation exprimierenden
Zellen Unterschiede in der Prozessierung, der Lamellarkdrperchenmorphologie, der
intrazellularer Lokalisierung, der Empfindlichkeit der Zellen gegenuber exogenen
Stressfaktoren, der Hitzeschockproteinexpression, der Lipidzusammensetzung und der
Produktion von l6slichen Faktoren, die die Oberflachenrezeptorexpression auf

Immunsystem-relevanten Zellen modulieren, identifiziert.



7 Anhang

7.1 Datenverzeichnis

7.1.1 Viabilitatstests

Vor der Weiterverarbeitung der Zellen wurde jedes Mal die Vitalitat mit Trypanblau getestet. Tabelle 18 zeigt einen Uberblick tiber die
durchgefuhrten Auszahlungen. Da der Umfang dieser Untersuchungen den Rahmen der Tabelle sprengt, werden Stichproben
aufgefuhrt. War der Anteil toter Zellen unterhalb von 4 %, wurden die Zellen verwertet. Zum Teil wurde die Methode auch
angewendet, um an die Lebendzellzahl zu gelangen. Ausgezahlt wurden die Zellen mittels einer Neubauer Zahlkammer (siehe
Methoden).

ausgezahlte davon lebende Anteil tote Zellen behandelt mit
Gesamtzellzahl Zellen [%] 10uM

MLE-12 325000 317200 2,4
412000 399228 3,1
A549 510000 490620 3,8
370000 361860 2,2
MLE-12 pcDNA3/HA-hSP-C! 450000 437850 2,7
transient transfiziert 361000 349448 3,2
MLE-12 pcDNA3/HA-hSP-C™** 490000 479710 2,1
transient transfiziert 510000 497250 2,5
MLE-12 pcDNA3/HA-hSP-C'"*" 377000 366067 2,9
transient transfiziert 455000 444080 24
MLE-12 pcDNA3/HA-hSP-C-""%R 337000 329923 2,1
transient transfiziert 424000 412128 2,8
MLE-12 pcDNA3/HA-hSP-C™'"* 522000 503730 3,5
transient transfiziert 382000 374742 1,9
MLE-12 pcDNA3/HA-hSP-C*'"®P 462000 450912 2,4
transient transfiziert 373000 362183 2,9
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ausgezahlte

davon lebende

Anteil tote Zellen

behandelt mit 10

Gesamtzellzahl Zellen [%] uM
MLE-12 pcDNA3/HA-hSP-C-'# 502000 492964 1,8
transient transfiziert 522000 510516 2,2
MLE-12 pcDNA3/HA-hSP-C! 389000 378886 2,6
stabil transfiziert 467000 456726 2,2
MLE-12 pcDNA3/HA-hSP-C™*% 312000 302952 2,9
MLE-12 pcDNA3/HA-hSP-C'"*" 497000 487060 2,0
stabil transfiziert 357000 348075 2,5
MLE-12 pcDNA3/HA-hSP-C"'R 437000 423890 3,0
stabil transfiziert 348000 341388 1,9
MLE-12 pcDNA3/HA-hSP-CP'"* 477000 466029 2,3
stabil transfiziert 497000 483581 2,7
MLE-12 pcDNA3/HA-hSP-C*''®P 364000 355992 2,2
stabil transfiziert 442000 433602 1,9
MLE-12 pcDNA3/HA-hSP-C-'#¢ 324000 315576 2,6
stabil transfiziert 411000 397437 3,3
A549 pcDNA3/HA-hSP-C™ 509000 500347 1,7
transient transfiziert 369000 360882 2,2
A549 pcDNA3/HA-hSP-C™*% 449000 436877 2,7
transient transfiziert 360000 354240 1,6
A549 pcDNA3/HA-hSP-C"*" 489000 479220 2,0
transient transfiziert 509000 496784 2,4
A549 pcDNA3/HA-hSP-C'"R 376000 368480 2,0
transient transfiziert 454000 441742 2,7
A549 pcDNA3/HA-hSP-CP'"*" 299000 288834 3,4
transient transfiziert 386000 379052 1,8
A549 pcDNA3/HA-hSP-C*'"®P 484000 472868 2,3
transient transfiziert 344000 334368 2,8
A549 pcDNA3/HA-hSP-C-'%¢ 424000 416792 1,7
transient transfiziert 335000 327965 2,1
MLE-12 pEGFP-N1/hSP-c™ 464000 452400 2,5
transient transfiziert 484000 474320 2,0
MLE-12 pEGFP-N1/hSP-C™*% 351000 345033 1,7
transient transfiziert 429000 418704 2,4
MLE-12 pEGFP-N1/hSP-C'"*" 349000 338181 3,1
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ausgezahlte

davon lebende

Anteil tote Zellen

behandelt mit

Gesamtizellzahl Zellen [%] 10uM
transient transfiziert 478000 470830 1,5
MLE-12 pEGFP-N1/hSP-C-""™® 498000 488040 2,0
transient transfiziert 365000 355875 2,5
MLE-12 pEGFP-N1/hSP-CP'"* 443000 436798 1,4
transient transfiziert 363000 356466 1,8
MLE-12 pEGFP-N1/hSP-C*'"eP 492000 481176 2,2
transient transfiziert 512000 502784 1,8
MLE-12 pEGFP-N1/hSP-C-'%¢ 379000 369525 2,5
transient transfiziert 457000 442376 3,2
A549 pEGFP-N1/hSP-C"! 377000 370968 1,6
transient transfiziert 506000 495374 2,1
A549 pEGFP-N1/HSP-CP*% 526000 512324 2,6
transient transfiziert 393000 387105 1,5
A549 pEGFP-N1/hSP-C"%" 471000 462051 1,9
transient transfiziert 391000 382007 2,3
A549 pEGFP-N1/hSP-C-""%" 520000 510640 1,8
transient transfiziert 540000 531900 1,5
A549 pEGFP-N1/hSP-C"'"" 407000 398046 2,2
transient transfiziert 485000 470935 2,9
A549 pEGFP-N1/hSP-C*'"P 405000 399735 1,3
transient transfiziert 534000 524388 1,8
A549 pEGFP-N1/hSP-C-'%? 554000 541258 2,3
transient transfiziert 421000 415948 1,2
MLE-12 pEGFP-C1/hSP-C! 499000 491016 1,6
transient transfiziert 419000 410620 2,0
MLE-12 pEGFP-C1/hSP-C™*% 548000 539232 1,6
transient transfiziert 568000 554936 2,3
MLE-12 pEGFP-C1/hSP-C'"*" 435000 421950 3,0
transient transfiziert 513000 505818 1,4
MLE-12 pEGFP-C1/hSP-C-""? 484000 467060 3,5
transient transfiziert 404000 396324 1,9
MLE-12 pEGFP-C1/hSP-CP'"* 533000 520208 24
transient transfiziert 553000 536963 2,9
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ausgezahlte

davon lebende

Anteil tote Zellen

behandelt mit

Gesamtzellzahl Zellen [%] 10uM

MLE-12 pEGFP-C1/hSP-C*'"®® 420000 412440 1,8
transient transfiziert 498000 487044 2,2
MLE-12 pEGFP-C1/hSP-C-"®¢ 469000 456806 2,6
transient transfiziert 389000 380831 2,1
A549 pEGFP-N1/hSP-C"" 518000 508676 1,8
transient transfiziert 538000 524550 2,5
A549 pEGFP-N1/hSP-C™*" 405000 392040 3,2
transient transfiziert 483000 475272 1,6
A549 pEGFP-N1/hSP-C"%" 454000 444466 2,1
transient transfiziert 374000 364276 2,6
A549 pEGFP-N1/hSP-C-"'" 503000 495455 1,5
transient transfiziert 523000 513063 1,9
A549 pEGFP-N1/hSP-C”""*" 390000 381030 2,3
transient transfiziert 468000 459108 1,9
A549 pEGFP-N1/hSP-C*'"*P 439000 427586 2,6
transient transfiziert 359000 347153 3,3
A549 pEGFP-N1/hSP-C-'% 488000 479704 1,7
transient transfiziert 508000 488696 3,8

MLE-12 pcDNA3/HA-hSP-C"! 466000 457612 1,8 Cyclophosphamid
stabil transfiziert 386000 379824 1,6

405000 394065 2,7 Azathioprin

483000 466578 3,4

403000 395746 1,8 Methylprednisolon
532000 511252 3,9

552000 539304 2,3 Hydroxychloroquin
419000 407268 2,8
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ausgezahlte

davon lebende

Anteil tote Zellen

behandelt mit

Gesamtzellzahl Zellen [%] 10uM
MLE-12 pcDNA3/HA-hSP-C™*% 497000 480599 3,3 Cyclophosphamid
stabil transfiziert 417000 407826 2,2
546000 531804 2,6 Azathioprin
566000 549020 3,0
433000 422175 2,5 Methylprednisolon
511000 499758 2,2
431000 418501 2,9 Hydroxychloroquin
560000 539840 3,6
MLE-12 pcDNA3/HA-hSP-C'"*" 580000 568400 2,0 Cyclophosphamid
stabil transfiziert 447000 435825 2,5
525000 509250 3,0 Azathioprin
496000 486576 1,9
416000 406432 2,3 Methylprednisolon
545000 530285 2,7
565000 552005 2,3 Hydroxychloroquin
432000 419040 3,0
MLE-12 pcDNA3/HA-hSP-C-""%R 510000 491130 3,7 Cyclophosphamid
stabil transfiziert 481000 470899 2,1
401000 387767 3,3 Azathioprin
530000 518340 2,2
550000 539000 2,0 Methylprednisolon
417000 404073 3,1
495000 476190 3,8 Hydroxychloroquin
466000 455748 2,2
MLE-12 pcDNA3/HA-hSP-CP'"* 386000 373262 3,3 Cyclophosphamid
stabil transfiziert 515000 501095 2,7
535000 517880 3,2 Azathioprin
402000 387126 3,7
480000 467520 2,6 Methylprednisolon
451000 437470 3,0
371000 358386 3,4 Hydroxychloroquin
500000 485500 2,9
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ausgezahlte

davon lebende

Anteil tote Zellen

behandelt mit

Gesamtzellzahl Zellen [%] 10uM
MLE-12 pcDNA3/HA-hSP-C*'"®P 520000 506480 2,6 Cyclophosphamid
stabil transfiziert 478000 462226 3,3
398000 384866 3,3 Azathioprin
417000 406992 24
495000 480645 29 Methylprednisolon
415000 400890 34
544000 531488 2,3 Hydroxychloroquin
564000 548772 2,7
MLE-12 pcDNA3/HA-hSP-C-'#¢ 431000 417639 3,1 Cyclophosphamid
stabil transfiziert 509000 495257 2,7
429000 414414 3,4 Azathioprin
558000 540144 3.2
578000 563550 2,5 Methylprednisolon
445000 428535 3,7
523000 509402 2,6 Hydroxychloroquin
443000 432368 2,4

Tabelle 18: Vitalitatstests, durchgefuhrt mittels Trypanblaufarbung. Tote Zellen unterscheiden sich von lebenden Zellen dadurch, dass sie sich mit

Trypanblau anfarben lassen. Zur Auszahlung wurde eine Neubauer Zahlkammer verwendet.
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7 Anhang - Datenverzeichnis

7.1.2 Zellulare Lipidzusammensetzung

Es wurden stabil mit dem Vektor pcDNA3/HA-hSP-C transfizierte MLE-12-Zellen
untersucht. Die Zellen wurden unbehandelt (-), mit 10uM Methylprednisolon (+Met) oder
mit 10uM Hydroxychloroquin (+Hyd) fur 24 Stunden inkubiert und anschliel3end lysiert. Der
zugehdrige serumfreie Kulturiiberstand (KU) wurde ebenfalls untersucht. Es wurde ein
Vorversuch durchgefuhrt, bei dem nur das Zelllysat ohne Abgleich auf das Gesamtprotein
gemessen wurde. Beim Hauptversuch wurden Zelllysat und Kulturiberstand jeweils auf

den Gesamtproteingehalt bezogen und vermessen (siehe Tabelle 19).

Verwendeter Vektor in

stabil transfizierten MLE-

Behandlung mit

Gesamtprotein [ug/ml]

12-Zellen

pcDNA3/HA-hSP-C™ - 343
pcDNA3/HA-hSP-C™ - 416
pcDNA3/HA-hSP-C™ - 324
pcDNA3/HA-hSP-C™ + Hyd 419
pcDNA3/HA-hSP-C™ + Hyd 321
pcDNA3/HA-hSP-C™ + Hyd 308
pcDNA3/HA-hSP-C™ + Met 264
pcDNA3/HA-hSP-C™ + Met 355
pcDNA3/HA-hSP-C™ + Met 647
pcDNA3/HA-hSP-C'"3T - 334
pcDNA3/HA-hSP-C'"°" - 321
pcDNA3/HA-hSP-C'"3T - 336
pcDNA3/HA-hSP-C'"°" + Hyd 266
pcDNA3/HA-hSP-C'"°" + Hyd 320
pcDNA3/HA-hSP-C'"°" + Hyd 691
pcDNA3/HA-hSP-C'"°" + Met 395
pcDNA3/HA-hSP-C'"3T + Met 338
pcDNA3/HA-hSP-C"°" + Met 348
pcDNA3/HA-hSP-C*'"eP - 385
pcDNA3/HA-hSP-C*'"°P - 411
pcDNA3/HA-hSP-C*'"®P - 399
pcDNA3/HA-hSP-C*'"°P + Hyd 688
pcDNA3/HA-hSP-C*'"P + Hyd 529
pcDNA3/HA-hSP-C*'"eP + Hyd 423
pcDNA3/HA-hSP-C*'"°P + Met 402
pcDNA3/HA-hSP-C*'"®P + Met 607
pcDNA3/HA-hSP-C*'"°P + Met 331

Tabelle 19:

Kulturiiberstandes.

Verwendete MLE-12-Zellen fur die Lipiduntersuchung, Hauptversuch. Linke Spalte:
Vektor mit dem die MLE-12-Zellen stabil transfiziert wurden. Mittlere Spalte: - steht flir unbehandelte Zellen,
+Met steht fir eine 24 Std. Inkubation mit 10uM Methylprednisolon, +Hyd steht fir eine 24 Std. Inkubation
mit 10uM Hydroxychloroquin. Rechte Spalte: Gesamtprotein des Zelllysats und des zugehdrigen serumfreien




7.1.2.1

Originalmessdaten Lipide - Vorversuch

In Tabelle 20 sind die Originalmessdaten der massenspektrometrischen Untersuchung der Lipide aufgefihrt. Beim Vorversuch wurden

die Gesamtphospholipide in nmol lipid gemessen. Alle anderen Unterspezies sind als prozentualer Anteil der Gesamtphospholipide

wiedergegeben. Aus technischen Grinden wurden Phosphatidylglycerol und Phosphatidylinositol nicht gemessen.

[nmol lipid/mg Protein] | [% Total L] | [% TotalL] |[% TotalL] |[% TotalL] |[% TotalL] |[% TotalL] |[% TotallL] |[% TotalL] |[% TotalL] |[% Totall] |[% TotalL]

File Name Total Lipids PC SPM DihSPM PE Pla PS LPC Cer GluCer CE FC

Zelle_Wt_basal 58,91 17,42% 1,42% 0,17% 10,36% 1,23% 6,76% 22,48% 5,37% 1,60% 10,90% 22,29%
Zelle_Wt_basal 62,68 17,61% 1,36% 0,15% 11,03% 1,96% 5,91% 18,36% 7,74% 1,25% 10,77% 23,86%
Zelle_Wt_basal 55,12 16,42% 1,22% 0,11% 9,18% 1,30% 5,85% 24,09% 6,89% 1,67% 10,12% 23,16%
Zelle_Wt_basal 66,99 16,55% 1,42% 0,15% 10,65% 1,24% 4,71% 20,21% 9,61% 1,14% 9,74% 24,58%
Zelle_Wt_basal 60,16 18,04% 1,49% 0,10% 11,49% 1,02% 5,82% 19,17% 7,67% 1,69% 8,17% 25,34%
Zelle_Wt_Hyd 59,91 16,44% 1,34% 0,22% 9,71% 2,07% 3,58% 29,84% 5,56% 1,78% 9,92% 19,55%
Zelle_Wt_Hyd 54,53 19,20% 1,44% 0,16% 12,39% 2,24% 4,79% 25,39% 0,00% 0,00% 12,14% 22,25%
Zelle_Wt_Hyd 59,94 16,22% 1,27% 0,20% 10,86% 1,29% 4,31% 28,31% 7,07% 2,18% 10,30% 18,00%
Zelle_Wt_Hyd 45,92 18,57% 1,30% 0,13% 11,84% 1,24% 4,89% 22,86% 8,31% 1,88% 9,67% 19,31%
Zelle_Wt_Hyd 57,50 16,16% 1,10% 0,14% 9,87% 0,92% 3,95% 25,21% 6,38% 1,87% 10,01% 24,40%
Zelle_Wt_Met 58,27 16,44% 1,39% 0,21% 12,13% 1,98% 4,67% 18,14% 6,72% 1,57% 12,83% 23,92%
Zelle_Wt_Met 63,00 15,85% 1,37% 0,26% 10,56% 2,13% 5,07% 23,44% 6,00% 1,66% 10,62% 23,03%
Zelle_Wt_Met 58,99 17,82% 1,53% 0,25% 10,70% 2,65% 5,13% 17,92% 7,12% 2,10% 9,40% 25,38%
Zelle_Wt_Met 60,69 15,45% 1,33% 0,20% 11,37% 2,11% 4,79% 21,87% 7,04% 1,83% 10,51% 23,50%
Zelle_Wt_Met 62,38 15,14% 1,40% 0,24% 8,17% 1,78% 4,45% 28,16% 6,47% 1,56% 10,89% 21,74%
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[nmol lipid/mg Protein] | [% Total L] [% Total L] [% Total L] | [% Total L] [% Total L] | [% Total L] [% Total L] | [% Total L] |[% Total L] [% Total L] | [% Total L]

File Name Total Lipids PC SPM DihSPM PE Pla PS LPC Cer GluCer CE FC

Zelle_|73T_basal 22,94 14,65% 1,21% 0,28% 8,52% 0,86% 3,15% 30,62% 9,31% 1,53% 10,96% 18,89%
Zelle_|73T_basal 30,18 16,02% 1,22% 0,17% 10,88% 0,63% 3,64% 21,85% 11,70% 2,58% 11,52% 19,78%
Zelle_|73T_basal 20,44 16,54% 1,42% 0,25% 10,12% 1,07% 4,23% 16,87% 10,94% 1,91% 14,31% 22,35%
Zelle_|73T_basal 19,59 13,74% 1,19% 0,12% 8,25% 1,78% 3,26% 17,78% 10,22% 1,74% 18,34% 23,57%
Zelle_|73T_basal 15,85 14,11% 1,17% 0,11% 7,57% 1,01% 3,59% 22,92% 9,65% 0,00% 17,64% 22,23%
Zelle_|73T_basal 19,91 17,14% 1,32% 0,17% 9,98% 0,69% 3,53% 30,37% 5,78% 0,00% 6,38% 24,63%
Zelle_|73T_basal 21,81 14,45% 1,30% 0,20% 10,04% 0,72% 3,89% 33,84% 7,62% 0,00% 5,54% 22,40%
Zelle_|73T_basal 17,18 13,97% 1,18% 0,26% 9,70% 0,89% 3,63% 34,97% 5,56% 0,00% 6,45% 23,39%
Zelle_|73T_basal 14,84 13,35% 1,08% 0,14% 7,45% 0,69% 3,11% 41,83% 4,35% 0,00% 5,21% 22,80%
Zelle_|73T_basal 15,60 13,79% 0,94% 0,09% 6,77% 0,42% 3,33% 40,26% 5,97% 0,00% 5,54% 22,90%
Zelle_I73T_Hyd 17,90 13,21% 0,58% 0,19% 7,08% 1,22% 2,58% 28,53% 10,69% 1,39% 12,66% 21,87%
Zelle_I73T_Hyd 18,67 15,57% 0,85% 0,21% 8,15% 1,18% 2,48% 24,38% 12,52% 1,08% 13,14% 20,45%
Zelle_|73T_Hyd 16,89 13,29% 0,76% 0,08% 7,55% 0,89% 3,66% 30,48% 12,88% 0,00% 12,35% 18,05%
Zelle_I73T_Hyd 20,67 12,13% 0,84% 0,10% 7,38% 0,94% 2,65% 37,46% 9,25% 1,26% 10,59% 17,39%
Zelle_I73T_Hyd 16,51 14,52% 1,02% 0,06% 10,13% 0,99% 3.41% 30,01% 11,24% 0,00% 11,28% 17,34%
Zelle_|173T_Hyd 20,45 13,31% 0,95% 0,18% 7,35% 0,30% 2,22% 45,81% 7,22% 0,00% 5,01% 17,66%
Zelle_I73T_Hyd 19,19 15,53% 1,13% 0,25% 8,30% 0,66% 3,68% 39,70% 5,16% 0,00% 5,53% 20,08%
Zelle_I73T_Hyd 13,32 14,86% 1,19% 0,05% 7,67% 0,74% 3,25% 36,57% 7,32% 0,00% 5,58% 22,78%
Zelle_I73T_Hyd 15,25 13,57% 1,05% 0,08% 7,98% 1,14% 3,46% 40,62% 6,15% 0,00% 5,96% 20,00%
Zelle_I73T_Hyd 27,36 17,75% 1,19% 0,17% 11,28% 1,26% 3,63% 27,15% 8,46% 2,35% 5,95% 20,82%
Zelle_I73T_Met 25,54 14,77% 1,26% 0,19% 8,66% 0,96% 3,37% 27,52% 10,31% 1,06% 11,53% 20,38%
Zelle_I73T_Met 29,20 13,61% 1,08% 0,11% 7,96% 0,79% 3,20% 30,15% 10,80% 2,43% 12,68% 17,19%
Zelle_I73T_Met 26,64 10,70% 1,07% 0,15% 7,59% 0,80% 3,12% 39,91% 9,63% 1,22% 9,68% 16,12%
Zelle_I73T_Met 24,11 13,03% 1,21% 0,23% 9,06% 0,84% 3,20% 27,70% 9,10% 1,66% 13,27% 20,70%
Zelle_I73T_Met 24,67 14,93% 1,34% 0,28% 10,78% 0,96% 3,59% 24,86% 9,57% 1,88% 12,37% 19,44%
Zelle_I73T_Met 20,28 15,00% 1,16% 0,18% 11,15% 0,78% 3,89% 32,40% 7,09% 0,00% 5,56% 22,79%
Zelle_I73T_Met 21,61 16,32% 1,18% 0,21% 9,62% 1,01% 3,45% 29,40% 7,03% 1,77% 5,34% 24,66%
Zelle_I73T_Met 17,40 13,64% 1,00% 0,21% 6,81% 0,50% 3,05% 35,82% 7,50% 1,62% 5,25% 24,62%
Zelle_I73T_Met 17,68 15,14% 1,11% 0,21% 9,61% 0,85% 3,83% 31,60% 7,21% 0,00% 5,21% 25,24%
Zelle_I73T_Met 18,84 14,46% 1,22% 0,14% 10,09% 0,61% 2,49% 35,16% 5,57% 0,00% 6,10% 24,16%
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[nmol lipid/mg Protein] | [% Total L] [% Total L] [[% Total L] |[% Total L] [% Total L] [% Total L] | [% Total L] [% Total L] | [% Total L] [% Total L] |[% Total L]

File Name Total Lipids PC SPM DihSPM PE Pla PS LPC Cer GluCer CE FC

Zelle_A116D_basal 6,38 12,17% 1,28% 0,15% 8,27% 0,00% 8,67% 23,46% 7,61% 0,00% 12,56% 25,82%
Zelle_A116D_basal 6,21 26,78% 2,61% 0,13% 8,04% 1,14% 5,50% 10,82% 6,29% 0,00% 10,01% 28,69%
Zelle_A116D_basal 8,26 8,07% 0,97% 0,11% 4,90% 0,00% 2,52% 43,58% 4,67% 0,00% 10,15% 25,02%
Zelle_A116D_basal 6,79 7,71% 0,61% 0,09% 4,27% 0,00% 3,78% 47,33% 5,89% 0,00% 10,63% 19,69%
Zelle_A116D_basal 6,65 7,61% 0,97% 0,00% 4,64% 0,68% 3,98% 42,61% 6,76% 0,00% 11,67% 21,08%
Zelle_A116D_Hyd 6,72 7,24% 0,71% 0,16% 5,23% 0,00% 8,57% 36,24% 7,41% 0,00% 8,94% 25,50%
Zelle_A116D_Hyd 6,23 11,28% 1,18% 0,18% 5,89% 0,00% 5,74% 27,62% 7,29% 0,00% 12,48% 28,34%
Zelle_A116D_Hyd 5,51 9,59% 1,18% 0,32% 3,14% 0,00% 5,56% 26,64% 11,91% 3,77% 13,35% 24,54%
Zelle_A116D_Hyd 6,39 13,32% 0,91% 0,12% 8,99% 0,00% 4,80% 19,39% 11,70% 0,00% 13,19% 27,57%
Zelle_A116D_Hyd 6,57 15,82% 0,84% 0,27% 9,47% 0,85% 3,05% 29,56% 7,84% 0,00% 11,26% 21,04%
Zelle A116D_Met 10,25 10,52% 1,11% 0,13% 8,11% 0,95% 6,58% 29,08% 5,23% 0,00% 12,53% 25,76%
Zelle_A116D_Met 8,81 9,23% 1,33% 0,15% 6,90% 0,67% 5,32% 32,30% 9,19% 0,00% 11,46% 23,46%
Zelle_A116D_Met 10,43 9,24% 1,28% 0,08% 7,39% 0,58% 4,13% 34,79% 8,11% 2,31% 9,53% 22,56%
Zelle_A116D_Met 8,11 8,21% 0,93% 0,08% 6,52% 0,00% 3,89% 39,95% 7,81% 0,00% 10,59% 22,02%
Zelle_A116D_Met 9,51 8,08% 1,22% 0,08% 6,61% 1,20% 3,77% 39,02% 5,09% 0,00% 11,01% 23,93%

Tabelle 20:

Sphingomyelin (DihSPM), Phosphatidylethanolamin (PE),

Massenspektrometrische Auswertung

der Lipidzusammensetzung, Vorversuch.

Plasmalogen (Pla),

Glucosylceramid (GluCer), Cholesterolester (CE) und Freies Cholesterol (FC).

Phosphatidylserin (PS),

S Gemessen wurden stabil mit pcDNA3/HA-hSP-C
transfizierte MLE-12-Zellen (Zelle) und der zugehorige Kulturiberstand (KU), unbehandelt (basal), mit 10uM Methylprednisolon (Met) oder 10uM
Hydroxychloroquin (Hyd) behandelt. Zielparameter der Messung waren die Gesamtlipide (Total L), Phosphatidylcholin (PC), Sphingomyelin (SPM), Dihydro-

Lysophosphatidylcholin (LPC), Ceramid (Cer),
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7.1.2.2 Originalmessdaten Lipide - Hauptversuch

Beim Hauptversuch wurden die Gesamtphospholipide in nmol lipid gemessen und auf mg Gesamtprotein des Zelllysates oder des
zugehdrigen Kulturiberstandes bezogen. Alle anderen Unterspezies sind als prozentualer Anteil der Gesamtphospholipide

wiedergegeben (siehe Tabelle 21). Aus technischen Grunden wurden Cholesterol, Cholesterolester und Phosphatidylinositol nicht

gemessen.
[nmol lipid/mg Protein] | [% Total PL] | [% Total PL] | [% Total PL] | [% Total PL] |[[% Total PL] | [% Total PL] | [% Total PL] |[% Total PL] [% Total PL] | [% Total PL]

File Name Total Phospholipids | PC SPM DihSPM PE Pla PS PG LPC Cer GluCer

Zelle_Wt_basal 147,32 58,20% 6,21% 0,46% 10,96% 15,30% 6,50% 0,29% 0,47% 1,81% 0,09%
Zelle_Wt_basal 147,25 56,71% 6,51% 0,71% 11,79% 15,01% 6,61% 0,31% 0,64% 1,91% 0,10%
Zelle_ Wt _basal 163,95 58,49% 5,92% 0,40% 10,90% 15,43% 6,42% 0,28% 0,56% 1,80% 0,09%
Zelle Wt _Hyd 191,34 58,49% 5,99% 0,57% 12,34% 14,25% 6,10% 0,30% 0,48% 1,65% 0,13%
Zelle_Wt_Hyd 177,75 58,30% 6,03% 0,55% 11,98% 14,32% 6,27% 0,28% 0,70% 1,73% 0,13%
Zelle_Wt_Hyd 197,04 58,46% 6,02% 0,54% 11,91% 14,33% 6,15% 0,30% 0,77% 1,69% 0,13%
Zelle Wt Met 147,20 57,64% 6,06% 0,54% 10,16% 15,99% 6,87% 0,31% 0,78% 1,87% 0,10%
Zelle Wt Met 148,17 57,95% 6,08% 0,55% 10,90% 15,45% 6,62% 0,29% 0,56% 1,79% 0,09%
Zelle_Wt_Met 119,97 55,89% 6,58% 0,93% 12,07% 15,46% 6,42% 0,35% 0,61% 1,95% 0,09%
Zelle_173T_basal 142,95 52,76% 5,69% 0,36% 15,61% 16,05% 6,86% 0,27% 0,98% 1,76% 0,12%
Zelle_173T_basal 162,98 53,99% 5,50% 0,23% 14,48% 17,08% 6,35% 0,24% 1,01% 1,70% 0,10%
Zelle 173T_basal 153,26 54,23% 5,38% 0,23% 14,01% 17,19% 6,41% 0,24% 0,99% 1,83% 0,10%
Zelle 173T_Hyd 193,26 53,28% 5,13% 0,25% 16,19% 17,01% 5,87% 0,26% 0,55% 1,56% 0,17%
Zelle 173T_Hyd 187,39 52,72% 5,27% 0,28% 16,91% 16,68% 5,86% 0,25% 0,58% 1,55% 0,16%
Zelle_173T_Hyd 105,67 52,80% 5,94% 0,46% 17,36% 15,17% 5,63% 0,26% 0,67% 1,79% 0,17%
Zelle_173T_Met 158,05 53,69% 5,11% 0,25% 13,00% 19,60% 5,90% 0,30% 0,49% 1,86% 0,10%
Zelle 173T _Met 148,43 49,86% 6,30% 0,45% 16,29% 18,00% 6,47% 0,27% 0,77% 1,72% 0,14%
Zelle 173T _Met 135,75 52,71% 5,39% 0,27% 13,22% 19,49% 6,41% 0,27% 0,65% 1,76% 0,11%
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[nmol lipid/mg Protein]

[% Total PL]

[% Total PL]

[% Total PL]

[% Total PL]

[% Total PL]

[% Total PL]

[% Total PL]

[% Total PL]

[% Total PL]

[% Total PL]

Zelle_A116D_basal 125,40 52,65% 7,24% 0,52% 14,53% 15,08% 7,70% 0,26% 0,90% 1,56% 0,16%
Zelle_A116D_basal 116,50 52,84% 6,92% 0,48% 14,55% 14,98% 7,83% 0,26% 0,89% 1,60% 0,16%
Zelle_A116D_basal 137,64 52,96% 6,74% 0,47% 14,60% 15,17% 7,56% 0,27% 0,88% 1,68% 0,16%
Zelle_A116D_Hyd 108,96 54,40% 6,69% 0,66% 14,25% 14,78% 6,90% 0,29% 0,68% 1,45% 0,19%
Zelle_A116D_Hyd 126,72 53,75% 6,86% 0,66% 13,88% 15,53% 6,86% 0,27% 0,68% 1,58% 0,19%
Zelle_A116D_Hyd 134,47 53,31% 7,02% 0,67% 14,17% 15,14% 7,39% 0,27% 0,68% 1,43% 0,18%
Zelle_A116D_Met 121,70 51,25% 7,64% 0,74% 13,06% 16,78% 7,97% 0,30% 0,62% 1,76% 0,19%
Zelle_A116D_Met 56,78 52,36% 7,31% 0,47% 13,03% 15,90% 8,49% 0,27% 0,69% 1,61% 0,15%
Zelle_A116D_Met 135,73 52,39% 7,07% 0,45% 13,24% 16,16% 8,04% 0,31% 0,74% 1,77% 0,14%

[nmol lipid/mg Protein]

[% Total PL]

[% Total PL]

[% Total PL]

[% Total PL]

[% Total PL]

[% Total PL]

[% Total PL]

[% Total PL]

[% Total PL]

[% Total PL]

File Name Total Phospholipids PC SPM DihSPM PE Pla PS PG LPC Cer GluCer

KU_Wt_basal 20,68 44,60% 8,02% 0,55% 6,42% 18,09% 12,38% 0,23% 6,27% 3,60% 0,09%
KU_Wt_basal 16,68 44,70% 8,24% 0,75% 6,74% 18,71% 11,95% 0,21% 5,72% 3,11% 0,09%
KU_Wt_basal 24,35 44,80% 7,83% 0,60% 6,47% 19,25% 10,79% 0,26% 5,60% 3,20% 0,07%
KU_Wt_Hyd 42,48 49,52% 8,01% 0,63% 8,56% 18,36% 8,57% 0,30% 3,45% 2,80% 0,12%
KU_Wt_Hyd 40,59 49,26% 8,33% 0,65% 8,37% 18,24% 8,22% 0,24% 4,08% 2,73% 0,12%
KU_Wt_Hyd 34,25 48,25% 8,62% 0,70% 8,18% 18,02% 8,43% 0,21% 5,00% 2,68% 0,13%
KU_Wt_Met 21,49 46,46% 8,64% 0,63% 6,24% 18,63% 10,20% 0,18% 6,08% 3,03% 0,09%
KU_Wt_Met 19,45 46,32% 8,43% 0,70% 6,44% 19,04% 10,13% 0,23% 5,80% 3,06% 0,07%
KU_Wt_Met 9,38 44,77% 9,28% 0,87% 6,37% 19,78% 9,61% 0,21% 5,93% 3,30% 0,09%
KU_I73T _basal 16,17 35,10% 8,31% 0,46% 7,46% 18,33% 8,72% 0,19% 10,30% 3,14% 0,09%
KU_I73T_basal 26,52 35,12% 7,09% 0,32% 8,79% 18,06% 6,99% 0,25% 7,92% 3,18% 0,06%
KU_I73T_basal 15,35 35,12% 8,47% 0,40% 6,96% 16,65% 8,20% 0,24% 12,87% 2,711% 0,07%
KU_I173T_Hyd 32,80 47,59% 6,39% 0,39% 11,23% 19,17% 7,02% 0,28% 5,10% 2,99% 0,11%
KU_173T_Hyd 25,40 47,07% 6,86% 0,43% 10,38% 18,19% 7,51% 0,20% 6,61% 2,82% 0,13%
KU_I173T_Hyd 11,86 44,03% 8,88% 0,51% 8,78% 16,84% 7,38% 0,13% 10,76% 2,67% 0,15%
KU_173T_Met 17,94 46,59% 7,23% 0,35% 8,16% 19,74% 7,48% 0,26% 6,93% 3,44% 0,08%
KU_I73T_Met 13,53 38,52% 8,90% 0,61% 6,91% 18,50% 9,20% 0,13% 14,09% 3,13% 0,13%
KU_I173T_Met 20,24 47,42% 6,81% 0,40% 7,74% 20,30% 6,77% 0,28% 7,18% 3,30% 0,09%
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[nmol lipid/mg Protein]

[% Total PL]

[% Total PL]

[% Total PL]

[% Total PL]

[% Total PL]

[% Total PL]

[% Total PL]

[% Total PL]

[% Total PL]

[% Total PL]

KU_A116D_basal 13,08 39,40% 10,99% 0,57% 6,63% 15,00% 8,50% 0,11% 16,68% 2,14% 0,09%
KU_A116D_basal 13,17 38,40% 11,36% 0,58% 6,36% 14,64% 8,51% 0,10% 18,09% 1,96% 0,09%
KU_A116D_basal 12,32 38,43% 11,08% 0,50% 6,61% 16,67% 8,71% 0,09% 15,56% 2,34% 0,10%
KU_A116D_Hyd 10,24 41,10% 10,54% 0,59% 7,79% 15,24% 7,49% 0,15% 15,31% 1,82% 0,13%
KU_A116D_Hyd 13,00 40,82% 10,46% 0,68% 7,84% 16,06% 7,88% 0,17% 14,19% 1,95% 0,14%
KU_A116D_Hyd 16,42 40,18% 10,55% 0,55% 7,25% 14,10% 7,17% 0,16% 18,25% 1,83% 0,12%
KU_A116D_Met 12,48 39,51% 11,24% 0,55% 6,54% 15,75% 8,35% 0,18% 15,62% 2,32% 0,12%
KU_A116D_Met 9,32 40,53% 11,52% 0,46% 6,32% 14,53% 7,78% 0,16% 16,81% 1,97% 0,09%
KU_A116D_Met 13,50 37,65% 11,79% 0,55% 5,94% 14,63% 8,21% 0,11% 19,27% 1,86% 0,10%

Tabelle 21:

Massenspektrometrische Auswertung der Lipidzusammensetzung, Hauptversuch. Gemessen wurden stabil mit pcDNA3/HA-hSP-C
transfizierte MLE-12-Zellen (Zelle) und der zugehérige Kulturiiberstand (KU), unbehandelt (basal), mit 10uM Methylprednisolon (Met) oder 10uM
Hydroxychloroquin (Hyd) behandelt. Zielparameter der Messung waren die Gesamtphospholipide (Total PL), Phosphatidylcholin (PC), Sphingomyelin (SPM),
Dihydro-Sphingomyelin (DihSPM), Phosphatidylethanolamin (PE), Plasmalogen (Pla), Phosphatidylserin (PS), Phosphatidylglycerol (PG), Lysophosphatidylcholin

(LPC), Ceramid (Cer) und Glucosylceramid (GluCer).
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Um den komplexen Datenbestand besser verarbeiten zu kdnnen, wurden alle Werte auf den Mittelwert von unbehandeltem Wildtyp

proSP-C bezogen. Als Beispiel ist nachfolgend der Hauptversuch dargestelit.
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Abbildung 53: Darstellung der massenspektrometrischen Daten der Zelllysate, die sich auf den Mittelwert von Wildtyp proSP-C beziehen,
Hauptversuch. Es wurden stabil mit dem Vektor pcDNA3/HA-hSP-cVt 73T und AT16D  yansfizierte MLE-12-Zellen gemessen. Dabei wurden die
Gesamtphospholipide (gesamt) in nmol lipid /mg Protein gemessen und die Unterspezies in % der Gesamtphospholipide angegeben und dabei jeweils auf den
Mittelwert von Wildtyp proSP-C bezogen. Die Zellen wurden 24 Stunden mit 10uM Methylprednisolon (+Methylpredni) oder 10uM Hydroxychloroquin (+Hydroxy)
behandelt.
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Abbildung 54: Darstellung der massenspektrometrischen Daten der Kulturiberstande, die sich auf den Mittelwert von Wildtyp proSP-C beziehen,
Hauptversuch. Es wurde der Kulturiberstand von stabil mit dem Vektor PCDNA3/HA-hSP-C' 73T Und AT1ED yransfizierte MLE-12-Zellen gemessen. Dabei wurden
die Gesamtphospholipide (gesamt) in nmol lipid /mg Protein gemessen und die Unterspezies in % der Gesamtphospholipide angegeben und dabei jeweils auf
den Mittelwert von Wildtyp proSP-C bezogen. Die Zellen wurden 24 Stunden mit 10yM Methylprednisolon (+Methylpredni) oder 10uM Hydroxychloroquin
(+Hydroxy) behandelt.

Die dargestellten Unterschiede wurden statistisch auf ihre Signifikanz gepruft und sind im Ergebnisteil naher beschrieben.
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7.1.2.3 Originalmessdaten der Fettsdurekomponenten von Phosphatidylcholin

Dargestellt sind die Fettsauren als prozentualer Anteil von Phosphatidylcholin. Von allen gemessenen Fettsauren sind hier diejenigen

gelistet, die einen relevanten Anteil ausmachen.

PC O PCO PC O PC O
File Name 30:0 PC 30:1 | PC 30:0 | 32:1 32:0 PC 32:2 |PC 32:1 | PC 32:0 | 34:1 PC 34:2 | PC 34:1 |PC 36:2 | PC 36:1
Zelle_Wt_basal 1,75%| 3,90%| 4,19%| 8,69%| 2,96%| 8,66%| 30,89%| 4,55%| 3,77%| 8,47%| 11,58%| 3,98%| 1,22%
Zelle_Wt_basal 1,66%| 4,06%| 359% | 830%| 2,72%| 8,95%| 30,97%| 4,40%| 3,64%| 921%| 12,30%| 3,92%| 1,02%
Zelle_Wt_basal 1,94% | 414%| 3,58%| 9,13%| 2,97%| 9,49%| 30,75%| 3,48%| 3,98%| 8,65%| 11,08% | 4,24%| 1,12%
Zelle_Wt_basal 1,79% | 4,01%| 3,87%| 9,09%| 2,62%| 8,55%| 31,16% | 3,81%| 4,13%| 881%| 11,77%| 3,62%| 1,24%
Zelle_Wt_basal 213%| 4,45%| 3,95%| 947%| 292%| 8,84%| 31,29%| 3,73%| 3,75%| 8,61%| 10,86%| 3,37%| 1,06%

Zelle_A116D_basal | 2,74%| 3,00%| 3,93%| 7,49%| 3,58%| 3,72%| 22,35%| 3,46%| 6,60%| 8,76% | 18,22%| 5,89% | 2,99%
Zelle_A116D_basal | 136% | 1,64%| 1,19%| 3,45%| 0,96%| 1,51%| 10,78% | 1,25%| 2,05%| 12,39% | 27,61%| 14,17%| 3,11%
Zelle_A116D_basal | 427% | 4,08%| 5,35%| 842%| 247%| 4,76% | 22,58% | 2,69%| 7,46%| 8,16%| 20,29%| 5,72%| 1,83%
Zelle_A116D_basal | 3,01% | 4,44%| 4,17%| 9,86%| 3,16%| 4,41%| 22,65%| 1,88%| 6,60%| 9,22% | 1542%| 7,24%| 2,29%
Zelle_A116D_basal | 452% | 6,98%| 5,79%| 941%| 2,37%| 3,85%| 21,29%| 2,86%| 572%| 6,92%| 16,27%| 6,68%| 0,00%

Zelle_I73T_basal 2,70%| 4,46%| 547%| 7,57%| 3,15%| 3,75%| 28,69% | 3,52%| 3,94%| 7,21%| 18,08% | 4,32%| 1,86%
Zelle_I73T_basal 2,84%| 3,77%| 6,03%| 7,34%| 3,14%| 2,87%| 30,45%| 4,32%| 4,22%| 599%| 18,41%| 4,36%| 1,90%
Zelle_|73T_basal 297%| 3,89%| 6,88%| 7,46%| 3,16%| 3,56%| 28,83%| 542%| 3,63%| 6,32%| 17,89%| 4,37%| 1,07%
Zelle_I73T_basal 3,36%| 4,01%| 7,08%| 6,65%| 3,83%| 298%| 2543% | 5,64%| 4,45%| 6,05%| 18,29%| 4,23%| 2,35%
Zelle_I73T_basal 3,04% | 4,16%| 6,97%| 6,44%| 3,52%| 2,77%| 24,37%| 5,62%| 4,38%| 6,47%| 1895%| 549%| 2,09%
Zelle_I73T_basal 3,72%| 4,63%| 8,12%| 560%| 3,75%| 4,37%| 27,10%| 545%| 4,40%| 7,13%| 13,72%| 4,54%| 1.11%
Zelle_I73T_basal 342%| 429% | 917%| 574%| 4,14%| 3,82%| 25,89% | 5,69%| 4,19%| 6,77%| 14,65%| 4,59%| 1,13%
Zelle_I73T_basal 3,90%| 398%| 8,98%| 7,23%| 3,75%| 3,96%| 26,07%| 5,30%| 4,81%| 6,33%| 13,99%| 4,59%| 1,55%
Zelle_I73T_basal 3,36% | 4,14%| 8,33%| 6,44%| 4,60%| 3,65%| 25,77%| 6,67%| 4,29%| 7,58%| 15,03%| 4,24%| 1,49%
Zelle_I73T_basal 3,65% | 4,25%| 8,66%| 6,87%| 3,46%| 4,14%| 2391%| 6,32%| 4,96%| 5,83%| 16,00%| 5,13%| 1,34%
Tabelle 22: Massenspektrometrische Auswertung der Fettsdurekomponenten von PC, Vorversuch. Gemessen wurden stabil mit pcDNA3/HA-hSP-C

transfizierte MLE-12-Zellen (Zelle), unbehandelt (basal).
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PC O PC PC PC O PC O PC PC PC PC O PC PC PC PC

File Name 30:0 30:1 30:0 32:1 32:0 32:2 32:1 32:0 34:1 34:2 34:1 36:2 36:1

Zelle Wt basal 3,93% | 2,46% | 5,74% 8,59% 573% | 3,17%|21,79% | 5,49% 5,83% | 7,23%|14,67% | 5,31%| 1,49%
Zelle Wt basal 3,24% | 3,06% | 5,51% 8,79% 4,26% | 3,55%|25,67% | 4,32% 5,06% | 7,39% |14,93% | 5,02%| 1,53%
Zelle Wt _basal 4,05% | 2,44% | 5,81% 8,62% 6,01% | 3,177%|21,30% | 5,74% 587% | 7,27%|14,34% | 5,25%| 1,51%
Zelle_ Wt_Hyd 3,50% | 2,66%| 5,51% 9,80% 5,02% | 3,69% |25,01% | 4,72% 568% | 7,28%|13,81% | 4,47%| 1,34%
Zelle Wt _Hyd 3,53% | 2,67%| 5,52% 9,64% 521% | 3,66% |24,79% | 4,76% 5,66% | 7,32%|13,75% | 4,49% | 1,37%
Zelle Wt Hyd 3,50% | 2,62% | 5,47% 9,72% 5,12% | 3,59% |24,63% | 4,79% 581% | 7,24%|13,91% | 4,50%| 1,36%
Zelle Wt Met 447% | 2,53%| 5,46% 10,26% 5,63% | 2,86% |21,68% | 4,23% 6,42% | 6,70% | 14,66% | 4,88% | 1,58%
Zelle Wt Met 4,40%| 2,62% | 5,72% 9,77% 5,48% | 3,04% |22,21% | 4,32% 6,01% | 6,86% |14,74% | 4,94% | 1,51%
Zelle Wt Met 3,48% | 3,28% | 5,35% 9,84% 3,95% | 3,36% |26,33% | 3,49% 527% | 6,86%|15,12% | 4,55%| 1,60%
Zelle 173T basal 3,49% | 4,33%| 7,11% 6,96% 3,21% | 4,53% |24,40% | 3,93% 3,93% | 8,41%(13,86% | 591%| 0,93%
Zelle 173T basal 4,20%| 3,18% | 7,22% 7,09% 4,33% | 3,50% |21,09% | 4,99% 4.88% | 7,54% |14,70%| 6,06% | 1,09%
Zelle I73T basal 4.27% | 3,12% | 7,16% 7,16% 4,30% | 3,40% |21,15% | 4,91% 490% | 7,52% |15,06% | 6,07% | 1,11%
Zelle I73T_Hyd 4,28% | 3,28%| 6,13% 8,66% 3,99% | 4,10% |23,55% | 3,52% 4.88% | 8,16% |13,47%| 5,95% | 0,97%
Zelle 173T_Hyd 4.29% | 3,47%| 6,24% 8,67% 3,97% | 4,17% |23,90% | 3,46% 4.80%| 8,12% |13,21% | 5,75% | 0,93%
Zelle 173T _Hyd 3,74% | 4,62% | 6,71% 7,74% 3,41% | 5,40% |25,24% | 3,59% 3,79% | 8,79%(12,53% | 5,27%| 0,83%
Zelle 173T Met 5,33% | 2,41% | 4,86% 10,91% 4.54% | 2,67%|19,83% | 2,98% 6,31% | 6,98% |14,87% | 6,40%| 1,19%
Zelle 173T Met 3,51% | 4,31%| 4,87% 9,41% 2,63% | 4,19% |24,60% | 1,93% 4.55% | 8,42% |14,18% | 6,48% | 1,04%
Zelle 173T Met 511% | 2,68% | 4,96% 10,39% 4.25% | 2,87% (20,27% | 2,75% 6,05% | 7,30%|15,00% | 6,51%| 1,20%
Zelle A116D basal 2,92% | 4,67%| 6,52% 7,63% 3,34% | 4,42% |25,38% | 3,68% 3,97% | 8,23%(12,99% | 6,08%| 1,12%
Zelle A116D_ basal 2,93% | 4,68%| 6,47% 7,60% 3,21% | 4,49% |25,36% | 3,73% 3,93% | 8,37%(13,01% | 597%| 1,19%
Zelle A116D basal 2,99% | 4,59%| 6,49% 7,62% 3,27% | 4,39% |24,45% | 3,73% 4,04% | 8,50% |13,35% | 6,26% | 1,15%
Zelle A116D Hyd 2,99% | 4,32%| 5,39% 9,82% 3,56% | 4,47% |27,44% | 3,22% 4.07% | 7,96% |12,31% | 5,24% | 1,09%
Zelle_A116D_Hyd 3,05% | 4,40%| 5,45% 9,80% 3,52% | 4,44% |27,04% | 3,09% 4.16% | 7,99% |12,33%| 5,36% | 1,10%
Zelle_ A116D_Hyd 3,02% | 4,56% | 5,67% 9,55% 3,49% | 4,68% |27,37% | 3,17% 4,03%| 7,88%|12,09%| 5,16% | 1,04%
Zelle A116D Met 3,27% | 4,50% | 5,00% 10,17% 3,33% | 3,59% |26,43% | 2,33% 4.52% | 7,25% |13,50% | 5,74% | 1,28%
Zelle A116D Met 3,99% | 4,10%| 6,53% 8,45% 4.21% | 3,96% |23,10% | 3,83% 4.59% | 7,53%|13,30% | 5,78% | 1,25%
Zelle A116D Met 4.11% | 3,93% | 6,50% 8,72% 4,28% | 3,79% |22,57% | 3,76% 4.87% | 7,48% |13,30% | 5,76% | 1,27%
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PCO PC PC PCO PCO PC PC PC PCO PC PC PC PC

File Name 30:0 30:1 30:0 32:1 32:0 32:2 32:1 32:0 34:1 34:2 34:1 36:2 36:1
KU_Wt_basal 3,77% | 1,37%| 3,02% 12,20% 594% | 1,42%[13,23% | 3,31% 9,78% | 4,77%[1512% | 4,95%| 3,70%
KU_Wt_basal 3,67% | 1,69%| 3,40% 12,31% 566% | 1,75%|15,89% | 3,81% 9,06% | 5,05% |14,78% | 4,64% | 3,24%
KU Wt basal 3,71% | 1,22%| 2,94% 12,28% 573%| 1,56%|13,50% | 3,27% 9,87% | 4,87%|14,66% | 5,20%| 3,55%
KU_Wt_Hyd 296% | 1,68%| 3,79% 11,28% 5,36% | 1,89%|18,96% | 4,35% 8,20% | 5,49% (15,24% | 4,43%| 2,82%
KU_Wt_Hyd 3,11% | 1,78% | 3,96% 10,77% 5,38% | 1,86%|19,08% | 4,64% 8,10% | 5,57%[1517% | 4,23%| 2,81%
KU_Wt Hyd 297% | 1,54%| 3,89% 10,80% 531%| 1,80% |18,49% | 4,57% 7,89% | 5,45% |15,78% | 4,50% | 3,14%
KU Wt Met 4,02% | 1,30%| 2,91% 13,23% 592% | 1,36%|13,32% | 2,86% 9,82% | 4,72% [14,97% | 4,72%| 3,66%
KU Wt Met 4,03% | 1,38% | 2,99% 13,16% 581%| 1,32%[13,82% | 3,10% 9,89% | 4,69%|14,91% | 4,69% | 3,56%
KU_Wt_Met 3,78% | 1,58% | 3,22% 13,56% 5,38% | 1,33%|14,78% | 3,06% 9,81% | 4,55%[15,08% | 4,53% | 3,54%
KU _I73T basal 3,87% | 1,63% | 3,96% 9,22% 4,31% | 1,59% [14,59% | 3,29% 7,19% | 4,93%[17,07% | 5,36% | 4,14%
KU _173T _basal 4,09% | 1,77% | 4,32% 8,88% 4,55% | 1,96%|15,25% | 3,57% 6,94% | 5,60%[16,78% | 5,62% | 3,25%
KU _173T _basal 3,90%| 1,51%| 4,02% 8,32% 4,52% | 1,54%113,21%| 3,85% 6,85% | 4,76%[17,22% | 551%| 4,52%
KU 173T Hyd 3,90% | 2,10% | 4,54%| 10,27% 4,42% | 2,25%[19,81% | 3,29% 6,78% | 6,12% |15,68% | 5,42% | 2,24%
KU 173T Hyd 3,75% | 1,83%| 4,20%| 10,04% 447% | 2,18%[18,16% | 3,29% 6,96% | 5,96% |15,88% | 5,62% | 2,77%
KU 173T Hyd 3,44% | 2,00% | 4,39% 8,68% 4,01%| 2,16% [17,79% | 3,52% 6,07% | 559% |16,74% | 5,35%| 3,79%
KU _173T_Met 514% | 1,46%| 3,10% 13,00% 513% | 1,38%[14,52% | 2,36% 8,76% | 4,86% |15,76% | 5,54% | 2,95%
KU _173T_Met 3,54% | 1,74%| 2,94% 11,26% 3,95% | 1,53%[15,31% | 2,26% 7,57% | 4,95%[16,72% | 5,69% | 4,21%
KU 173T Met 5,09% | 1,23%| 2,89% 13,22% 5,08% | 1,47%|14,26% | 2,14% 8,97% | 4,97%|15,74% | 5,39% | 2,79%
KU A116D basal 251% | 1,97%| 4,20% 7,04% 3,15% | 2,10%|14,87% | 3,63% 541% | 5,58%|15,54% | 6,06% | 5,67%
KU A116D basal 250%| 1,73%| 4,22% 6,40% 3,23% | 1,93%[13,75% | 3,94% 4,98% | 5,04%|16,09% | 592% | 6,26%
KU_A116D_basal 2,65%| 1,87%| 4,10% 7,11% 3,36% | 1,86% |14,00% | 4,08% 538% | 5,15%|16,46% | 6,03% | 5,67%
KU _A116D Hyd 2,50%| 2,10%| 4,21% 7,57% 3,53% | 2,04% |18,00% | 4,28% 527% | 5,94% |16,04% | 5,50%| 4,41%
KU A116D Hyd 2,42% | 1,89% | 4,14% 7,98% 3,79% | 2,20%[18,01% | 4,10% 5,34% | 6,28%[16,02% | 5,66% | 4,12%
KU A116D Hyd 2,42% | 1,88%| 4,05% 7,10% 3,20% | 2,17%[16,94% | 3,92% 5,08% | 6,00%[16,29% | 5,81%| 5,03%
KU_A116D_Met 2,89% | 2,31%| 3,64% 8,35% 3,50% | 1,76% [14,93% | 3,07% 544% | 5,35%|16,69% | 5,88% | 5,28%
KU_A116D_Met 2,76% | 1,96%| 3,94% 6,73% 3,35% | 1,80% |13,49% | 3,40% 517% | 5,24% |16,50% | 5,91% | 5,90%
KU _A116D Met 2,68% | 1,27%| 3,77% 6,28% 3,53% | 1,57%[12,49% | 3,99% 507% | 5,04% |17,17% | 5,98% | 6,69%
Tabelle 23: Massenspektrometrische Auswertung der Fettsdurekomponenten von PC, Hauptversuch. Gemessen wurden stabil mit pcDNA3/HA-hSP-C

transfizierte MLE-12-Zellen (Zelle) und der zugehérige Kulturiiberstand (KU), unbehandelt (basal), mit 10uM Methylprednisolon (Met) oder 10uM
Hydroxychloroquin (Hyd) behandelt.
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Um den komplexen Datenbestand besser vergleichen zu kénnen, wurden alle Werte auf den Mittelwert von unbehandeltem Wildtyp

proSP-C bezogen. Dies ist hier an Hand des Hauptversuches dargestelit.
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Abbildung 55: Darstellung der massenspektrometrischen Daten der Zelllysate, die sich auf den Mittelwert von Wildtyp proSP-C beziehen,
Hauptversuch. Es wurden stabil mit dem Vektor pcDNA3/HA-hSP-C"' 73T und A16D 4 ansfizierte MLE-12-Zellen gemessen. Dabei wurden die Fettsiurespezies in
% von PC angegeben und jeweils auf den Mittelwert von Wildtyp proSP-C bezogen. Die Zellen wurden 24 Stunden mit 10puM Methylprednisolon (+Methylpredni)
oder 10uM Hydroxychloroquin (+Hydroxy) behandelt.
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Abbildung 56: Darstellung der massenspektrometrischen Daten der Kulturiberstande, die sich auf den Mittelwert von Wildtyp proSP-C beziehen,
Hauptversuch. Es wurde der Kulturiiberstand von stabil mit dem Vektor pcDNA3/HA-hSP-C" 73T und AT16D yransfizierte MLE-12-Zellen gemessen. Dabei wurden
die Fettsaurespezies in % von PC angegeben und jeweils auf den Mittelwert von Wildtyp proSP-C bezogen. Die Zellen wurden 24 Stunden mit 10uM
Methylprednisolon (+Methylpredni) oder 10uM Hydroxychloroquin (+Hydroxy) behandelt.

Die dargestellten Unterschiede wurden statistisch auf ihre Signifikanz gepruft und sind im Ergebnisteil naher beschrieben.
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7.1.2.4 Originalmessdaten der Fettsdurekomponenten von Lysophosphatidylcholin

Dargestellt sind die Fettsauren als prozentualer Anteil von Lysophosphatidylcholin. Von allen gemessenen Fettsauren sind hier

diejenigen aufgelistet, die einen relevanten Anteil ausmachen.
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File Name LPC 13:0 |LPC 16:1 LPC 16:0 |LPC 18:1 LPC 19:0 |LPC 22:0
Zelle_Wt_basal 30,21% 40,13% 27,59% 32,28% 39,43% 0,00%
Zelle_Wt_basal 34,76% 37,36% 28,45% 34,20% 45,13% 0,00%
Zelle_Wt_basal 30,13% 40,83% 24,61% 27,53% 24,91% 7,03%
Zelle_Wt_basal 29,55% 41,34% 28,11% 30,55% 26,57% 0,00%
Zelle_Wt_basal 34,69% 43,86% 26,73% 29,41% 40,12% 0,00%
Zelle_A116D_basal 267,39% 0,00% 52,50% 47,50% 329,68% 0,00%
Zelle_A116D_basal 595,30% 0,00% 0,00% 100,00% 680,96% 0,00%
Zelle_A116D_basal 111,13% 0,00% 18,60% 32,96% 136,37% 48,44%
Zelle_A116D_basal 124,52% 18,47% 19,64% 22,39% 143,05% 39,51%
Zelle_A116D_basal 141,13% 0,00% 23,87% 42,44% 178,12% 33,69%
Zelle_I73T_basal 56,93% 28,16% 25,83% 27,83% 72,61% 18,18%
Zelle_|73T_basal 60,65% 23,80% 40,31% 23,65% 53,87% 12,24%
Zelle_|73T_basal 116,02% 30,40% 40,94% 28,66% 108,49% 0,00%
Zelle_I73T_basal 114,84% 19,10% 53,04% 27,86% 130,43% 0,00%
Zelle_I73T_basal 110,11% 16,81% 55,86% 27,33% 112,47% 0,00%
Zelle_I73T_basal 66,15% 19,30% 44,42% 23,87% 71,69% 12,41%
Zelle_173T_basal 54,21% 22,60% 34,32% 29,34% 61,05% 13,73%
Zelle_|73T_basal 66,58% 20,45% 42,75% 22,14% 69,40% 14,66%
Zelle_I73T_basal 64,43% 23,23% 38,37% 27,37% 74,42% 11,02%
Zelle_173T_basal 63,69% 14,24% 37,21% 32,26% 102,59% 16,30%
Tabelle 24: Massenspektrometrische Auswertung der Fettsdurekomponenten von LPC, Vorversuch. Gemessen wurden stabil mit pcDNA3/HA-hSP-C

transfizierte MLE-12-Zellen (Zelle), unbehandelt (basal).
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File Name LPC15:0 |[LPC16:1 |LPC16:0 |LPC18:1 |LPC 18:0
Zelle Wt _basal 4,3% 10,1% 51,4% 17,6% 9,0%
Zelle Wt _basal 3,7% 11,4% 55,7% 17,3% 7,4%
Zelle Wt basal 3,5% 10,0% 53,1% 18,3% 9,2%
Zelle Wt Hyd 4,3% 11,9% 55,0% 17,0% 7,0%
Zelle Wt Hyd 3,7% 11,9% 55,9% 15,8% 7,5%
Zelle Wt Hyd 3,2% 11,5% 57,3% 16,1% 7,5%
Zelle Wt Met 3,7% 11,0% 54,8% 17,4% 7,5%
Zelle Wt Met 4,0% 10,8% 53,0% 17,1% 8,8%
Zelle Wt Met 4,1% 11,4% 55,1% 17,4% 8,0%
Zelle |73T basal 3,0% 15,0% 51,9% 19,5% 5,7%
Zelle |73T basal 3,0% 11,7% 50,2% 19,9% 8,2%
Zelle |73T basal 2,8% 11,5% 52,0% 20,7% 6,1%
Zelle 173T Hyd 4,1% 12,5% 52,1% 19,0% 6,3%
Zelle 173T_Hyd 3,4% 12,0% 51,0% 20,1% 7,8%
Zelle 173T_Hyd 3,1% 15,2% 52,7% 19,4% 4,3%
Zelle_[73T_Met 4,1% 10,0% 49,8% 21,0% 8,7%
Zelle 73T Met 2,9% 15,2% 49,2% 20,9% 6,3%
Zelle 73T Met 3,3% 11,1% 51,0% 20,8% 8,2%
Zelle A116D_basal 2,7% 13,0% 49,2% 19,9% 8,4%
Zelle_ A116D_basal 2,5% 12,9% 49,4% 20,5% 8,8%
Zelle A116D_basal 3,0% 12,2% 50,8% 18,3% 8,5%
Zelle A116D_Hyd 3,1% 14,2% 52,1% 18,0% 7,.9%
Zelle A116D_Hyd 3,3% 14,2% 52,3% 17,8% 7.5%
Zelle A116D_Hyd 2,8% 14,1% 52,1% 17,9% 8,2%
Zelle A116D_Met 3,6% 12,2% 50,4% 18,0% 9,7%
Zelle_ A116D_Met 3,0% 13,6% 49,5% 17,9% 8,4%
Zelle A116D_Met 2,6% 12,8% 51,4% 17,5% 9,0%
KU Wt _basal 2,39% 15,26% 57,23% 10,78% 9,32%
KU_Wt_basal 2,56% 17,61% 54,55% 11,53% 8,51%
KU_Wt_basal 2,37% 14,20% 58,66% 10,86% 8,71%
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File Name LPC15:0 |LPC 16:1 LPC16:0 |LPC 18:1 LPC 18:0
KU Wt Hyd 2,56% 13,64% 62,11% 9,94% 7,82%
KU Wt Hyd 2,72% 14,47% 61,05% 9,57% 7,75%
KU Wt Hyd 2,51% 13,98% 61,11% 9,75% 8,24%
KU_Wt Met 2,72% 14,88% 54,85% 11,72% 9,71%
KU_Wt Met 2,57% 14,25% 58,67% 10,35% 9,29%
KU Wt Met 2,18% 19,32% 54,98% 11,47% 7,12%
KU_I73T _basal 1,33% 18,25% 55,86% 11,36% 8,88%
KU _I73T _basal 1,60% 13,88% 60,62% 11,62% 8,11%
KU _I173T basal 1,80% 13,90% 59,82% 11,24% 8,75%
KU _173T Hyd 2,15% 16,79% 60,01% 10,59% 6,20%
KU 173T Hyd 2,05% 16,75% 58,98% 10,32% 7,38%
KU 173T Hyd 1,89% 21,49% 56,68% 9,40% 7,19%
KU 173T Met 2,58% 13,70% 57,43% 12,54% 9,00%
KU _173T_Met 1,68% 21,72% 53,30% 12,18% 7,05%
KU _173T_Met 2,22% 15,05% 56,98% 12,75% 8,06%
KU _A116D_basal 1,49% 16,63% 57,53% 10,66% 9,00%
KU A116D basal 1,45% 16,35% 57,40% 10,22% 9,67%
KU A116D basal 1,48% 17,23% 56,93% 10,50% 8,76%
KU_A116D_Hyd 1,69% 15,35% 62,17% 9,16% 7,76%
KU_A116D Hyd 1,50% 15,87% 61,27% 9,80% 7,69%
KU _A116D Hyd 1,50% 14,87% 63,59% 8,81% 7,76%
KU A116D Met 1,47% 16,58% 57,36% 10,62% 9,49%
KU A116D Met 1,33% 15,14% 57,47% 11,13% 9,98%
KU_A116D_Met 1,38% 14,75% 58,50% 10,81% 9,33%
Tabelle 25: Massenspektrometrische Auswertung der Fettsdurekomponenten von LPC, Hauptversuch. Gemessen wurden stabil mit pcDNA3/HA-hSP-

C transfizierte MLE-12-Zellen (Zelle) und der zugehorige Kulturiiberstand (KU), unbehandelt (basal), mit 10uM Methylprednisolon (Met) oder 10uM
Hydroxychloroquin (Hyd) behandelt.
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7.1.2.5 Originalmessdaten der Fettsdurekomponenten von Phosphatidylglycerol

Dargestellt sind die Fettsauren als prozentualer Anteil von Phosphatidylglycerol. Von allen gemessenen Fettsauren sind hier diejenige

aufgelistet, die einen relevanten Anteil ausmachen.

File Name PG 30:0 PG 32:2 PG 32:1 PG 32:0 PG 34:2 PG 34:1 PG 36:3 PG 36:2 PG 36:1

Zelle_Wt_basal 1,86% 1,31% 5,42% 1,44% 6,54% 71,11% 1,07% 5,97% 5,29%
Zelle_Wt_basal 1,33% 1,38% 6,15% 1,15% 5,61% 72,24% 0,71% 5,10% 5,80%
Zelle_Wt_basal 1,48% 1,39% 5,14% 1,18% 7,34% 71,07% 1,13% 6,54% 4,72%
Zelle_Wt_Hyd 1,25% 1,57% 6,37% 1,25% 7,53% 65,23% 1,36% 6,52% 7,89%
Zelle_Wt_Hyd 1,49% 2,04% 5,83% 1,95% 8,11% 63,82% 1,16% 6,61% 8,17%
Zelle_Wt_Hyd 1,51% 2,09% 6,18% 1,23% 7,47% 64,12% 1,49% 6,65% 7,85%
Zelle_Wt_Met 1,57% 1,38% 4,80% 1,34% 5,98% 71,38% 1,12% 6,54% 5,89%
Zelle_Wt_Met 1,49% 1,19% 5,56% 1,06% 6,22% 70,09% 0,94% 6,95% 6,50%
Zelle_Wt_Met 1,35% 1,10% 6,01% 1,13% 5,58% 71,42% 0,64% 577% 6,51%
Zelle_|73T_basal 1,43% 1,74% 5,60% 0,75% 9,71% 64,96% 1,17% 9,38% 5,26%
Zelle_|73T_basal 1,66% 1,31% 4,46% 0,94% 9,17% 63,37% 1,95% 10,45% 5,09%
Zelle_I73T_basal 1,52% 1,64% 4,83% 0,92% 9,59% 64,32% 1,61% 9,83% 5,06%
Zelle_|73T_Hyd 1,81% 2,28% 5,69% 1,25% 11,38% 54,93% 2,18% 12,45% 7,29%
Zelle_I73T_Hyd 1,64% 1,93% 5,37% 0,92% 11,01% 57,62% 1,59% 11,14% 7,48%
Zelle_173T_Hyd 1,56% 2,64% 7,09% 0,88% 12,20% 57,72% 1,37% 10,08% 4,92%
Zelle_173T_Met 1,32% 1,83% 3,64% 0,86% 9,92% 60,73% 1,81% 11,90% 7,19%
Zelle_173T_Met 1,45% 1,27% 5,00% 0,61% 8,42% 65,00% 1,20% 11,82% 5,23%
Zelle_I73T_Met 1,62% 1,69% 3,76% 0,00% 8,93% 63,25% 2,01% 11,50% 6,42%
Zelle_A116D_basal 2,43% 1,38% 6,23% 1,08% 6,62% 68,35% 1,14% 7,14% 4,99%
Zelle_A116D_basal 2,01% 1,64% 5,99% 1,50% 6,82% 66,21% 1,18% 8,00% 4,99%
Zelle_A116D_basal 1,95% 1,93% 6,28% 1,27% 6,66% 66,15% 1,33% 8,51% 517%
Zelle_A116D_Hyd 1,46% 1,66% 7,03% 1,49% 7,60% 65,77% 1,13% 6,94% 5,50%
Zelle_A116D_Hyd 1,42% 1,76% 7,57% 1,34% 7,99% 63,09% 1,41% 7,63% 5,76%
Zelle_A116D_Hyd 1,92% 1,83% 8,36% 1,20% 8,03% 63,35% 1,10% 7,40% 5,91%
Zelle_A116D_Met 1,77% 1,23% 6,08% 1,15% 5,42% 67,45% 1,02% 7,56% 6,88%
Zelle_A116D_Met 2,12% 1,39% 5,68% 1,14% 6,36% 67,32% 1,27% 8,41% 5,57%
Zelle_A116D_Met 1,68% 1,80% 5,63% 1,02% 7,71% 64,59% 1,48% 8,62% 5,70%
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File Name PG 30:0 PG 32:2 PG 32:1 PG 32:0 PG 34:2 PG 34:1 PG 36:3 PG 36:2 PG 36:1

KU Wt basal 0,00% 0,00% 0,00% 10,51% 13,94% 48,02% 0,00% 18,75% 8,77%
KU_Wt_basal 0,00% 0,00% 0,00% 8,52% 13,44% 54,83% 0,00% 15,37% 7,83%
KU_Wt_basal 6,35% 0,00% 5,37% 8,71% 12,19% 43,28% 0,00% 13,09% 11,02%
KU_Wt Hyd 2,56% 4,66% 6,39% 4,60% 15,63% 39,60% 4,30% 10,08% 9,29%
KU Wt Hyd 0,00% 0,00% 10,71% 0,00% 15,56% 45,43% 6,11% 10,90% 11,29%
KU Wt Hyd 0,00% 6,88% 8,28% 0,00% 14,79% 48,72% 0,00% 11,48% 9,84%
KU_Wt_Met 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 16,19% 68,86% 0,00% 14,96% 0,00%
KU_Wt Met 10,57% 0,00% 0,00% 0,00% 16,00% 53,37% 0,00% 9,59% 10,47%
KU_Wt Met 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 16,82% 59,62% 0,00% 12,45% 11,11%
KU _173T basal 11,65% 0,00% 0,00% 0,00% 20,70% 53,63% 0,00% 14,02% 0,00%
KU _173T basal 6,00% 6,09% 0,00% 0,00% 16,18% 46,42% 6,43% 12,09% 6,79%
KU_I73T _basal 8,70% 8,96% 0,00% 0,00% 17,75% 49,88% 0,00% 14,71% 0,00%
KU _173T_Hyd 0,00% 7,84% 8,33% 0,00% 19,41% 44,18% 0,00% 12,48% 7,76%
KU _173T Hyd 0,00% 10,44% 0,00% 0,00% 26,66% 48,28% 0,00% 14,62% 0,00%
KU _173T Hyd 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 27,07% 57,00% 0,00% 15,94% 0,00%
KU _173T Met 8,32% 7,92% 0,00% 0,00% 17,51% 50,87% 0,00% 15,38% 0,00%
KU_173T_Met 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 30,85% 69,15% 0,00% 0,00% 0,00%
KU _173T_Met 7,34% 8,77% 0,00% 0,00% 19,49% 42,53% 0,00% 14,55% 7,31%
KU_A116D_basal 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 22,31% 77,69% 0,00% 0,00% 0,00%
KU_A116D_basal 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 29,20% 70,80% 0,00% 0,00% 0,00%
KU _A116D _basal 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 22.91% 77,09% 0,00% 0,00% 0,00%
KU_A116D_Hyd 0,00% 0,00% 13,31% 0,00% 17,00% 56,86% 0,00% 12,84% 0,00%
KU_A116D_Hyd 11,73% 0,00% 0,00% 0,00% 18,28% 44,86% 0,00% 12,90% 12,23%
KU_A116D_Hyd 10,46% 0,00% 8,99% 0,00% 18,34% 43,79% 0,00% 9,21% 9,20%
KU _A116D Met 13,39% 0,00% 0,00% 0,00% 15,42% 59,27% 0,00% 11,91% 0,00%
KU_A116D_Met 11,00% 0,00% 0,00% 0,00% 16,02% 52,78% 0,00% 11,33% 8,87%
KU A116D Met 20,90% 0,00% 0,00% 0,00% 22,28% 56,82% 0,00% 0,00% 0,00%
Tabelle 26: Massenspektrometrische Auswertung der Fettsdurekomponenten von PG, Hauptversuch. Gemessen wurden stabil mit pcDNA3/HA-hSP-

C transfizierte MLE-12-Zellen (Zelle) und der zugehérige Kulturiberstand (KU), unbehandelt (basal), mit 10uM Methylprednisolon (Met) oder 10uM
Hydroxychloroquin (Hyd) behandelt.
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7.1.2.6 Originalmessdaten der Fettsdurekomponenten von Sphingomyelin

Dargestellt sind die Fettsauren als prozentualer Anteil von Sphingomyelin. Von allen gemessenen Fettsauren sind hier diejenigen

aufgelistet, die einen relevanten Anteil ausmachen.

File Name SPM 16:1  |SPM 16:0 |SPM 22:1 |SPM22:0 |SPM24:2 |SPM24:1 |SPM 24:0

Zelle_Wt_basal 7,66% 55,75% 2,02% 1,81% 3,14% 14,88% 6,08%
Zelle_Wt_basal 7,10% 57,59% 2,09% 2,30% 2,89% 13,73% 6,35%
Zelle_Wt_basal 7,65% 55,63% 1,94% 1,83% 3,45% 14,68% 6,16%
Zelle_Wt_Hyd 6,68% 60,08% 1,68% 1,87% 2,70% 12,95% 5,93%
Zelle_Wt_Hyd 6,94% 59,20% 1,76% 2,03% 2,79% 13,15% 6,02%
Zelle_Wt_Hyd 6,80% 59,25% 1,74% 2,01% 2,75% 12,72% 6,21%
Zelle_Wt_Met 7,47% 57,10% 1,93% 2,18% 3,05% 13,94% 6,01%
Zelle_Wt_Met 7,37% 56,70% 1,77% 2,06% 3,17% 14,27% 6,08%
Zelle_Wt_Met 7,20% 59,61% 1,90% 2,30% 2,49% 12,65% 6,04%
Zelle_|73T_basal 6,91% 44,26% 6,51% 3,22% 5,68% 18,74% 4,99%
Zelle_|73T_basal 7,20% 44,15% 5,95% 3,17% 6,06% 19,33% 4,51%
Zelle_I73T_basal 7,20% 43,92% 5,94% 2,87% 6,32% 19,12% 4,93%
Zelle_|73T_Hyd 6,61% 47,58% 5,75% 2,74% 517% 18,06% 4,67%
Zelle_I73T_Hyd 6,92% 47,43% 5,81% 2,81% 5,06% 18,06% 4,55%
Zelle_173T_Hyd 6,69% 45,97% 6,04% 3,39% 5,04% 18,91% 4,84%
Zelle_173T_Met 7,86% 45,82% 5,80% 2,80% 5,55% 18,27% 4,33%
Zelle_173T_Met 6,78% 47,10% 6,56% 3,43% 5,09% 17,45% 4,24%
Zelle_I73T_Met 7,63% 45,61% 5,87% 2,88% 5,69% 18,13% 4,42%
Zelle_A116D_basal 7,34% 49,38% 4,13% 2,76% 5,16% 17,52% 5,62%
Zelle_A116D_basal 7,43% 49,71% 4,11% 2,41% 5,13% 17,26% 5,78%
Zelle_A116D_basal 7,37% 49,26% 4,27% 2,57% 5,03% 17,71% 5,63%
Zelle_A116D_Hyd 7,13% 53,48% 3,21% 2,36% 4,07% 15,82% 5,89%
Zelle_A116D_Hyd 6,81% 53,01% 3,30% 2,62% 4,09% 16,08% 6,03%
Zelle_A116D_Hyd 7,11% 52,53% 3,35% 2,71% 4,08% 16,31% 6,02%
Zelle_A116D_Met 6,90% 51,05% 3,69% 2,86% 4,56% 17,13% 6,18%
Zelle_A116D_Met 7,34% 49,78% 3,79% 2,32% 5,58% 17,82% 5,58%
Zelle_A116D_Met 7,59% 49,79% 3,75% 2,45% 5,38% 17,49% 5,39%
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File Name SPM16:1 |SPM16:0 [SPM22:1 |SPM22:0 [SPM24:2 |SPM24:1 |SPM 24:0
KU Wt basal 7,34% 43,80% 3,39% 3,94% 5,18% 17,95% 7,59%
KU_Wt_basal 7,91% 46,36% 3,35% 3,60% 4,40% 16,34% 7,95%
KU Wt basal 7,61% 44,32% 2,98% 3,56% 4,68% 18,31% 8,06%
KU_Wt Hyd 7,12% 49,36% 2,73% 3,39% 3,94% 16,29% 7,97%
KU Wt Hyd 6,85% 48,64% 2,78% 4,24% 4,31% 16,37% 7,71%
KU Wt Hyd 6,73% 48,19% 2,95% 3,94% 4,53% 16,74% 7,90%
KU Wt Met 7,45% 43,62% 3,46% 4,26% 5,09% 18,72% 7,16%
KU_Wt Met 7,51% 45,25% 2,86% 4,68% 4,90% 16,78% 7,67%
KU_Wt Met 8,54% 47,71% 291% 3,69% 4,62% 15,94% 7,60%
KU _173T basal 7,03% 35,30% 6,15% 5,73% 6,97% 20,12% 5,84%
KU _173T basal 6,82% 35,98% 6,24% 5,62% 6,82% 20,44% 5,52%
KU_I73T _basal 7,43% 33,88% 5,85% 6,10% 7,88% 19,80% 5,75%
KU _173T_Hyd 6,34% 39,78% 5,74% 4,94% 6,68% 19,34% 5,72%
KU _173T Hyd 6,18% 38,96% 5,73% 4,50% 6,69% 20,24% 6,05%
KU _173T Hyd 7,52% 37,44% 5,94% 5,30% 6,76% 19,63% 6,24%
KU _173T Met 7,36% 36,93% 5,91% 4,95% 7,23% 19,41% 6,15%
KU 173T Met 7,63% 38,29% 6,32% 5,29% 6,10% 19,13% 5,61%
KU _173T_Met 6,96% 37,55% 6,15% 4,79% 6,66% 20,00% 5,99%
KU_A116D_basal 7,46% 37,15% 4,79% 4,77% 7,25% 20,28% 7,26%
KU _A116D_basal 7,84% 36,44% 4,81% 5,03% 6,95% 19,86% 6,71%
KU _A116D_basal 7,48% 37,15% 4,40% 4,26% 7,59% 20,90% 7,13%
KU A116D Hyd 7,25% 40,56% 4,00% 4,75% 6,28% 19,45% 7,42%
KU A116D Hyd 7,57% 41,16% 3,87% 4,30% 6,59% 19,12% 7,08%
KU_A116D Hyd 7,76% 39,26% 4,31% 5,11% 6,51% 19,44% 7,05%
KU _A116D_ Met 8,26% 38,32% 4,48% 4,77% 7,01% 19,29% 7,19%
KU A116D Met 9,10% 36,64% 4,12% 5,06% 6,71% 19,21% 6,72%
KU A116D Met 8,81% 36,87% 4,37% 4,91% 7,14% 19,80% 6,39%
Tabelle 27: Massenspektrometrische Auswertung der Fettsdurekomponenten von SPM, Hauptversuch. Gemessen wurden stabil mit pcDNA3/HA-

hSP-C transfizierte MLE-12-Zellen (Zelle) und der zugehérige Kulturiiberstand (KU), unbehandelt (basal), mit 10uM Methylprednisolon (Met) oder 10uM
Hydroxychloroquin (Hyd) behandelt.
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7.1.2.7 Originalmessdaten der Fettsdurekomponenten von Ceramid und Glucosylceramid

Dargestellt sind die Fettsauren als prozentualer Anteil von Ceramid und Glucosylceramid. Von allen gemessenen Fettsduren sind hier

diejenigen aufgelistet, die einen relevanten Anteil ausmachen.

File Name C16:0 C22:0 C24:1 C24:0 Glu C16:0 | Glu C24:1
Zelle Wt basal 58,8% 4.1% 21,8% 13,5% 3,0% 1,8%
Zelle Wt basal 59,1% 4,5% 20,6% 14,1% 3,6% 1,8%
Zelle Wt basal 58,3% 4,2% 22,2% 13,4% 3,0% 1,7%
Zelle Wt Hyd 62,4% 4.2% 18,9% 12,9% 5,4% 2,3%
Zelle_Wt_Hyd 62,1% 4,3% 18,6% 13,1% 5,2% 2,1%
Zelle_ Wt Hyd 61,8% 4,0% 18,5% 14,0% 5,3% 2.2%
Zelle Wt Met 61,5% 3,9% 20,9% 11,7% 3,5% 1,8%
Zelle Wt Met 61,9% 3,7% 20,4% 12,2% 3,1% 1,7%
Zelle Wt Met 64,1% 4.1% 18,1% 12,0% 3,4% 1,3%
Zelle 173T basal 50,0% 6,7% 29,8% 11,1% 3,5% 3,1%
Zelle 173T basal 49,1% 6,7% 30,5% 11,4% 2,9% 3,0%
Zelle 173T basal 49,2% 6,6% 30,4% 11,1% 2,7% 2,9%
Zelle 173T Hyd 52,8% 6,5% 27,3% 11,0% 6,0% 4,7%
Zelle 173T_Hyd 52,6% 6,5% 27,7% 11,0% 5,7% 4,4%
Zelle 173T_Hyd 53,4% 6,2% 28,3% 10,2% 5,4% 4.1%
Zelle 173T Met 53,3% 6,3% 27,6% 10,3% 3,2% 2,4%
Zelle 173T Met 54,1% 6,7% 27,1% 9,8% 4.7% 3,5%
Zelle 173T Met 52,9% 6,6% 27,8% 10,2% 3,3% 2,7%
Zelle A116D basal 52,3% 5,4% 26,3% 13,9% 6,6% 3,8%
Zelle A116D basal 52,3% 5,7% 26,0% 13,8% 6,3% 4,0%
Zelle A116D basal 53,1% 5,4% 26,5% 12,9% 6,0% 3,8%
Zelle A116D Hyd 57,9% 5,2% 21,8% 13,2% 8,7% 4,4%
Zelle A116D Hyd 57,0% 5,1% 22,7% 13,3% 8,2% 4,1%
Zelle_A116D_Hyd 56,0% 5,2% 23,1% 13,7% 8,3% 4,6%
Zelle A116D Met 55,0% 5,4% 23,9% 13,6% 6,7% 3,9%
Zelle A116D Met 54,3% 5,0% 26,2% 12,4% 5,5% 3,7%
Zelle A116D_Met 54,8% 4,8% 26,2% 12,0% 4,9% 3,2%
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File Name C14:0 C16:0 C17:0 C22:0 C24:1 C24:0 Glu C16:0 | Glu C24:1
KU Wt basal 38,2% 46,3% 33,5% 6,6% 20,6% 20,0% 1,6% 1,0%
KU_Wt_basal 43,6% 55,2% 39,7% 6,5% 18,7% 16,0% 2,1% 0,9%
KU_Wt_basal 38,3% 52,1% 33,9% 6,2% 20,4% 17,6% 1,4% 0,9%
KU_Wt Hyd 19,5% 55,7% 17.2% 5,9% 18,2% 17,1% 2,9% 1,3%
KU Wt Hyd 27,1% 56,4% 24.1% 6,1% 17,7% 16,8% 3,0% 1,5%
KU Wt Hyd 32,3% 56,1% 30,2% 6,4% 18,1% 16,4% 3,1% 1,6%
KU Wt Met 52,4% 55,9% 49,7% 6,8% 18,6% 15,0% 2,0% 0,9%
KU_Wt Met 45,3% 55,2% 40,5% 5,8% 19,5% 16,2% 1,6% 0,9%
KU_Wt Met 44.4% 55,9% 42,8% 5,8% 18,9% 15,2% 1,6% 1,1%
KU _173T _basal 57,5% 44,2% 50,5% 9,8% 28,1% 13,0% 1,7% 1,1%
KU _173T basal 34,9% 45,1% 31,6% 8,8% 28,4% 13,6% 1,1% 0,9%
KU_173T _basal 69,7% 43,6% 61,1% 8,5% 29,6% 13,5% 1,4% 1,1%
KU _173T Hyd 34,2% 46,8% 32,8% 8,5% 27,6% 12,9% 2,3% 1,4%
KU _173T Hyd 39,0% 45,6% 37,3% 9,4% 27,2% 13,6% 2,7% 1,8%
KU _173T Hyd 43,8% 45,3% 39,1% 9,2% 27,1% 13,9% 3,5% 2,1%
KU _173T Met 40,2% 52,2% 35,1% 7,2% 24.9% 11,4% 1,2% 1,0%
KU_173T_Met 69,5% 51,5% 59,8% 8,7% 23,6% 11,1% 2,5% 1,8%
KU _173T_Met 41,0% 49,3% 36,8% 7,5% 27,1% 12,4% 1,5% 1,2%
KU_A116D_basal 88,9% 47,4% 79,4% 7,6% 23,4% 16,4% 2,5% 1,6%
KU _A116D_basal 86,9% 44,9% 80,8% 7,4% 251% 16,7% 2,7% 2,1%
KU _A116D _basal 84,2% 44,2% 74,4% 7,9% 24.9% 17,4% 2,6% 1,8%
KU A116D Hyd 67,7% 45,3% 66,8% 7,9% 23,9% 17,6% 4,2% 2,8%
KU A116D Hyd 68,1% 46,1% 63,9% 8,4% 23,5% 17,5% 4,4% 2,5%
KU_A116D_Hyd 69,5% 46,1% 67,4% 8,0% 22,3% 18,5% 4,0% 2,7%
KU _A116D Met 81,9% 46,0% 73,5% 7,9% 24 7% 16,7% 2,9% 2,2%
KU A116D Met 86,7% 46,3% 76,9% 7,4% 25,8% 15,3% 2,7% 2,1%
KU A116D Met 109,4% 45,7% 103,0% 7.1% 25,1% 16,2% 2,9% 2,7%
Tabelle 28: Massenspektrometrische Auswertung der Fettsaurekomponenten von Cer und GluCer, Hauptversuch. Gemessen wurden stabil mit

pcDNA3/HA-hSP-C transfizierte MLE-12-Zellen (Zelle) und der zugehérige Kulturiiberstand (KU), unbehandelt (basal), mit 10uM Methylprednisolon (Met) oder
10uM Hydroxychloroquin (Hyd) behandelt.

siuyolaziaausie( - bueyuy /

csl



7 Anhang - Datenverzeichnis 153

7.1.2.8 Ergebnisse des Vorversuches

Es wurden Zellen, die Wildtyp proSP-C exprimieren mit Zellen verglichen, die mutiertes

proSP-C exprimieren. Die Zusammensetzung des Zelllysats wurde bestimmt (Tabelle 29).

Mittelwert Standardabweichung
Wt_Zelle 173T_Zelle A116D_Zelle Wt_Zelle 173T_Zelle A116D_Zelle
gesamt 40,2 13,4 4,5 2,6 13,4 0,6
PC 26,0 22,0 19,7 1,1 22,0 13,9
SPM 21 1,8 2,0 0,2 1,8 1,3
DihSPM 0,2 0,3 0,1 0,0 0,3 0,1
PE 15,9 13,3 9,4 1,4 13,3 3,5
Pla 2,0 14 0,6 0,6 1,4 0,9
PS 8,8 53 7,7 1,0 53 4,1
LPC 31,5 42,6 50,9 3,4 42,6 22,3
Cer 11,3 12,3 9,7 24 12,3 2,0
GluCer 2,2 1,2 0,0 0,4 1,2 0,0

Tabelle 29: Lipidverteilung bei unbehandelten MLE-12-Zellen, die stabil mit dem Vektor
PCDNA3/HA-hSP-cW 78T und ALED transfiziert wurden, Vorversuch. Es wurden die Mittelwerte aus finf
(Wt, A116D) bzw. zehn (I73T) Messungen mit ihrer jeweiligen Standardabweichung berechnet. Die
Gesamtphospholipide (gesamt) wurden in nmol lipid gemessen und die Unterspezies in % der
Gesamtphospholipide angegeben. Die Daten sind in Abbildung 57 grafisch dargestellit.

Graphisch dargestellt sind die Daten in Abbildung 57.
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Abbildung 57: Grafische Darstellung der massenspektrometrischen Messungen zur Lipidverteilung
des Zelllysates, Vorversuch. Es wurden die unbehandelten MLE-12-Zellen gemessen, die stabil mit dem
Vektor pcDNA3/HA-hSP-CV 73T und AT18D ransfiziert sind. Dabei wurden die Gesamtphospholipide (gesamt)
in nmol lipid gemessen und die Unterspezies in % der Gesamtphospholipide angegeben. Die grafische
Darstellung basiert auf den Daten der Tabelle 29.
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Vergleicht man die Reihenfolge der verschiedenen Lipidspezies bezogen auf die
prozentuale Mengenverteilung, so kann festgehalten werden, dass sich diese beim
Zelllysat nicht zwischen Wildtyp proSP-C und [73T- oder A116D-mutiertem proSP-C
unterscheidet. So kann festgehalten werden, dass bei der ersten Analyse LPC am
starksten vertreten war, gefolgt von PC, PE, Cer, PS, Pla, SPM und GluCer. Am
wenigsten haufig kam DihSPM vor.

Die prozentuale Mengenverteilung unterscheidet sich zwischen Wildtyp proSP-C und

mutiertem proSP-C. In Tabelle 30 sind die Unterschiede aufgelistet.

gesamt PC SPM DihSPM PE Pla PS LPC Cer GluCer

173T_Zelle_1 33,32% | 84,76% | 86,06% | 122,73% | 83,38% | 66,83% | 60,02% | 135,28% | 108,70% | 53,87%

A116D_Zelle_1| 11,08% | 75,67% | 98,08% | 63,64% | 59,10% | 28,71% | 87,24% | 161,48% | 85,75% 0,00%

Tabelle 30: Lipidverteilung bei mutiertem proSP-C im Vergleich zu Wildtyp proSP-C, Vorversuch.
Dargestellt sind die anteiligen Mengen von mutiertem proSP-C im Vergleich zu Wildtyp proSP-C, das als
100% angenommen wird.

So kann man erkennen, dass bei mutietem proSP-C ein geringerer Anteil an
Gesamtlipiden in den Zellen vorhanden war als bei Wildtyp proSP-C. Die Menge an LPC
ist wesentlich héher als bei Wildtyp proSP-C.
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Analyse der Lipidzusammensetzung des Zelllysates von MLE-12-Zellen, die
mutiertes proSP-C im Vergleich zu Wildtyp proSP-C exprimieren

Phosphatidylcholin (PC), das Hauptphospholipid des Surfactants, war in 173T-mutierten
Zellen erniedrigt (Abbildung 58 A). Diese Erniedrigung konnte durch die Behandlung der
Zellen mit Methylprednisolon oder Hydroxychloroquin nicht ausgeglichen werden.
Bemerkenswerterweise stieg Lysophosphatidylcholin (Lyso-PC) um etwa 25% an
(Abbildung 58 B). Sphingomyelin (SPM) und Ceramid sind wichtige Precursor Molekule fur
die intrazellulare Signalwirkung. Die Menge von SPM war bei |73T-mutiertem proSP-C
exprimierenden Zellen erniedrigt. Dies konnte durch die Behandlung mit
Methylprednisolon oder Hydroxychloroquin nicht verandert werden (Abbildung 58 C). Die
Level von Ceramid waren bei |73T-mutierten Zellen unverandert, allerdings konnte
Hydroxychloroquin die Ceramidlevel bei den mutierten Zellen signifikant senken
(Abbildung 58 D).
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Abbildung 58: Lipidverteilung bei Wt und 73T, Zelle, Vorversuch. Der Gehalt an Phospholipid wurde als
% des Mittelwertes von unbehandelten Wildtyp Werten angegeben. Die Grafiken zeigen die relative Menge
von Phosphatidylcholin (A), Lysophosphatidylcholin (B), Sphingomyelin (C) und Ceramid (D). ,ns” = nicht
signifikant. n=6. -: unbehandelt, +Met: mit 10uM Methylprednisolon fir 24 Std. inkubiert, +Hyd: mit 10uM
Hydroxychloroquin fir 24 Std. inkubiert. Die Klammern Uber den Saulen geben an, welche Werte zueinander
signifikant unterschiedlich sind.
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Bei 173T-mutierten Zellen konnten keine Veranderungen in der Zusammensetzung von
Phosphatidylethanolamin, Plasmalogen, Phosphatidylserin, Glucosylceramid, Cholesterol

und freiem Cholesterol festgestellt werden.

Ebenso wie bei [73T-mutiertem proSP-C wurde bei A116D-mutiertem proSP-C der
Phosphatidylcholinanteil im Vergleich zum Wildtyp proSP-C gesenkt (Abbildung 59 A) und
der Lysophosphatidylcholinanteil erhoht (Abbildung 59 B). Gleichfalls hatte die
Behandlung der Zellen mit Methylprednisolon oder Hydroxychloroquin darauf keinen

Einfluss.

Allerdings erniedrigte sich Phosphatidylethanolamin bei A116D-mutiertem proSP-C im
Vergleich zu Wildtyp proSP-C (Abbildung 59 C). Dies konnte durch eine Inkubation mit

Methylprednisolon oder Hydroxychloroquin nicht ruckgangig gemacht werden.
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Abbildung 59: Lipidverteilung bei Wt und A116D, Zelle, Vorversuch. Der Gehalt an Phospholipid wurde
als % des Mittelwertes von unbehandelten Wildtyp Werten angegeben. Die Grafiken zeigen die relative
Menge von Phosphatidylcholin (A), Lysophosphatidylcholin (B), Phosphatidylethanolamin (C). n=6. -:
unbehandelt, +Met: mit 10uM Methylprednisolon fiir 24 Std. inkubiert, +Hyd: mit 10uM Hydroxychloroquin fiir
24 Std. inkubiert. Die Klammern Uber den Saulen geben an, welche Werte zueinander signifikant
unterschiedlich sind.

Bei A116D-mutierten Zellen konnten keine Veranderungen in der Zusammensetzung von
Sphingomyelin, Ceramid, Plasmalogen, Phosphatidylserin, Glucosylceramid, Cholesterol

und freiem Cholesterol festgestellt werden.
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