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1. Einleitung

1.1. Die bronchopulmonale Dysplasie des Friihgeborenen
1.1.1. Definition, Atiologie und klinisches Erscheinungsbild

Die bronchopulmonale Dysplasie (BPD) ist eine multifaktoriell bedingte, chronische
Lungenerkrankung des Fruhgeborenen, die durch eine gestdrte Alveolarisierung und
Vaskularisierung gekennzeichnet ist und in einer Beeintrachtigung der normalen
Lungenentwicklung resultiert (Niedermaier and Hilgendorff 2015). Sie ist die haufigste im
Rahmen einer Frihgeburt auftretende Komplikation und betrifft besonders Friihgeborene
mit einem Geburtsgewicht unter 1000g oder einem Gestationsalter unter 30

Schwangerschaftswochen (Jobe and Bancalari 2001, Jobe 2011).

Die bronchopulmonale Dysplasie wurde erstmals 1967 durch Northway als eine
Schadigung der Lunge durch Sauerstoff und Beatmung mit nachfolgender Ausbildung
einer pulmonalen Inflammationsreaktion mit Lungenédem, Atelektasen, emphysematdsen
Alveolen, peribronchialer und septaler starker Fibrose, ausgepragter Metaplasie der
Epithelzellen und Hypertrophie glatter Muskelzellen sowohl der GefalRe als auch der
Alveolen beschrieben (s. Abbildung 1 A) (Northway, Rosan et al. 1967). Dank des
medizinischen Fortschritts, vor allem mit Einfuhrung der préanatalen Glukokortikoidgabe
zur Induktion der Lungenreifung, der postnatalen Surfactant-Therapie sowie der
Etablierung sanfterer Beatmungsmethoden und dem zurlickhaltenderen Umgang mit
hohen Sauerstoffkonzentrationen sowie einem dadurch veranderten Patientenkollektiv
von heute noch kleineren, Uberlebenden Frihgeborenen wurde das histopathologische
Bild der "alten" BPD durch die sogenannte "neue" BPD ersetzt (Coalson 2003). Diese
kennzeichnet sich vor allem durch eine massive pulmonale Inflammationsreaktion mit
Wachstumsarrest der Lunge im spaten kanalikularen und sakkularen Stadium der
Lungenentwicklung, besonders bei Geburt in der 24. - 28. Schwangerschaftswoche (Jobe
1999, Coalson 2003). Durch die inhibierte alveolare Septierung mit darausfolgender
Rarefizierung der Lungen- und Alveolarstruktur und einer diffus im Interstitium verteilten
Fibrose (s. Abbildung 1 B) ist der pulmonale Gasaustausch beeintrachtigt (Coalson 2003).
Die Kinder sind postnatal Uber langere Zeit auf eine Sauerstoffsupplementation

angewiesen (Greenough 2012).
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Abbildung 1: Histopathologie der bronchopulmonalen Dysplasie aus (Husain, Siddiqui et al. 1998)
A) Gewebeschnitt der Lunge eines Kindes der "Pra-Surfactant Ara" mit den typischen Zeichen der
"alten" BPD: Rarefizierung der Alveolen mit massiver Fibrose der Alveolarsepten.

B) Gewebeschnitt der Lunge eines Kindes der "Post-Surfactant Ara" mit den typischen Zeichen der
"neuen" BPD: deutlich vereinfachte Struktur der terminalen Atemwege mit erweiterten, Uberblahten
und rarefizierten Alveolargangen, Sacculi und Alveolen durch Inhibition der alveolaren Septierung.
Die interstitielle Fibrose ist im Vergleich zu A) gering ausgepragt und diffus im Interstitium verteilt.

Im Jahr 2001 wurde durch A. Jobe und E. Bancalari die bis heute glltige Klinische
Definition der bronchopulmonalen Dysplasie publiziert: Es leiden alle Kinder an einer
bronchopulmonalen Dysplasie, die mindestens 28 Tage auf eine
Sauerstoffsupplementation von mehr als 21% angewiesen sind. Die Einteilung des
Schweregrades der BPD erfolgt fur Frihgeborene unter 32 Schwangerschaftswochen im
Alter von 36 p.m. (post menstruationem) Wochen nach ihrem Sauerstoffbedarf. Kinder,
die im Alter von 36 p.m. Wochen keinen zusétzlichen Sauerstoff bendtigen und Raumluft
atmen, haben per definitionem eine milde Form der BPD, wenn sie am 28. Lebenstag
noch eine Sauerstoffsupplementierung bendtigten. Kinder, die mit Kkorrigiert 36+0
Schwangerschaftswochen weniger als 30% Sauerstoff bendtigen, erfiillen die Kriterien
einer moderaten Form der BPD. Kinder mit gré3er oder gleich 30% Sauerstoffbedarf oder
der Notwendigkeit der invasiven oder nicht-invasiven Beatmung leiden an einer schweren
Form der BPD (Jobe and Bancalari 2001).

Neben der ausgepréagten Unreife der Lunge kleiner Frihgeborener und der daraus
resultierenden notwendigen Beatmung und Sauerstoffsupplementation wurden weitere
Faktoren identifiziert, die die Entstehung einer bronchopulmonalen Dysplasie
beginstigen: Surfactantmangel, ein persistierender Ductus arteriosus mit verstarkter
Lungendurchblutung (Speer 2003), unzureichende Protein- und Kalorienzufuhr,
UberméaRige Flissigkeitszufuhr im postnatalen Management (Biniwale and Ehrenkranz
2006), mannliches Geschlecht (Henderson-Smart, Hutchinson et al. 2006) und genetische
Polymorphismen beziglich der Surfactantbildung (Hilgendorff, Heidinger et al. 2009)
sowie die Auspragung der Immunantwort auf einen Entziindungsreiz (Bose, Dammann et
al. 2008) erhthen die Inzidenz der BPD. Insbesondere spielen pra- und postnatale

Infektionen, wie z.B. eine Chorioamnionitis, Atemwegsinfektionen oder eine
2
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Neugeborenensepsis mit friher Exposition der Lunge mit hohen Konzentrationen an
Zytokinen und Entziindungsmediatoren eine grol3e Rolle (Speer 2004). Eine komplexe
Entzindungsreaktion mit Einwanderung von Entzindungszellen in die Lunge,
Dysregulation anti- und proinflammtorischer Zytokine sowie Inhibition der Synthese
multipler Wachstumsfaktoren ist, als Antwort des Organismus auf das Einwirken der
vielfaltigen Noxen, nach aktueller Ansicht die vornehmliche Ursache der komplexen
Lungenschadigung in der Pathogenese der BPD. Sie stellt damit den zentralen
Ansatzpunkt der gegenwartigen Forschung im Verstdndnis der BPD Entstehung dar
(Speer 2003, Niedermaier and Hilgendorff 2015). In untenstehender Graphik sind die
wichtigen Einflussfaktoren in der Atiologie der BPD im Uberblick dargestellt.

Friihgeburtlichkeit ‘ Pulmonale Entziindungsreaktion

‘PrénataleInfektionenlChorioamnionitis ‘\\1 1// postnatale Infektionen/Sepsis ‘

‘ Unreife der Lunge/Surfactantmangel ‘——> BPD @} Erndhrung und Flissigkeitsmanagement

Beatmung/Sauerstofftherapie ‘/ T \ Genetische Polymorphismen ‘

Gestorte Alveolarisierung und Vaskularisierung

Abbildung 2: Darstellung atiologischer Faktoren in der Entstehung der BPD maodifiziert nach (Gien
and Kinsella 2011)

Entsprechend der pulmonalen Schadigung mit einem Missverhdltnis zwischen Ventilation
und Perfusion aufgrund einer geringeren alveoldaren Oberflache und einer gestorten
Gefallbildung prasentiert sich die bronchopulmonale Dysplasie klinisch durch Dyspnoe
bzw. Tachypnoe, Einziehungen, Stohnen, paradoxe Atemmuster, Giemen, grobblasige
Rasselgerédusche und eine verminderte Compliance der Lunge. Letztere ist bei besonders
schwerer Auspragung der Erkrankung durch Atelektasen, Emphysem, interstitielle
Fibrosierungen und Lungenddembildung bedingt. Dies kann im Roéntgen-Thorax typische
Veranderungen hervorrufen (Kinsella, Greenough et al. 2006). Die gesttrte Gefal3bildung
kann in pulmonaler Hypertonie und in besonders schweren Fallen in einem Cor pulmonale
resultieren. Die erhohte Atemfrequenz und flache Atemzige erhdohen die
Totraumventilation und vermindern damit die Effizienz des Gasaustauschs (Kinsella,
Greenough et al. 2006). Des Weiteren neigen an BPD erkrankte Kinder zu einer erhéhten
Anfalligkeit fir pulmonale Infekte, die besonders innerhalb der ersten zwei Lebensjahre
immer wieder zu Rehospitalisierungen fuhren (Ehrenkranz, Walsh et al. 2005).

Wesentlich fir die pulmonale Langzeitmorbiditdt ist die Neigung zur Entwicklung
obstruktiver Atemwegserkrankungen, wie Asthma und eine dauerhafte Uberreagibilitat der

Atemwege (Jobe 2011). Bereits in den ersten 28 Lebenstagen weisen Neugeborene, die
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eine BPD entwickeln, verdnderte Lungenfunktionsparameter mit verminderter funktioneller
Residualkapazitat und Compliance auf (May, Kennedy et al. 2011). Mit zunehmendem
Alter bessert sich in den meisten Fallen die Lungenfunktion und lasst normale kérperliche
Aktivitat zu (Kinsella, Greenough et al. 2006). Die EPICure Studie an ehemaligen
Frihgeborenen konnte allerdings zeigen, dass 56% der Kinder, die in bzw. vor der 25.
Schwangerschaftswoche geboren worden waren, im Alter von 11 Jahren immer noch
pathologische spirometrische Werte aufweisen und 25% dieser Kinder an manifestem
Asthma leiden. Die Zahl der an Asthma erkrankten Kinder ist damit doppelt so hoch wie
bei ihren reifgeborenen Klassenkameraden (Fawke, Lum et al. 2010). Die pathologischen
Lungenfunktionstests sowie in schweren Fallen auch eine symptomatische
Atemwegsobstruktion persistieren sogar bis ins Erwachsenenalter (Carraro, Filippone et
al. 2013, Landry, Tremblay et al. 2015).

Zusatzlich zu ihrer pulmonalen Morbiditat weisen viele der die Diagnose BPD erfiillenden
Kinder deutliche entwicklungsneurologische Defizite auf. Uber 50% haben
Konzentrations- und Verhaltensstorungen sowie Sprach- und Gedachtnisprobleme, die

besonders im Schulalltag hervortreten (Doyle and Anderson 2009).

1.1.2. Epidemiologie der bronchopulmonalen Dysplasie

Aufgrund verbesserter Behandlungs- und Praventionsmdglichkeiten ist die Mortalitat der
bronchopulmonalen Dysplasie zurlickgegangen (Berger, Bachmann et al. 2004). Die
Inzidenz dagegen ist durch das Uberleben immer kleinerer Frilhgeborener weitgehend
unverandert geblieben (Manktelow, Draper et al. 2001). Das vornehmlich betroffene
Patientenkollektiv hat sich dementsprechend von Frihgeborenen um die 32
Schwangerschaftswochen (Northway, Rosan et al. 1967) zu immer kleineren und
unreiferen Kindern, mit Geburt in der 24. - 26. Schwangerschaftswoche, entsprechend
dem Ubergang vom kanalikularen in das sakkulare Stadium der Lungenentwicklung,
verschoben (Coalson 2003). Betragt die Inzidenz der BPD fur Uberlebende mit einem
Gestationsalter zwischen 24 - 26 Wochen 58%, so entwickelten jedoch nur 10% der
Uberlebenden zwischen 30 - 32 Schwangerschaftswochen per definitonem eine
chronische Lungenerkrankung (Jorch 2010).

Neben dem Gestationsalter spielt besonders das Geburtsgewicht eine grof3e Rolle fir das
Auftreten der BPD. 75% der betroffenen Kinder wogen bei der Geburt unter 1000g. Im
Gegensatz dazu waren nur 5% der Kinder mit einem Geburtsgewicht Uber 1500g
betroffen (Kinsella, Greenough et al. 2006). Insgesamt leiden bis zu 30% aller
Frihgeborenen mit einem Gestationsalter unter 30 Schwangerschaftswochen an der

chronischen Lungenerkrankung BPD (Shahzad, Radajewski et al. 2016).
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1.2. Storung der Lungenentwicklung als histologisches Korrelat der BPD
1.2.1. Phasen und zentrale Mechanismen der physiologischen Lungenentwicklung

Die bronchopulmonale Dysplasie stellt histologisch eine Wachstumsstérung in der
kanalikularen bzw. sakkularen Phase der Lungenentwicklung dar und kennzeichnet sich
durch eine gestorte Alveolarisierung, Vaskularisierung und Dysregulation der fur die
physiologische Lungenentwicklung wesentlichen Wachstumsfaktoren (Coalson 2003,
Bose, Dammann et al. 2008). Daher wird nachfolgend, als Grundlage fur das
pathophysiologische Verstandnis der Erkrankung, kurz die regelrechte Entwicklung und
Alveolarisierung der Lunge beschrieben.

Nach Organanlage in der Embryonalphase (1. - 7. Woche) folgt wahrend der Fetalzeit (7.
Woche bis zur Geburt) die Organreifung in mehreren Stadien (s. Abbildung 4): In der
kanalikularen Phase der Lungenentwicklung (16. - 26. Woche) bilden sich, nachdem sich
der Bronchialbaum in der pseudoglandularen Phase (7. - 16. Woche) bis zu den
terminalen Bronchiolen aufgezweigt hat, die Bronchioli respiratorii und die primaren
Alveolen. Zusatzlich kommt es zu einer Invasion von Kapillaren in das umgebende
Mesenchym. Die kubischen Zellen des Bronchialepithels differenzieren sich zu Surfactant-
produzierenden Typ-ll-Alveolarepithelzellen und zu flachen, dem Gasaustausch
dienenden Typ-I-Alveolarepithelzellen (Burri 1984, Coalson 2003, Sadler 2003). In der
sakkularen Entwicklungsphase (24. — 34. Woche) bilden sich immer mehr glattwandige
Ausstllpungen, die spateren Sacculi alveolares, die noch durch dicke, primare Septen mit
doppeltem Kapillarnetzwerk voneinander getrennt sind und die Ausgangsbasis fur die
weitere Alveolarisierung und OberflachenvergréRerung der Lunge darstellen (Burri 2006).
Ab Ende der kanalikularen Phase ist bereits in dem Mal3 ein Gasaustausch méglich, dass
das Uberleben von in dieser Phase geborenen Kindern maoglich ist. Die Unreife der Lunge
fuhrt allerdings haufig zu einem Atemnotsyndrom und erfordert die zuséatzliche Gabe von
Surfactant und vortibergehend eine unterstiitzende Beatmung (Sadler 2003). Die Phase
der eigentlichen Alveolarisierung beginnt erst in der ca. 34. Schwangerschaftswoche und
halt ungefahr bis zum 2. Lebensjahr an (Coalson 2003). In dieser Zeit bildet sich ein
Grol3teil der Gber 300 Millionen Alveolen der adulten Lunge (bis zu 50 Millionen Alveolen
bei Geburt) und die innere Flache der Lunge, die zum Gasaustausch zur Verfligung steht,
vergroRert sich massiv (Burri 2006). Aus den primaren Septen der sakkuldren Phase
beginnen sich zinnenartige Ausstilpungen (engl.: "crests") hervorzuwdlben (s. Abbildung
3), die schlieBlich als "sekundare Septen” die Kontur der zukinftigen Alveolen markieren
(Burri 2006). Die Orte neuer Knospungen werden durch Elastinfaserformationen markiert,
die sich anschlieRend auch in den Spitzen neu entstandener "Crests" befinden (Bourbon,

Boucherat et al. 2005). Myofibroblasten, die durch den aus Epithelzellen stammenden

5
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"Platelet-derived Growth Factor-A", PDGF-A, in die Spitzen sich neu bildender "Crests"
rekrutiert werden, bilden die Bestandteile der extrazellularen Matrix des
Septuminterstitiums, wie Kollagen, Fibronektin, Proteoglykane oder Tropoelastin, das zur
Quervernetzung der Elastinfasern dient, und erméglichen dadurch das Wachstum der
Knospen zum vollstandigen Septum (Bourbon, Boucherat et al. 2005). Die Proliferation
von Myofibroblasten sowie die Elastogenese fordert der "Fibroblast Growth Factor 18",
FGF 18, der von Fibroblasten gebildet wird. Diese setzen auch den "Fibroblast Growth
Factor 7", FGF 7, frei, der wesentlich die Proliferation und Reifung der Typ-II-
Alveolarepithelzellen stimuliert, die als Stammzellen der Typ-I-Alveolarepithelzellen
dienen (Bourbon, Boucherat et al. 2005). Kontrolliert wird eine ungerichtete Septierung
durch den "Transforming Growth Factor - beta 1", TGF-1, der lokalen Knospungen und
der Epithelzellproliferation entgegen wirkt, jedoch die Synthese der extrazellularen
Matrixbestandteile um die Atemwege herum fordert und damit z.B. die Bildung

unverzweigter proximaler Atemwege sicherstellt (Desai and Cardoso 2002).

A) Sakkulédre Phase ¢ B) Klassische Alveolarisierung

¢ primédres Septum

)

neue, sekuhdére
Septen >

C) Mikrovaskulare GefaRreifung

Abbildung 3: Ablauf der Alveolarisierung und mikrovaskularen Gefa3reifung aus (Schittny, Mund
et al. 2008)

A) Darstellung eines dickwandigen, primaren Septums mit doppeltem, randstandigem Kapillarnetz
(rot) und zentralem Interstitium (grau). Die mit Pfeilen markierten griinen Punkte bezeichnen
Elastinablagerungen und damit die Orte der zukUnftigen Entstehung von Alveolarsepten.
B) Zinnenartige Vorwdlbungen, die "Crests", werden sichtbar und wachsen durch Ausstllpung
eines der beiden Kapillarnetze des primaren Septums und durch extrazellulare Matrix- und
Elastinfasersynthese der Fibroblasten zu sekundaren Septen heran, die ebenfalls ein doppeltes
Gefal3netz und Elastinablagerungen an der Septumspitze aufweisen. Der vorbestehende Luftraum
wird folglich feiner untergliedert und neue Alveolen entstehen.

C) Im Zuge der mikrovaskularen Gefaf3reifung kommt es zur Fusion der beiden Kapillarnetze und
ein einfaches Netz mit zweiseitiger Angrenzung an das Alveolarlumen und ein diinneres Septum
entstehen. Funktionelle Vorteile werden hierfir angenommen.
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Wie die primaren Septen enthalten auch neu entstandene sekundére Septen ein
doppeltes Kapillarnetz, das das mittelstandige Interstitium umgibt, an der Septumspitze
ineinander Ubergeht und nach auf3en einseitig an das Alveolarlumen grenzt (Burri 2006).
Essentiell fir die mikrovaskulare Entwicklung der Lunge ist der aus den Epithelzellen
stammende "Vascular Endothelial Growth Factor®, VEGF, der fur die Migration,
Proliferation und Differenzierung der Endothelzellen verantwortlich ist (Bourbon,
Boucherat et al. 2005). Eine regelrechte Angiogenese ist Grundvoraussetzung fir eine
ungestoérte Alveolarisierung. Stérungen der Vaskularisierung fuhren ebenfalls zu einer
beeintrachtigten Septierung (Le Cras, Markham et al. 2002, McGrath-Morrow, Cho et al.
2005).

Parallel zur alveolaren Phase findet ab der Geburt in den ersten zwei bis drei
Lebensjahren eine mikrovaskulare Gefaldreifung statt (s. Abbildung 3). Das doppelte
Kapillarnetz der sekundaren Septen verschmilzt zu einem singularen, mittelstandigen
Kapillarsystem, das nun beidseitig an das Alveolarlumen angrenzt und typischerweise in
der adulten Lunge nachweisbar ist (Burri 2006). Gleichzeitig verdinnen sich die
Alveolarsepten durch teilweise Apoptose der Fibroblasten und Reduktion des Interstitiums
(Bruce, Honaker et al. 1999). Neue Erkenntnisse zeigen, dass die Bildung weiterer
Alveolarsepten bis ins junge Erwachsenenalter anhalt (Phase der spaten Alveolarisierung)
(Schittny, Mund et al. 2008).

Abbildung 4 zeigt eine zusammenfassende Ubersicht der pulmonalen

Entwicklungsphasen ab der Fetalperiode.

Phase der GefdBreifung
(Geburt bis 2./3.Lebensjahr)
spéte Alveolarisierung
(3.-5. Lebensjahr bis junges
Erwachsenenalter)

Friihgeburten mit den
héchsten Inzidenzen an BPD

<€ >

Pseudoglandulédre Phase Kanalikulére Phase Sakkulédre Phase Alveolédre Phase

7.-16. Woche 16. - 26. Woche 24. - 34. Woche 34. Woche bis 1./2. Jahr
O RS N N e s AW 2% S AN R o R b i A A

%

Abbildung 4: Ubersicht tber die Phasen der Lungenentwicklung ab Beginn der Fetalperiode.
Histologische Bilder und Einteilung der Stadien der Lungenentwicklung nach P. Burri (Burri and
Moschopulos 1992, Coalson 2003, Burri 2006). Die Lungenreifung stellt hierbei ein Kontinuum dar,
bei dem die einzelnen Entwicklungsphasen ineinander tbergehen.

In der pseudoglanduléren Entwicklungsphase ist der Bronchialbaum bis zu den Bronchioli
terminales angelegt. Das Gangsystem wird von kubischem Epithel, den Progenitorzellen der
Pneumozyten Typ | und Il, ausgekleidet. In der kanalikularen Phase bilden sich die Bronchioli
respiratorii aus und es kommt zur Einsprossung zahlreicher GefaRe. Das Lumen der Tubuli weitet
sich und kubische Typ-lI-Alveolarepithelzellen differenzieren zu flachen Typ-I-Alveolarepithelzellen.
Die glattwandigen Sacculi werden von Alveolarepithelzellen Typ | und Il ausgekleidet. Das
Interstitium ist zellreich und der Anteil elastischer Fasern noch gering. Gegen Ende der sakkuléaren
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Phase beginnen die interstitiellen Fibroblasten extrazellulare Matrix zu produzieren, ein wichtiger
Schritt fir weiteres Wachstum und Differenzierung.

Durch massive Bildung von Alveolen in der alveolaren Phase wird die innere Oberflache der
Lunge stark vergroRert. Im Bild teilt sich ein Bronchiolus terminalis (tb) in mehrere Ductus
alveolares (ad), die wiederum von Alveolen umgeben sind. Ausstilpungen (engl. "crests") der
Septen eines Sacculus wachsen heran und bilden die Wande neuer Alveolen. Eine immer feinere
Struktur der peripheren respiratorischen Anteile der Lunge entsteht.

1.2.2. Pathomechanistisches Verstandnis der bronchopulmonalen Dysplasie

Nach Erstbeschreibung der bronchopulmonalen Dysplasie als Schadigung der Lunge
durch Sauerstoff und Beatmung durch Northway et al. 1967 dauerte es nicht lange, bis
dieselben Autoren im Tiermodell ein der BPD von Friihgeborenen @hnelndes Bild nach
Exposition von Meerschweinchen mit hohen Sauerstoffkonzentrationen reproduzieren
konnten (Northway, Rosan et al. 1969). Seither konnte der schadigende Einfluss von
Sauerstoff und seiner reaktiven Radikale sowie verschiedener Beatmungsstrategien in
vielen Spezies nachgewiesen werden. Exposition mit 100% Sauerstoff bei neugeborenen
Mausen fiihrte nicht nur zu einer akuten Lungenschadigung mit Odem, Blutung,
nachfolgender chronischer Reparaturphase mit  Fibroblastenproliferation  und
Kollagenablagerung (Bonikos, Bensch et al. 1975), sondern auch zu einer massiven
Stérung der Lungenstruktur mit Inhibition der Alveolarisierung und Vaskularisierung
(Randell, Mercer et al. 1990, Rogers, Tipple et al. 2009, Hilgendorff, Reiss et al. 2014).
Auch geringere Sauerstoffkonzentrationen, wie 85% oder 65%, zeigten diesen Effekt,
veranderten die Expression von Wachstumsfaktoren und hemmten die Proliferation der
Lungenzellen (Warner, Stuart et al. 1998, Dauger, Ferkdadji et al. 2003). Das Ausmal} der
Lungenschadigung wird im Folgenden am Beispiel von neugeborenen Mausen
demonstriert, die, im Vergleich zur Kontrollgruppe in Raumluft, Uber 28 Tage 85%
Sauerstoff ausgesetzt wurden. Eine deutlich gestdrte Lungenarchitektur mit Rarefizierung
der Alveolen, Uberblahung der terminalen Atemwege und interstitieller Fibrose ist
erkennbar (s. Abbildung 5). Auch ein deutlicher Anstieg an Entziindungszellen und eine
erhohte Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen wurde beobachtet (Warner,
Stuart et al. 1998).

Abbildung 5: aus Warner, Stuart et al. 1998
A) nach 28-tagiger Exposition mit 85% Sauerstoff zeigten sich im Mausmodell deutlich rarefizierte,
vergroRRerte und Uberblahte Alveolen mit interstitieller Fibrose
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B) Darstellung einer normal entwickelten Lunge nach 28-tdgiger Tierhaltung in Raumluft bei
identischer mikroskopischer Vergré3erung.

Neben der Sauerstoffkonzentration haben auch die Dauer der Beatmung und die Wabhl
des Beatmungsmodus nachhaltigen Einfluss auf die Lungenentwicklung. In
tierexperimentellen Studien konnte gezeigt werden, dass nicht der Beatmungsdruck
(Barotrauma), sondern das Volumen, mit dem beatmet wird, die vorherrschende Rolle in
der Schadigung der Lunge spielt. Bereits einzelne hohe Tidalvolumina (Volutrauma)
fuhren hierbei zu bleibenden Schaden (Bjorklund, Ingimarsson et al. 1997). Kollabieren
die Alveolen endexspiratorisch und mussen sie bei jeder Inspiration neu rekrutiert werden,
ist die Schadigung besonders grol3 (Atelektotrauma) (Schmolzer, Te Pas et al. 2008).

Der medizinische Fortschritt mit heutzutage zuriickhaltenderem Umgang mit hohen
Sauerstoffkonzentrationen, pranataler Steroidgabe =zur Induktion der Lungenreife,
Surfactantgabe zur Reduktion der Oberflichenspannung und die Entwicklung
schonenderer Beatmungsstrategien mit moglichst niedrigen Tidalvolumina und PEEP
Anwendung zur Vermeidung des endexpiratorischen Kollaps der terminalen Atemwege
hat das Uberleben von kleineren Friihgeborenen mit noch unreiferen Lungen ermdéglicht.
Dies flhrte zum Ersatz der "alten" BPD durch die "neue" BPD mit veranderter Histologie
und z.T. milderer klinischer Symptomatik (Coalson 2003). Trotzdem konnte der negative
Einfluss auch milder Beatmungsformen auf die sich entwickelnde Lunge nicht behoben
werden:

Bereits eine 24-stindige Beatmung von Ratten mit Raumluft ohne zusatzliche
Sauerstoffsupplementation und Einsatz moderater Tidalvolumina fiihrte zu einer massiven
Schadigung der Lunge mit komplettem Arrest der Zellproliferation, des Zellzyklus und

damit der Alveolarisierung (s. Abb. 6) (Kroon, Wang et al. 2011).

Abbildung 6: aus (Kroon, Wang et al. 2011)

A) Nach 24-stiindiger Beatmung mit Raumluft ist im Lungengewebe neugeborener Ratten eine
deutliche Rarefizierung der Alveolen zu sehen. Néhere Untersuchungen ergaben eine verminderte
Anzahl Elastin-positiver "Crests" und eine vollstandige Inhibition der Zellproliferation, entsprechend
einem Wachstumsarrest der Lunge.

B) Bild einer normal entwickelten Lunge von nicht beatmeten Kontrollratten mit feiner
Aufgliederung der terminalen Atemwege.
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Nach 24-stiindiger Beatmung von neugeborenen Mausen mit Raumluft konnte in einer
weiteren Studie nicht nur eine Reduktion der Anzahl an Alveolen und der endothelialen
Oberflache um 50% nachgewiesen werden, sondern auch eine funffach erhéhte
Apoptoserate der Lungenzellen, eine massive Aktivierung des TGF-B1 Signalweges, eine
Verminderung des VEGF - Rezeptorproteins 2 und eine um die Halfte vermehrte
Ablagerung von Elastin in den Alveolarsepten, jedoch mit willkurlicher Verteilung Uber das
ganze Septum, anstatt mit Schwerpunkt an der Septumspitze (Mokres, Parai et al. 2010).
Ebenfalls konnte bereits mehrfach kurz nach Beatmungsbeginn eine signifikant erhdhte
Zahl von Entziindungszellen, v.a. von neutrophilen Granulozyten, und von pro-
inflammatorischen Zytokinen, wie TNF-a, IL-6, IL-8 und IL-1B, im Lungengewebe und im
Trachealsekret nachgewiesen werden (Coalson, Winter et al. 1999, Naik, Kallapur et al.
2001, Speer 2009). Dies legt einen komplexen Schadigungsmechanismus mit
Dysregulation der Zellproliferation, wichtiger Wachstumsfaktoren und
Entziindungsmediatoren nahe, der u.a. durch Beatmung und Sauerstoff initiilert werden

kann und zur BPD-typischen Stérung der Lungenstruktur fuhrt.

1.2.3. Dysbalance der anti- und pro-inflammatorischen  Zytokine und

Wachstumsfaktoren als Konsequenz der pulmonalen Inflammationsreaktion

Die Schlusselreaktion in der Pathogenese der bronchopulmonalen Dysplasie stellt nach
aktuellem Konsens der Literatur die Inflammationsreaktion in der Lunge Friihgeborener
dar. Verschiedene préa- und postnatale Risikofaktoren, wie z.B. mechanische Beatmung
und Sauerstofftoxizitat (s. Abbildungen 2 und 7) |6sen additiv oder synergistisch eine die
Lungenstruktur schadigende Entzindungsantwort aus (Speer 2006). Kennzeichnend flr
diese ist ein massiver Einstrom von Neutrophilen und Makrophagen in die Lunge, ein
Ungleichgewicht zwischen pro- und anti-inflammatorischen Faktoren zugunsten einer
Ubermaligen Expression der pro-inflammatorischen Zytokine IL-1p3, IL-6, IL-8 und TNF-a
und ein Missverhéaltnis zwischen gewebeschadigenden Proteasen und ihren Inhibitoren
(Speer 2006, Shahzad, Radajewski et al. 2016). Sowohl im Trachealsekret von Kindern
mit sich entwickelnder BPD als auch im Trachealsekret sowie im Lungengewebe (Post
Mortem Studien) von Kindern mit manifester BPD ist die Anzahl an Makrophagen,
Neutrophilen, Adhéasionsmolekilen, die die Extravasation der Entziindungszellen
ermdglichen, sowie die Expression der Chemokine und pro-inflammatorischen Zytokine
IL-1B, IL-6, IL-8 und TNF-a deutlich erhéht, verglichen mit Kindern, die sich von einem
postnatalen Atemnotsyndrom folgenlos ohne Entwicklung einer BPD erholen (Groneck
and Speer 1995, Kotecha 1996, Speer 2006, Bose, Dammann et al. 2008).
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Im Rahmen einer einmal initierten Entzindungskaskade setzen Neutrophile und
Makrophagen, die durch Faktoren wie IL-8, TNF-a, Leukotrien B,, C5a oder IL-16 bereits
innerhalb von Minuten nach Beginn einer mechanischen Beatmung in die Lunge rekrutiert
werden, eine Vielzahl von gewebeschadigenden  Stoffen, wie reaktive
Sauerstoffmetabolite, Radikale, pro-inflammatorische Zytokine und Proteasen, frei (Speer
2006). Die sehr potente Elastase aus Neutrophilen baut das pulmonale Elastin ab und
férdert damit die Entstehung eines Lungenemphysems. Ihr natirlicher Antagonist, der a;-
Proteinase-Inhibitor, zeigt nur niedrige Aktivitat, da er durch reaktive Sauerstoffmetabolite
und Radikale aus Neutrophilen und Makrophagen oder durch therapeutische
Sauerstoffsupplementation oxidiert und, aufgrund der Unreife der Antioxidationssysteme
Frihgeborener, vermehrt abgebaut wird (Speer 2006, Speer 2009). Oxidativer Stress
erhdht auBerdem die Expression weiterer Matrix-Metalloproteinasen mit Abbau der
extrazellularen Matrix des Lungenparenchyms, schadigt aber auch das Gefaliendothel mit
nachfolgender Permeabilitatserhéhung und Entstehung eines Lungentdems (Speer
2003).

Die inflammatorisch bedingte Gewebeschéadigung der Lunge induziert
Reparaturmechanismen, die, u.a durch vermehrte Expression des Transforming Growth
Factors - B1 (s. 1.2.3.3.), die Entzundungsreaktion einddmmen sollen. UbermaRige
Reparatur bedingt jedoch ihrerseits wiederum eine Schadigung der Lunge mit
Wachstumsarrest und Forderung einer Fibrose (Bose, Dammann et al. 2008).

Ein Uberblick tiber den pathogenetischen Ablauf der BPD und ihrer Ausloser wird in
Abbildung 7 gegeben. Die wesentlich an der Inflammationsreaktion und den
Raparaturmechanismen beteiligten Faktoren werden in nachfolgenden Punkten naher

charakterisiert.

Préanatale Ereignisse Postnatale Ereignisse
- Chorioamnionitis - Reanimation

- Funisitis - Sauerstofftoxizitat

— Zytokinexposition des - Beatmung

- systemische oder

Feten
\S‘chédigung der Lunge/ pulmonale Infektionen
@ve Inﬂam@

Abnorme Reparaturmechanismen

Gestorte Alveolarisierung und Vaskularisierung

,heue“ bronchopulmonale Dysplasie

Abbildung 7: Atiologie und Pathogenese der bronchopulmonalen Dysplasie nach (Speer 2006)
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1.2.3.1. Anti-inflammatorische Zytokine und Wachstumsfaktoren in der
Entstehung der BPD

Klinische und experimentelle Daten zeigen (berzeugend, dass die UberschielRende
Entziindungsantwort mit massiv erhfhten Konzentrationen an pro-inflammatorischen
Zytokinen und verstéarkter Expression ihrer mRNA in Lungengewebe und Trachealsekret
Frihgeborener (Speer 2006) von dem Unvermdgen des unreifen Organismus begleitet
wird, die anti-inflammatorischen Zytokine IL-4, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-18 oder IL-1-
Rezeptorantagonisten in angemessenem Ausmalf zu bilden, um die Entziindungsreaktion
zu kontrollieren (Speer 2009). IL-4 beispielsweise, das Uber eine verstarkte Degradierung
der mRNA pro-inflammatorischer Zytokine deren Expression hemmt (Wang, Wu et al.
1995), ist ebenso wie IL-13 im Trachealsekret Frihgeborener nur in sehr niedrigen
Konzentrationen vorhanden (Baier, Loggins et al. 2003). Auch IL-10, das Uber Inhibition
des Transkriptionsfaktors NFkB die Bildung der pro-inflammatorischen Zytokine TNF-q,
IL-1B, IL-6 und IL-8 unterdriickt (Wang, Wu et al. 1995), kann nur im Trachealsekret
Reifgeborener, aber gewothnlicherweise nicht, oder nur sehr schwer, im Trachealsekret
Friuhgeborener nachgewiesen werden (Jones, Cayabyab et al. 1996). Grund fir den
Mangel scheint eine Synthesestérung im Makrophagen/Monozyten-System zu sein, das
bei Reifgeborenen wesentlich hdhere Mengen an IL-10 bildet als bei Friihgeborenen. Bei
Frihgeborenen setzt es jedoch grof3e Mengen an TNF-a frei, verschiebt damit das
Zytokinungleichgewicht zur Seite der Inflammation und unterstutzt damit das Risiko einer
BPD Entstehung (Blahnik, Ramanathan et al. 2001). Die In-vitro Zugabe von IL-10 zu
Entziindungszellen Frihgeborener fihrt zu einem Abfall der Expression pro-
inflammatorischer Zytokine wie IL-1p und IL-8 (Kwong, Jones et al. 1998). Der Signalweg
von IL-10 ist folglich auch bei Frihgeborenen intakt. Der zusatzliche Mangel an anti-
inflammatorischen  Zytokinen verstarkt das Ungleichgewicht der Zytokine im
Inflammationsprozess der BPD.

Unter 1.2.1. wurden bereits die physiologischen Funktionen wesentlicher
Wachstumsfaktoren fiir die regelrechte Lungenentwicklung besprochen. Im PDGF-A
Knockout-Modell kommt es durch ein komplettes Fehlen PDGF-A positiver Zellen zu
einem vollstandigen Versagen der Alveogenese mit einem Mangel an glatten
Muskelzellen und Elastinfasern sowie einer ausgepragten Emphysembildung. PDGF-A-
positive Zellen stellen daher wahrscheinlich die Vorlauferzellen der alveolaren, SMA
("Smooth Muscle Actin") -positiven Myofibroblasten dar, die fur die regelrechte Bildung
und Ablagerung des Elastins in der Alveogenese zustandig sind (Lindahl, Karlsson et al.
1997). Morphometrische post mortem Studien von an BPD erkrankten Kindern zeigen

abnorme Elastinablagerungen in den Alveolarsepten mit verdickten und irregular verteilten
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Fasern (Margraf, Tomashefski et al. 1991). Im Tiermodell konnte nach Beginn einer
mechanischen Beatmung von neugeborenen Mausen mit 40% Sauerstoff nicht nur eine
gestorte Elastinablagerung und eine erhohte Aktivitdit der Neutrophilenelastase
nachgewiesen werden, sondern auch eine deutlich verminderte Expression von PDGF-A
(Bland, Mokres et al. 2007). Dementsprechend weisen mesenchymale Stromazellen
(MSCs), die zu Myofibroblasten differenzieren kénnen, aus dem Trachealsekret von an
BPD erkrankten Kindern eine verminderte PDGF-Rezeptor Expression auf als MSCs von
Kindern, die keine BPD entwickelten (Popova, Bentley et al. 2014). Eine Uberexpression
von PDGF-A fuhrt dagegen zu Fibrose (Hoyle, Li et al. 1999) und durch
Proliferationsstimulation vaskularer, glatter Muskelzellen zu pulmonaler Hypertonie
(Schermuly, Dony et al. 2005).

Kennzeichnend fiir die BPD ist ebenfalls eine gestdrte Vaskularisierung mit dysmorphen,
stark verminderten und abnorm verteilten Gefalen (Bhatt, Pryhuber et al. 2001). Die
Expression des Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF, wird in utero
sauerstoffabhangig durch den Hypoxia Inducible Factor HIF reguliert. Durch die intrauterin
relativ niedrige Sauerstoffkonzentration ist die HIF-Expression und damit auch die VEGF-
Expression hoch. Nach der Geburt sinkt durch die extrauterin vergleichsweise hohe
Sauerstoffkonzentration die HIF- und nachfolgend auch die VEGF-Expression. Dieser
Effekt wird durch zusatzliche Sauerstoffsupplementation bei beatmeten Friihgeborenen
verstarkt (Jorch 2010). Im Tiermodell mit 95% Hyperoxie induzierter BPD, ebenso wie
nach Start einer mechanischen Beatmung mit 40% Sauerstoff zeigt sich die Expression
des VEGF und seines Rezeptors stark reduziert mit assoziierter, verminderter
Angiogenese und gestorter Alveolarisierung (Thebaud, Ladha et al. 2005, Bland, Mokres
et al. 2007). Eine pharmakologische oder genetische VEGF Inhibition resultiert neben
einer stark verminderten Zahl an Kapillaren auch in einer signifikant reduzierten
Entwicklung der Atemwege mit unterentwickelten, grof3en Alveolen, was eine Interaktion
beider Vorgange nahelegt (Jakkula, Le Cras et al. 2000, Galambos, Ng et al. 2002). Diese
Erkenntnisse sowie die Vermutung, dass der VEGF wahrscheinlich ebenfalls zur
Lungenreifung und Surfactant-Produktion beitragt (Speer 2006) und die Tatsache, dass
VEGF im Trachealsekret von Frihgeborenen, die eine BPD entwickeln, stark vermindert
ist (Lassus, Ristimaki et al. 1999, Bhatt, Pryhuber et al. 2001), macht therapeutisch eine
verstarkte Expression interessant. Die Gabe von rekombinantem VEGF sowie eine
adenovirusvermittelte VEGF Gentherapie nach Hyperoxie-Exposition férdert im Tiermodell
nicht nur die Angiogenese, sondern auch die Alveolarisierung und das Gesamtiiberleben
(Kunig, Balasubramaniam et al. 2005, Thebaud, Ladha et al. 2005).
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1.2.3.2. Die Rolle der pro-inflammatorischen Zytokine IL-18, TNF-a, IL-6 und IL-8

Zentrale Botenstoffe im Ablauf der Inflammation und in der Bestimmung des Ausmalies
der Lungenschadigung sind die pro-inflammatorischen Zytokine, die in UberschieRenden
Mengen ohne adaquate Gegenregulation durch die anti-inflammatorischen Zytokine
gebildet werden (Speer 2009). Zu den wichtigsten und bestuntersuchten pro-
inflammatorischen Zytokinen z&ahlen Interleukin-183 (IL-18), Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-
8 (IL-8) und der Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-a) (Bose, Dammann et al. 2008). lhre
Konzentration ist im Trachealsekret von Kindern mit Atemnotsyndrom, die nachfolgend
eine BPD entwickeln, erhoht. Die Hohe ihrer Konzentration im Trachealsekret korreliert
direkt mit der Dauer eines zusatzlichen Sauerstoffbedarfs und der mechanischen
Beatmung (Jonsson, Tullus et al. 1997), aber auch ihre systemisch im Blut zirkulierende
Menge korreliert direkt mit dem Risiko, an BPD zu erkranken (Ambalavanan, Carlo et al.
2009). Die pro-inflammatorischen Zytokine werden vor Ort von in die Lunge rekrutierten
Neutrophilen und Makrophagen, aber auch von Fibroblasten, Epithel- und Endothelzellen
nach Exposition dieser Zellen mit Endotoxinen, Hyperoxie, Baro- und Volutrauma und
bakteriellen Zellwandbestandteilen, wie Lipopolysacchariden, gebildet (Speer 2006, Bose,
Dammann et al. 2008). Ausschlaggebend fir die Zytokinsynthese ist hierbei der "Nuclear
Factor-kB" - Signalweg. NFkB ist ein heterodimeres Protein, das aus einer p50 Einheit
und einer transkriptionsaktivierenden p65 (= RelA) Einheit besteht. Als
Transkriptionsfaktor ist NFkB malf3geblich fur die Synthese von Wachstumsfaktoren,
Adhasionsmolekilen, Immunrezeptoren und Akute-Phase-Proteinen, aber v.a. auch fir
die Bildung der vier pro-inflammatorischen Zytokine IL-18, TNF-a, IL-6 und IL-8
verantwortlich. In einer positiven Feedback-Schleife verstarken IL-18 und TNF-a Uber eine
vermehrte NFkB Aktivierung ihre eigene Bildung, sowie die von IL-6 und IL-8 (s.
Abbildung 8) (Blackwell and Christman 1997). Neben den pro-inflammatorischen
Zytokinen ist im Trachealsekret von an BPD erkrankten Kindern auch der Nuclear Factor-
kB erhoht (Bourbia, Cruz et al. 2006).

14



Einleitung

b’

Edfeo .s
\ﬁ s

105 mRNA

Zytokin mMRNA

/N

(TNFa, IL-1p) (IL-8, IL-6)

Abbildung 8: Darstellung des kanonischen "Nuclear Factor-kB" - Signalwegs, maodifiziert nach
(Blackwell and Christman 1997)

NFkB (RelA/p50) ist ein Transkriptionsfaktor, der tiber die Expression der pro-inflammatorischen
Zytokine IL-1B, TNF-a, IL-6 und IL-8 und anderer inflammatorischer Mediatoren wesentlich an der
Pathogenese entziindlicher Erkrankungen, wie der bronchopulmonalen Dysplasie des
Frihgeborenen, des Atemnotsyndroms ARDS des Erwachsenen, Asthma, Sepsis oder auch der
rheumatoiden Arthritis beteiligt ist. Bakterielle Endotoxine (LPS = Lipopolysaccharide) aktivieren
bei Chorioamnionitis oder postnatalen Infektionen Uber die Stimulation von Toll-like Rezeptoren
(TLR) des angeborenen, unspezifischen Immunsystems den NFkB Signalweg und erhdéhen damit
die Zytokinexpression und das BPD Risiko. TNF-a bindet an den TNF-Rezeptor 1 (TNF-R1), IL-183
an den IL-1-Rezeptor (IL-1R). Die Rezeptorbindung induziert tber Phosphorylierung und
Ubiquitinierung (Ub) der inhibitorischen Einheiten IkB-a und p105 im Zytosol deren Abbau und
bewirkt damit die Exposition des nukleéren Lokalisationssignals NLS der p50 und RelA Einheit von
NFkB. Dieser wandert in den Zellkern und initiiert dort Giber Bindung an spezifische Promotoren die
Transkription verschiedener Gene, u.a. die der pro-inflammatorischen Zytokine, die nach
Translation der mMRNA von der Zelle freigesetzt werden und lokal ihre Bildung wiederum verstarken
kénnen. In einer negativen Feedback-Schleife werden die Inhibitoren IkB-a und p105 gebildet, die
eine UbermaRige Aktivierung von NFkB verhindern (Blackwell and Christman 1997).

In Uberexpressionsmodellen der einzelnen Zytokine verursachten diese komplexe
Inflammationsreaktionen mit massiver Stérung der Lungenstruktur und -entwicklung. In
transgenen Mausen bewirkte die Uberexpression von IL-1B eine BPD-ahnliche Stérung
der Lungenentwicklung mit Induktion der Chemokinsynthese, massivem Einstrom von
Neutrophilen und Monozyten in die Lunge, abnormer Elastinablagerung, Hyperplasie der
bronchialen, glatten Muskulatur und gestorter alveolarer Septierung mit respiratorischer

Insuffizienz. Ebenso inhibierte IL-1B die Bildung von VEGF und fuhrte damit zu einer
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abnormen Kapillarentwicklung (Bry, Whitsett et al. 2007). TNF-a bewirkte nach
Uberexpression ebenfalls eine schwere pulmonale Inflammationsreaktion mit hohen
Zahlen an Neutrophilen, Makrophagen und Lymphozyten, sowie einer deutlichen
Fibroblastenakkumulation mit extrazellularer Matrix-Synthese und Fibrose (Sime, Marr et
al. 1998). IL-6, das seine Wirkung v.a. uber den Glykoprotein-130 gekoppelten IL-6
Rezeptor und die Aktivierung des Januskinase gekoppelten STAT (engl.: "signal
transducer and activator of transcription") - Signalwegs entfaltet (Heinrich, Behrmann et
al. 2003), ist ein wichtiger Initiator der Akute-Phase-Reaktion im Inflammationsprozess
(Heinrich, Castell et al. 1990). Im Uberexpressionsmodell an transgenen Mausen fiihrte
IL-6 zu einem lymphozytaren, pulmonalen Infiltrat mit zahlenmaRig verringerten, jedoch
vergroRBerten Alveolen (DiCosmo, Geba et al. 1994). IL-8, das uber die G-Protein
gekoppelten Rezeptoren CXCR1 und CXCR2 wirkt, dient als potentes Chemokin zur
Neutrophilenrekrutierung (Mukaida 2003). Beide Zytokine, IL-6 und IL-8, besitzen jedoch
auch, entsprechend TNF-a und IL-1, die Fahigkeit den NFkB Signalweg zu aktivieren
(Wang, Walia et al. 2003, Manna and Ramesh 2005).

Neben den Zytokin-spezifischen Effekten ist auf die komplexe Interaktion der Zytokine
untereinander und ihre gegenseitige Syntheseinduktion zu achten, die die Abgrenzbarkeit
der Effekte und Zuordnung zu einem bestimmten Zytokin erschwert. Die Uberexpression
von IL-1B8 in Ratten wurde beispielsweise von einem Anstieg von IL-6 und TNF-a
begleitet. Ebenso fuhrte die IL-1B induzierte inflammatorische Lungenschadigung zu
einem Anstieg an PDGF und TGF-31 als kompensatorischer Reparaturmechanismus mit
massiver Fibrose (Kolb, Margetts et al. 2001). Allen Zytokinen gemeinsam ist, dass sie im
Uberexpressionsmodell die Entziindungskaskade initieren und zu einer schweren
Schadigung der Lunge fuhren (DiCosmo, Geba et al. 1994, Sime, Marr et al. 1998, Bry,
Whitsett et al. 2007).

Eine Zusammenfassung der Effekte von IL-13, TNF-a, IL-6 und IL-8 stellt Tabelle 1 dar.

Zytokin Wirkung Quelle

IL-1B | - Induktion einer komplexen Inflammations- (Kolb, Margetts et al.
reaktion im Uberexpressionsmodell mit gestorter | 2001, Bry, Whitsett et al.
Alveolarisierung und Vaskularisierung der Lunge | 2007)

- Induktion von TNF-a, IL-6, IL-8 und IL-1[ Uber (Blackwell and

den NFkB-Signalweg Christman 1997,
Schneibel, Fitzpatrick et
al. 2013)
- vermehrte Synthese des Adhasionsmolekiils (Groneck and Speer
ICAM-1 1995)
TNF-a | - Chemokin zur Neutrophilenrekrutierung (Speer 2009)
- vermehrte Synthese des Adhasionsmolekils (Miyazaki, Araki et al.
VCAM-1 und Induktion einer komplexen 1995)

Inflammationsreaktion im Uberexpressions-
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modell mit Schadigung der Lungenstruktur

- Aktivierung von Makrophagen (Schneibel, Fitzpatrick et
al. 2013)
- Induktion von TNF-a, IL-6, IL-8 und IL-1[3 tber (Blackwell and
den NFkB-Signalweg Christman 1997)
IL-6 - Induktion einer komplexen Inflammations- (DiCosmo, Geba et al.

reaktion im Uberexpressionsmodell mit Stérung | 1994)
der Lungenstruktur

- Wichtiger Bestandteil/Initiator der Akute-Phase- | (Heinrich, Castell et al.

Reaktion, Stimulation von Lymphozyten 1990)

IL-8 - Chemotaktische Neutrophilenrekrutierung, (Bose, Dammann et al.
B-Integrin-Induktion zur Neutrophilendiapedese | 2008)
Neutrophilenaktivierung und Degranulation (Speer 2003)

Tabelle 1: Wirkung der pro-inflammatorischen Zytokine IL-1B, TNF-q, IL-6 und IL-8

1.2.3.3. Die Rolle des Transforming Growth Factors - betal in der Pathogenese
der BPD

Die starke Inflammationsreaktion in der Entstehung der BPD mit ausgepragter
Schadigung der Lunge induziert im Sinne eines Reparaturmechanismus die Synthese des
Transforming Growth Factors - betal (TGF-p1), der die Bildung der pro-
inflammatorischen Zytokine reduziert und eine Schlisselrolle im Umbau und bei der
Reparatur von Gewebe spielt (Bose, Dammann et al. 2008, Speer 2009).
Bereits in der embryonalen Lungenentwicklung sind die 3 Isoformen TGF-$1, TGF-B2 und
TGF-B3 des Transforming Growth Factors nicht nur fir die Verzweigung der Atemwege,
die Zelldifferenzierung, Proliferation und geregelte Apoptose unverzichtbar; sie sind v.a.
auch fur die Funktion der Fibroblasten und die Synthese extrazellularer Matrix-Proteine,
wie Kollagen Typ | und Il verantwortlich (Bartram and Speer 2004). Sowohl die
Uberexpression des TGF-B im Tiermodell als auch die vollstandige Blockade seines
Signalwegs im Knockoutmodell fiihrten zu einer komplett gestdrten Alveolarisierung der
Lunge (Gauldie, Galt et al. 2003, Vicencio, Lee et al. 2004, Chen, Sun et al. 2005). Eine
ausgeglichene Expression und Signalgebung ist folglich fir eine regelrechte Entwicklung
notwendig (Morty, Konigshoff et al. 2009). In der Lunge des Erwachsenen wird TGF-$ in
niedrigen Mengen exprimiert und ist fur die Zellhomoostase und Gewebereparatur mit
Wiederherstellung der Parenchymintegritat nach schadigenden Einflissen zustandig
(Bartram and Speer 2004).
Die Entstehung pulmonaler Erkrankungen mit fibrotischer Komponente, wie die BPD des
Fruhgeborenen, die Sarkoidose, die idiopathische pulmonale Fibrose des Erwachsenen,
aber auch die Entstehung emphysematdser Erkrankungen, wie die COPD, basiert auf
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einer Uber l&ngeren Zeitraum bestehenden verédnderten Signalgebung der Isoform TGF-
B1. All diese Erkrankungen weisen stark erhthte Konzentrationen von TGF-f1 auf
(Bartram and Speer 2004, Morty, Konigshoff et al. 2009). Die Isoformen TGF-$2 und
TGF-B3 werden dagegen konstitutiv niedrig exprimiert (Lasky and Brody 2000). Daher
konzentriert sich auch die folgende Arbeit auf die Untersuchung der pathomechanistisch
bedeutsamen Isoform TGF-B1, die auch im Trachealsekret von Kindern, die eine
bronchopulmonale Dysplasie entwickeln, stark erhéht ist und mit dem Schweregrad der
Erkrankung korreliert (Kotecha, Wangoo et al. 1996, Lecart, Cayabyab et al. 2000). TGF-
B1, als Uberschieldend aktivierter Reparaturmechanismus nach Schadigung der unreifen
Lunge durch Inflammation, Sauerstoff und Beatmung, unterstitzt die Entstehung des
Krankheitsbildes entsprechend den in seinem Uberexpressionsmodell préasentierten
Folgen mit inhibierter Alveolarisierung und Vaskularisierung sowie interstitieller Fibrose
(Gauldie, Galt et al. 2003, Vicencio, Lee et al. 2004). Die negativen Folgen einer
UbermaRigen TGF-B1 Aktivierung kénnen im Mausmodell durch die praventive Gabe von

neutralisierenden Antikérpern deutlich gemildert werden (Nakanishi, Sugiura et al. 2007).

Auf molekularer Ebene entfalten die drei TGF-B Isoformen, nach ihrer Bildung in
Makrophagen, Alveolarepithelzellen und Fibroblasten, ihre Wirkung tber Aktivierung von
zwei Rezeptor-Serin/Threonin-Kinasen (Bartram and Speer 2004). TGF- bindet dazu,
nach Aktivierung seines Vorlauferpeptides durch chemische Veranderung, proteolytische
Spaltung oder Konformationsédnderung durch Faktoren wie Thrombospondin, an den
Rezeptor Il, der daraufhin einen tetrameren Komplex mit dem Rezeptor | bildet (s.
Abbildung 9). Die rezeptorgebundenen Proteine Smad2 und Smad3 werden daraufhin
vom Rezeptor | phosphoryliert und dissoziieren von diesem. Dies kann durch die
inhibitorischen Proteine Smad6 und Smad7 verhindert werden. Im Zytoplasma formen p-
Smad2 und p-Smad3 einen heterodimeren Komplex mit Smad4, der in den Zellkern
wandert und dort alleine oder in Kombination mit DNA-Bindeproteinen an bestimmte
Promotorsequenzen der Zielproteine bindet und deren Transkription reguliert (Piek, Heldin
et al. 1999, Bartram and Speer 2004).
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Nukleus

Protein-Expression

DNA-Bindeproteine

Abbildung 9: Darstellung des TGF-B Signalwegs modifiziert nach (Piek, Heldin et al. 1999,
Bartram and Speer 2004)

An den Typ Il Rezeptor gebundener Transforming Growth Factor - 3 fUhrt zur Aktivierung der
Serin/Threonin-Kinase durch Autophosphorylierung. Der daraufhin rekrutierte Typ | Rezeptor,
ebenfalls eine Serin/Threonin-Kinase, bildet zusammen mit dem Typ Il Rezeptor einen tetrameren
Komplex, wird von diesem phosphoryliert und dadurch aktiviert. Der aktivierte Typ | Rezeptor
phosphoryliert seinerseits die rezeptorgebundenen Smad2 und Smad3 Proteine, die sich vom
Rezeptor l6sen und das Signal weitertragen. Im Zytosol bilden p-Smad2 und p-Smad3 einen
Komplex mit Smad4, der in den Zellkern wandert. Die Phosphorylierung der rezeptorgebundenen
Smad2 und Smad3 Proteine, ihre Komplexbildung mit dem Co-Faktor Smad4 und die nukleare
Translokation kdnnen durch die inhibitorischen I-Smads, Smad6 und Smad7, antagonisiert werden.
Im Zellkern wird die Transkription verschiedener Gene Uber eine komplexe Interaktion mit
Transkriptionsfaktoren und promotorspezifischen Bindeproteinen reguliert. Typische durch TGF-p
Stimulation synthetisierte Proteine sind z.B. verschiedene Kollagenarten, a-Smooth-Muscle-Actin
und Fibronektin (Piek, Heldin et al. 1999).

Neben seiner positiven anti-inflammatorischen Wirkung durch Reduktion der Bildung der
pro-inflammatorischen Zytokine (Bose, Dammann et al. 2008) ist TGF-B1 in der
Pathogenese der BPD als Chemokin fiir Fibroblasten, potenter Induktor der
Kollagensynthese und weiterer extrazellularer Matrix Proteine, wie Fibronektin,
Proteoglykane und Glycosaminoglykane, der wichtigste profibrotische Faktor (Bartram
and Speer 2004). Uber eine Interaktion und Induktion des PDGF-A Signalwegs, der
mitogen und ebenfalls chemotaktisch auf Fibroblasten wirkt, wird der fibrotische Effekt
verstarkt (Seifert, Coats et al. 1994). Zusatzlich stimuliert TGF-B1 die Differenzierung von
Fibroblasten und mesenchymalen Stromazellen zu Myofibroblasten, steigert die
Expression des Myofibroblastenmarkers a-Smooth Muscle Actin (a-SMA) und hemmt
deren Apoptose (Zhang and Phan 1999, Lasky and Brody 2000, Popova, Bozyk et al.
2010). Ebenfalls reguliert TGF-B1 die Sekretion von Matrix-Metalloproteinasen. Die
UbermalRige Produktion extrazellularer Matrix und die Stérung des Proteasen -
Antiproteasen Gleichgewichts durch die vermehrte TGF-B1 Signalgebung fihrt zu einer

gestorten Matrixablagerung und abnormer Gewebestruktur (Morty, Konigshoff et al.
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2009). Da eine ubermé&Rige TGF-B1 Aktivitdt auch die Zelldifferenzierung beeinflusst,
antiproliferativ auf Epithelzellen und glatte Muskelzellen wirkt, sowie die Apoptose der
surfactantbildenden Typ-lI-Alveolarepithelzellen induziert, sind ebenfalls die zellularen
Strukturen betroffen. Die alveolare Septierung wird inhibiert und die Lungenentwicklung
arretiert (Morty, Konigshoff et al. 2009). Das typische Bild der BPD als Resultat der
dysregulierten Inflammationsreaktion und Dysbalance der beteiligten Faktoren entsteht
(Speer 2006).

1.2.4. Die besondere Rolle der MSCs in der Entstehung der BPD

In den letzten Jahren gewann in den Studien zur Pathogenese der BPD neben den
klassischen Inflammationszellen der Entziindungsreaktion eine Zellentitdt immer mehr an
Bedeutung, die aus dem Trachealsekret Frilhgeborener isoliert werden konnte: 2007
beschrieben Hennrick et al. die Isolierung "Fibroblasten-&hnlicher Zellen mit
mesenchymalem Stammzell-Phanotyp" aus dem Trachealsekret Friihgeborener, deren
Prasenz mit der Dauer der Beatmung und des Sauerstoffbedarfs, d.h. mit dem spateren
Erfullen der BPD-Kriterien, korrelierte (Hennrick, Keeton et al. 2007). Die Abgrenzung zu
mesenchymalen Stammzellen war allerdings aufgrund fehlender Expression von Markern
eines differenzierten Zelltyps schwierig (Phan 2008). Mesenchymale Stammzellen sind
definiert als unter Standardbedingungen auf Plastik adharente, fibroblastendhnliche Zellen
mit pluripotenter Eigenschaft bezlglich osteogener, chondrogener und adipogener
Differenzierung und sind zur vollstandigen Selbst-Neubildung fahig. Zusatzlich missen sie
die mesenchymalen Stammzellmarker CD105, CD73 und CD90 tragen. Die
hamatopoetischen und epithelialen Marker CD11b, CD34 und CD45 fehlen (Dominici, Le
Blanc et al. 2006, Mobius and Thebaud 2015). Diese Eigenschaften beziglich
Differenzierungspotential und Expression der Oberflachenmarker wurden von Hennrick et
al. auch fir die Zellen aus dem Trachealsekret Friihgeborener bestatigt (Hennrick, Keeton
et al. 2007). In einer weiterfuhrenden Studie dieser Arbeitsgruppe stellte die Isolation
dieser Zellen aus dem Trachealsekret Frihgeborener einen negativen Pradiktor fur die
Entwicklung einer BPD dar. In dieser Arbeit wurden die Zellen als "mesenchymale
Stromazellen” bzw. als "mesenchymale Stammzellen mit eingeschrénktem
Differenzierungspotential” bezeichnet, unter der Annahme einer Entwicklungshierarchie
von multipotenten mesenchymalen Stammzellen Zu eingeschrankt
differenzierungsfahigen Stammzellen, weiter zum differenzierten Fibroblasten (Popova,
Bozyk et al. 2010). Aufgrund der groRen Heterogenitat der Population der
mesenchymalen Stammzellen, die auch Zellen beeinhaltet, die nicht entsprechend

tatsachlicher Stammzellen zur vollstandigen Selbst-Neubildung fahig sind, sollte nach
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neuesten Erkenntnissen auf die aus dem Trachealsekret isolierte Zellpopulation als
"mesenchymale Stromazellen" (MSC; engl.: "mesenchymal stromal cell") Bezug
genommen werden (Mobius and Thebaud 2015).

Ebenso problematisch wie die ldentitdt dieser Zellen ist ihre genaue Herkunft und
physiologische Funktion zu definieren. Als mdgliche Quelle wird das Knochenmark mit
Freisetzung von Vorlauferzellen diskutiert, die in die Lunge einwandern und entsprechend
den MSCs zu (Myo-) Fibroblasten differenzieren kdnnen (Hashimoto, Jin et al. 2004,
Lama and Phan 2006, Strieter, Keeley et al. 2009). Zusatzlich kénnen bei Anwesenheit
eines Entzindungsreizes, besonders bei Stimulation durch FGF (Fibroblast Growth
Factor) und TGF-B1 neue mesenchymale Zellen, Fibroblasten und Myofibroblasten aus
Alveolarepithelzellen durch eine Form der Metaplasie namens EMT (engl.: "Epithelial-
Mesenchymal Transition") entstehen (Willis, duBois et al. 2006). Nach der traditionellen
Ansicht migrieren und proliferieren bereits in der Lunge sesshafte mesenchymale
Stamm-, Stroma- und Vorlauferzellen vor Ort und differenzieren zu Fibroblasten und a-
SMA positiven Myofibroblasten (Strieter, Keeley et al. 2009). Diese gehen im Phanotyp
kontinuierlich ineinander tUber und sind durch die Produktion von Kollagen, Fibronektin
und v.a. Elastin in den Spitzen der "Crests" mal3geblich an der distalen Knospung der
Lunge und der regelrechten Bildung der alveolaren Septen beteiligt (Burri 1984, Bourbon,
Boucherat et al. 2005). Diese Theorie wird besonders durch Studien untermauert, die fur
mesenchymale  Stromazellen aus dem Trachealsekret Frihgeborener eine
lungenspezifische Genexpression nachweisen konnten (Bozyk, Popova et al. 2011).
Funktionell scheinen die MSCs - aufgrund ihrer Differenzierungsfahigkeit sowohl zu
Lipofibroblasten, den  Vorlauferzellen der  Surfactant-produzierenden  Typ-II-
Alveolarepithelzellen, als auch, unter TGF-f1 Einfluss, zu a-SMA positiven
Myofibroblasten - wesentlich an Entwicklungs-, Schadigungs- und Regenerations-
prozessen der Lunge beteiligt zu sein (Popova, Bozyk et al. 2010, Bozyk, Popova et al.
2011). Interessanterweise werden sowohl zahlreiche Gene, die flr eine regelrechte
alveolare Entwicklung notwendig sind, als auch pro-fibrotische Gene exprimiert und pro-
inflammatorische Zytokine sezerniert. Die physiologische Rolle der mesenchymalen
Stromazellen kdonnte daher von der differentiellen Translation dieser Gene und ihrer
Regulation durch exogene Einflussfaktoren, wie mechanische Beatmung und
Sauerstoffsupplementation abhéngen (Bozyk, Popova et al. 2011). Eine Dysregulation der
MSC Funktion im Rahmen der BPD Pathogenese wird vermutet (Bozyk, Popova et al.
2011, Mobius and Thebaud 2015). Umgekehrt zeigen erste tierexperimentelle Studien im
Hyperoxie-induzierten BPD-Modell einen positiven Effekt einer intratrachealen oder
intravendsen Applikation exogener MSCs aus gesunden, reifgeborenen Tieren auf das

Ausmald der Lungenschadigung und auf die Lungenentwicklung. Sowohl die praventive
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MSC Gabe vor Beginn der Hyperoxie-Exposition als auch die krankheitsbegleitende Gabe
resultierte  in  einer geringeren Lungenschadigung sowie einer besseren
Gewebearchitektur, Vaskularisierung und alveoldren Septierung. Dies unterstitzt die
Annahme einer Dysfunktion dieses Zelltyps bei an BPD erkrankten Kindern (Mobius and
Thebaud 2015).

In unmittelbaren Vorarbeiten dieser Arbeit wurde durch einen medizinischen Doktoranden
der eigenen Arbeitsgruppe, Tobias Reicherzer, der Phanotyp der aus dem Trachealsekret
Frihgeborener isolierten MSCs, deren Prasenz in vorangehenden Studien als negativer
Pradiktor fur die Entstehung einer BPD detektiert worden war (Popova, Bozyk et al. 2010),
charakterisiert. Das oben genannte CD Muster und das osteogene, chondrogene und
adipogene Differenzierungspotential konnte reproduziert und damit der in der Literatur
vorbeschriebene Zelltyp isoliert werden (Reicherzer et al. 2010). Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass nicht die Prasenz von mesenchymalen Stromazellen im
Trachealsekret Frihgeborener ausschlaggebend fir die Entwicklung einer BPD ist,
sondern der Phénotyp der MSCs, der direkt mit dem Schweregrad der BPD korrelierte (s.
Abbildung 10):
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Abbildung 10:

A) Der Proliferationsindex der aus dem Trachealsekret Frihgeborener isolierten mesenchymalen
Stromazellen (MSCs) korreliert direkt mit den Tagen invasiver Beatmung. Lineare Regression;
p<0,025; R? linear = 0,105.

B) Der Schweregrad der BPD korreliert in einer Patientenkohorte von n = 49 Kindern direkt mit
dem Proliferationsindex (Wachstum zum Zeitpunkt t[x]/Wachstum zum Zeitpunkt t[0]) der aus dem
Trachealsekret gewonnenen MSCs. Der BPD Schweregrad wurde in mild (Grad 1), moderat (Grad
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2) oder schwer (Grad 3) nach der Definition nach A. Jobe und E. Bancalari eingeteilt (Jobe and
Bancalari 2001) (s. auch 1.1.1.). Grad 0 bedeutet hier keine BPD. Mittelwert des Proliferationsindex
von MSCs von Kindern mit BPD Grad 0-1: 2,05. Mittelwert des Proliferationsindex von MSCs von
Kindern mit BPD Grad 2-3: 2,79.

Die Wachstumsgeschwindigkeit der mesenchymalen Stromazellen, reprasentiert durch
den Proliferationsindex (Wachstum zum Zeitpunkt t[x]/Wachstum zum Anfangszeitpunkt
t[0]), korrelierte direkt mit dem Schweregrad der BPD (Abb. 10 B) und den Tagen
invasiver Beatmung (Abb. 10 A). Molekulare Untersuchungen der Arbeitsgruppe zeigten,
dass der Proliferationsindex direkt mit der basalen Expression des Transkriptionsfaktors
NFkB und invers mit der basalen Expression des Myofibroblastenmarkers a-SMA
korrelierte. MSC Isolate mit hoher Spontanproliferation, hohem NFkB Aktivierungsstatus
und niedriger basaler a-SMA Expression gingen mit einer schlechteren pulmonalen
Prognose einher, als MSC Isolate mit geringerem Proliferationsindex und niedrigerem
NFkB Aktivierungsstatus, aber erhohtem Gehalt an a-SMA (Reicherzer et al. 2010,
Reicherzer et al. 2016). Der Phanotyp und die molekularen Expressionsmuster der
mesenchymalen Stromazellen sind folglich wesentlich mit dem Schweregrad der
Erkrankung assoziiert. Diese Ergebnisse passen folglich zu dem in der aktuellen Literatur
postulierten Bild einer dysregulierten MSC Funktion in der Pathogenese der BPD (Mobius
and Thebaud 2015).

Insgesamt stellen mesenchymale Stromazellen einen vielversprechenden, neuen
Angriffspunkt in der Behandlung der bronchopulmonalen Dysplasie dar. Trotz praventiver
Mafinahmen, wie friher Surfactantgabe, schonender Beatmungsmethoden und adaquater
Ernahrung bleibt die BPD aufgrund mangelnder spezifischer Therapieanséatze und dem
Uberleben immer kleinerer Friihgeborener eine der Hauptkomplikationen im Rahmen
einer Frihgeburt, mit bezuglich psychomotorischer Entwicklung und pulmonaler
Langzeitmorbiditat weitreichenden Konsequenzen (Biniwale and Ehrenkranz 2006,
Greenough and Ahmed 2013, Mobius and Thebaud 2015). Das Atemstimulanz Koffein,
das die Anzahl der Apnoephasen der Friihgeborenen senkt und eine friilhere Extubation
ermoglicht, oder Vitamin A, das die Zelldifferenzierung und Surfactantsynthese férdert,
werden supportiv appliziert und zeigen einen gewissen Nutzen (Schmidt, Roberts et al.
2006, Greenough and Ahmed 2013). Als potentes Mittel stehen jedoch nur
Glukokortikoide zur Verfiigung, die pranatal in niedriger Dosis praventiv zur Induktion der
Lungenreifung und Stimulierung der Surfactantproduktion und postnatal als sogenannte
"Rescue Therapie" bei drohendem respiratorischen Versagen zur Eindammung der
pulmonalen Inflammationsreaktion und Verbesserung der Lungenfunktion verabreicht
werden. Sie filhren zu einer deutlichen Symptomlinderung und reduzieren den Bedarf an

Atemunterstiitzung, die Haufigkeit der Diagnose BPD und v.a. die neonatale Mortalitat
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(Roberts and Dalziel 2006, Halliday, Ehrenkranz et al. 2010, Greenough and Ahmed
2013). Allerdings wurde im Tiermodell an pranatal mit Steroiden behandelten Lammern
ein negativer Einfluss auf die Lungenentwicklung mit deutlicher Rarefizierung der Alveolen
nachgewiesen (Willet, Jobe et al. 2000). Auch postnatal traten gravierende
Nebenwirkungen auf, wie Darmperforationen, gastrointestinale Blutungen, Hyperglykamie,
arterielle Hypertonie, hypertrophe Kardiomyopathie, Gedeihstérungen und langfristig
neurologische Schaden, wie eine Zerebralparese und Entwicklungsverzégerungen
(Halliday, Ehrenkranz et al. 2003, Halliday, Ehrenkranz et al. 2003, Halliday, Ehrenkranz
et al. 2010). Die Autoren dieser Studien kamen daher zu dem Schluss, dass die
zahlreichen Nebenwirkungen den Nutzen der Steroide nicht aufwiegen (Halliday,
Ehrenkranz et al. 2010).

Die Entwicklung neuer, nebenwirkungsarmer und v.a. selektiv angreifender Therapien ist
daher eine groRRe klinische Notwendigkeit. Tierexperimentelle Studien zeigten bereits ein
beachtliches therapeutisches Potential der mesenchymalen Stromazellen. Sie wecken
damit die Hoffnung sowohl auf eine praventive Mdglichkeit, die Lungenschédigung im
Rahmen einer klinisch notwendigen Beatmung entsprechend den tierexperimentellen
Ergebnissen abzuschwéchen, als auch auf eine therapeutische Option, die die
Regeneration bereits geschadigten, pulmonalen Gewebes ermdéglicht (Mobius and
Thebaud 2015, Mueller, Wolfs et al. 2016).

Ein umfassendes Verstandnis der im Rahmen der BPD Pathogenese vorliegenden MSC
Dysregulation, ihrer Ausloser und der exakten Veranderungen ist daher notwendig. Nur so
konnen auch therapeutische Anséatze gefunden werden, die die Funktion der MSCs
betroffener Friihgeborener positiv beeinflussen, damit das Lungenwachstum férdern und
so eventuell zur Pravention der Krankheitsentstehung beitragen. In der vorliegenden
Arbeit wurde daher im Zellkulturmodell der Einfluss der pulmonalen Inflammationsreaktion
anhand ihrer Hauptmediatoren, den pro-inflammatorischen Zytokinen IL-13, TNF-a, IL-6
und IL-8 auf den Phanotyp und die Proteinexpression von mesenchymalen Stromazellen
aus dem Trachealsekret Frilhgeborener untersucht. Ebenfalls wurde der Effekt des in
Reparaturmechanismen involvierten Transforming-Growth-Factors-f1 auf die MSCs

charakterisiert.

24



2. Zielsetzung der Doktorarbeit

Die pulmonale Inflammationsreaktion mit ihren Hauptmediatoren IL-1B, TNF-a, IL-6 und
IL-8 steht im Zentrum der BPD Pathogenese (Speer 2006). Auch der Transforming
Growth Factor - B1 (TGF-B1) ist im Zytokin-Netzwerk der Entziindungsreaktion beteiligt
und begrenzt einerseits die Inflammation, hat andererseits jedoch durch Uberschiel3ende
Aktivierung unter Beatmung auch negative Effekte in der Krankheitsentstehung (Speer
2003, Ehrhardt, Pritzke et al. 2016). Neben diesen Faktoren gewann in letzter Zeit
besonders die Zellentitat der mesenchymalen Stromazellen (MSCs) an Bedeutung: lhre
Prasenz im Trachealsekret beatmeter Fruhgeborener stellt einen negativen Pradiktor fir
die Entwicklung einer BPD dar (Popova, Bozyk et al. 2010). Weiterfihrende Arbeiten der
eigenen Arbeitsgruppe zeigten, dass nicht die Prasenz, sondern der Ph&notyp der MSCs
im Trachealsekret mit der Entwicklung und dem Schweregrad der BPD assoziiert ist. Der
Nachweis von MSCs mit hoher Spontanproliferation, hoher basaler Expression des
Transkriptionsfaktors NFkB und geringem intrazellularen Gehalt des zytoskelettalen
Proteins a-SMA war mit einem schlechteren pulmonalen Outcome assoziiert, als die
Prasenz von MSCs mit niedriger Spontanproliferation, niedriger NFkB Expression und
gleichzeitig hoéherem intrazellularen Gehalt von a-SMA (Reicherzer et al. 2010,
Reicherzer et al. 2016).

Aufgrund dieser Vorkenntnisse war das Ziel dieser Arbeit zu Uberprifen, ob ein
Zusammenhang zwischen dem verdnderten Phéanotyp der MSCs und den zentralen
Mediatoren der Inflammationsreaktion besteht. Es sollten die besonderen Effekte der pro-
inflammatorischen Zytokine IL-18, TNF-a, IL-6 und IL-8 sowie des TGF-B1 auf die
phanotypischen und biochemischen Eigenschaften der aus dem Trachealsekret isolierten
MSCs im Zellkulturmodell unter Zuhilfenahme von molekularen Methoden charakterisiert

werden. Dabei wurden folgende Teilziele formuliert:

- Welchen Einfluss haben IL-1B, TNF-a, IL-6 und IL-8 auf den Phéanotyp der MSCs?

- Welchen Einfluss hat TGF-B1 auf den Phanotyp der MSCs?

- Welchen Nettoeffekt induziert die kombinierte Stimulation mit einem der
pro-inflammatorischen Zytokine zusammen mit TGF-1?

- Welche intrazellularen Signalwege sind fir den beobachteten gestérten Phanotyp

verantwortlich?

Zur Realisierung der einzelnen Teilziele wurden folgende Teilprojekte durchgefihrt:
Zunachst wurde das Apoptose- und Proliferationsverhalten der MSCs nach

Zytokinstimulation sowie die Auswirkungen der Zytokinstimulation auf den biochemischen
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Zielsetzung

Expressionsgrad von NFkB und a-SMA untersucht. Mittels der Technik der RNA
Interferenz sollte ein molekularer Zusammenhang zwischen Signalwegsaktivierung und
Phéanotyp bestétigt werden. Besonderer Fokus wurde auf den NFkB Signalweg gelegt, um
zu kléren, ob, wie bei vielen anderen pro-inflammatorischen Prozessen und wie aufgrund
der Vorarbeiten der Arbeitsgruppe zu vermuten, eine NFkB Abhé&ngigkeit der Zytokin-
induzierten Wirkung besteht.

Nach Charakterisierung der TGF-B1 Wirkung auf das Apoptoseverhalten, das
Proliferationsverhalten und die Biomarkerexpression der MSCs, sollte seine Interaktion
mit den pro-inflammatorischen Zytokinen IL-13, TNF-a, IL-6 und IL-8 untersucht werden.
Dazu wurde nach kombinierter Stimulation mit TGF-B1 und jeweils einem der pro-
inflammatorischen Zytokine das Proliferations- und das molekulare Expressionsverhalten
der Zellen analysiert. Die beteiligten Signalwege wurden in Western Blot Analysen naher

charakterisiert und Gber RNA Interferenz der molekulare Nachweis der Kausalitat gefuhrt.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Chemikalien und Reagenzien

Acrylamidlésung, 30% Carl Roth, Karlsruhe, D
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Bovines Serumalbumin (BSA) Serva, Heidelberg, D
Bromphenolblau BioRad, Miinchen, D
Citronensaure Carl Roth, Karlsruhe, D
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Dinatriumhydrogenphosphat Carl Roth, Karlsruhe, D
DMEM, Zellkulturmedium Gibco/lnvitrogen, Karlsruhe, D
EDTA Dinatriumsalz Dihydrat Carl Roth, Karlsruhe, D
Ethanol, p.a. Carl Roth, Karlsruhe, D
FACS Lysepuffer BD Bioscience, Heidelberg, D
Fetales Kalberserum (FCS, fetal calf serum) Biochrom Ag, Berlin, D

[allgemeine Zellkultur]

Fetales Kéalberserum 1 und 2 PAN Biotech GmbH, Aidenbach, D
[Etablierung der MSC-Kulturen]

Fetales Kalberserum 6 und 7 Gibco/Invitrogen, Karlsruhe, D
[Etablierung der MSC-Kulturen]

Gel-Transfer-Puffer Klinikum GrofRhadern, Minchen, D
Gentamicin Ratiopharm, Ulm, D

Glutamin Gibcol/Invitrogen, Karlsruhe, D
Glycerin Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Glycin Carl Roth, Karlsruhe, D
HEPES Gibcol/lInvitrogen, Karlsruhe, D
Kaliumchlorid Merck, Darmstadt, D
Kaliumdihydrogenphosphat Carl Roth, Karlsruhe, D
Lipofectamine 2000 Invitrogen, Karlsruhe, D
Loading Dye (6x) Fermentas, St. Leon-Rot, D
Luminol Carl Roth, Karlsruhe, D
Magnesiumchlorid Merck, Darmstadt, D
Magnesiumsulfat Merck, Darmstadt, D

B-Mercaptoethanol Merck, Darmstadt, D



MesenCult MSC Basal Medium (Human)
Methanol

Milchpulver

Natriumazid

Natriumchlorid

Natriumcitrat

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumorthovanadat

Natriumpyruvat

Natronlauge

Page Ruler, Prestained Protein Ladder
Penicillin / Streptomycinlésung
Phosphorséure, p.a.

2-Propanol, p.a.

Propidiumiodid

Proteinase Inhibitor-Cocktail Set |
Salzséaure

Super Signal West Femto (ECL)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Triton-X-100

Trypsin-EDTA-LOsung

Tween-20, Sigma-Aldrich Ultra
Vancomycin

Wasserstoffperoxid 30%

3.1.2. Verbrauchsmaterialien

Combitips (Iml, 2,5ml, 5ml, 10ml)
E-Plate 16

Gel-Blotting-Papier (Whatman)
Immobilon-P Transfermembran (PVDF)
Kryorohrchen

Mikrotiterplatten (96 Vertiefungen)
Mikrotiterplatten (24, 12, 6 Vertiefungen)

Pasteurpipetten, Glas

Material und Methoden

Stemcell Technologies, Grenoble, F
Merck, Darmstadt, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Carl Roth, Karlsruhe, D
Fermentas, St. Leon-Rot, D
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe, D
Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
Merck, Darmstadt, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
Thermo Scientific, Karlsruhe, D
Carl Roth, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Actavis, Minchen, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Eppendorf, Hamburg, D

ACEA Biosciences Inc., San Diego,
USA

GE Healthcare, Miinchen, D
Millipore, Schwalbach, D

Nunc, Wiesbaden, D

Nunc, Wiesbaden, D

BD Bioscience, Heidelberg, D

Brand, Wertheim, D
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Pipetten (5, 10, 25, 50 ml)
Pipettenspitzen mit Filter (1ml)
Reaktionsgefale (1,5ml und 2ml)

Zellkulturflaschen Cellstar (25 cm? und 75 cm?)

Zentrifugenréhrchen (15ml und 50 ml)

3.1.3. Laborgeréate und Software

Material und Methoden

BD Bioscience, Heidelberg, D

Star Lab, Hamburg, D

Greiner Bio-one, Frickenhausen, D
Greiner Bio-one, Frickenhausen, D

BD Bioscience, Heidelberg, D

Gerat/Software

Hersteller

AIDA Image Analyzer Software,
Version 4.06.116

Raytest, Straubenhardt, D

Cellscreen
Inversmikroskop Olympus IX50

Roche Innovatis AG, Bielefeld, D
Olympus, Hamburg, D

Durchflusszytometer (FACScan)
Cell Quest Pro Software

BD Bioscience, Heidelberg, D
BD Bioscience, Heidelberg, D

EasyPhor Wet Blot System

Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf, D

Gelelektrophorese-Apparatur Mini-
Protean3

BioRad, Miinchen, D

Optimax X-Ray Film Processor

PROTEC GmbH, Oberstenfeld, D

Stromgeber Power Supply Basic

Bio-Rad, Miinchen, D

Ultraschallgerat Branson Digital 250-D

Branson, Furth, D

XCELLigence System
RTCA Software 1.2.1

Roche, Mannheim, D
ACEA Biosciences Inc., San Diego, USA

Microsoft Office 2007

Microsoft Corporation, Redmond, USA

SigmaPlot Version 12.3

Systat Software GmbH, Erkrath, D

Tabelle 2: Laborgerate und Software

Fur die Bearbeitung der Daten wurden zusatzlich die Programme "Word", "Powerpoint",

und "Excel" des Microsoft Office Pakets sowie das Bildbearbeitungsprogramm "GIMP 2"

verwendet.

3.1.4. Puffer und andere Losungen

Name Zusammensetzung

10x PBS

NaCl [1,37 M]; KCL [27 mM]; Na,HPO,*2 H,0O [81 mM]; KH,PO, [18
mM] ad 11 H,O (pH 7,3)
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10x TBS Tris [200 mM]; NaCl [1,4 M]; ad 11 H,O (pH 7,6)
TBS/T Tween-20 [0,1%)] in 1XTBS
oy SDS- 0,5 ml Tris [1,5 M] (pH 6,8); 3,2 ml Glycerol [50%]; 3,2 ml SDS
Lvsepuffer [10%]; 0,8 ml B-Mercaptoethanol; 0,8 ml Bromphenolblau [1%]; 0,3
ysep ml ddH,O ad 8,8ml
. . . H - 0 .
Kernpuffer A Hepes [10 mM]; KCI [1 mM]; MgCl, [1,5 mM]; Triton-X 100 [0,5%];

ad 100ml H,0 (pH 7,0)

Kernpuffer B

Hepes [20mM]; KCI [400mM]; EDTA [0,1mM]; Glycerin [25%)]; ad
100ml H2O (pH 7,9)

Sammelgel (5%)

0,5ml Acrylamid Mix [30%]; 0,38ml Sammelgelpuffer; 30ul SDS
[20%]; 30ul APS [10%], 3ul TEMED; ad 3ml ddH,0O

Lammli

Tris [62,5 mM] (pH 6,8), SDS [2%)], Glycerol [10%], Bromphenolblau
[0,001%)], B-Mercaptoethanol [5%]

Sammelgelpuffer

Tris [0,47 M]; 25,6ml Phosphorséaure [1 M]; ad 100ml H,O (pH 6,7)

Trenngel (12%)

4Aml Acrylamid Mix [30%]; 2,5ml Trenngelpuffer; 100ul SDS [20%];
100ul APS [10%]; 4ul TEMED; ad 10ml ddH,0

Trenngelpuffer

Tris [3 M]; 48ml Salzsaure [1 M]; ad 200ml H,O (pH 8,9)

5x SDS-
Laufpuffer

Tris [125 mM]; Glycin [1,25 M]; SDS [0,5%] in H,O

ECL-Reagenz

Lésung A: Luminol [2,5 mM]; Cumarinséure [0,4 mM];
Tris/HCI [0,1 M] (pH 8,5) in H,O
Losung B: H,0O, [0,02%]; Tris/HCI [0,1 M] (pH 8,5) in H,O

Nicoletti-Puffer

Triton-X 100 [0,1%]; Na-Citrat [0,1%] in H,O

Tabelle 3: Puffer und eingesetzte Lésungen

3.1.5. Stimulanzien/Zytokine

Zytokin Herkunft | Hersteller Katalognummer
TNF-a (rekombinant, human) E. coli ﬁﬁfﬁgleﬁgp\ Rocky 300-01A

IL-1 Beta (rekombinant, human) | E. coli EﬁfrﬁleﬁgA Rocky 200-01B

IL-8 (rekombinant, human) E. coli ﬁﬁlprﬂeﬁhs N Rocky | 500-08/200-08M
IL-6 (rekombinant, human) E. coli ﬁﬁlpmeﬁg , RO%Y 1 200-06

TGF-B1 (rekombinant, human) (Z:g:l(gn Eﬁfrﬁ}aﬁhS’AROCky 100-21C

Tabelle 4: eingesetzte Zytokine; Reinheit =2 98% nach Herstellerangaben
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TNF-a, IL-1 Beta, IL-8 und IL-6 wurden in steril filtriertem, destilliertem Wasser in einer
Konzentration von 0,1 - 1,0 mg/ml unter sterilen und anti-pyrogenen Bedingungen geldst,
dann die gewiinschte Stock-Konzentration durch Weiterverdinnung mit PBS / 1% BSA
erstellt und bei -80 °C aufbewahrt. TGF-1 wurde in steril filtrierter 10 mM Citronenséaure
(pH 3,0) in einer Konzentration von 0,1 - 1,0 mg/ml geldst. Die Stock-Konzentration wurde

ebenfalls durch Verdinnung mit PBS / 1% BSA gewonnen und bei -80 °C aufbewabhrt.

3.1.6. Oligonukleotide

Die folgenden Oligonukleotide wurden zur Transfektion der mesenchymalen Stromazellen

mit si (small interfering) RNA verwendet.

SiRNA
siNFkappaB

Hersteller

Eurofins MWG
Operon, Ebersberg, D
Qiagen, Hilden, D

Sequenz
5- GCC CUA UCC CUU UAC GUC -3’

AllStars Neg. siRNA available from the

AF 488

Sequences not
manufacturer

Tabelle 5: eingesetzte Oligonukleotide

3.1.7. Antikdrper zur Immundetektion

Priméarantikorper:

Antigen VF Losung Spezies Hersteller Kat.Nr. S[;(;Be
a-Actin 1000 TBS/T Maus Calbiochem 113200 42
GAPDH 5000 TBSI/T Maus Calbiochem CB1001 36

Histon HL | 1000 TBSIT | Kaninchen | _S2M@CIZ 1o 10806 | 32-33
Biotechnology
Lamin AIC | 1000 TBS/T Ziege santa Cruz | 6015 | 62-69
Biotechnology
5% MP in . Santa Cruz
NFkB p65 1000 TBS/T Kaninchen Biotechnology sc-372 65
Phospho- 5% BSA in : Cell Signaling
Smad? 1000 TBS/T Kaninchen Technology 3108 60
Phospho- 5% BSA in . -
Smad3 1000 TBS/T Kaninchen | Merck Millipore | 04-1042 52

Tabelle 6: Primarantikérper zur Westernblot-Analyse
(VF: Verdunnungsfaktor, MP: Milchpulver, BSA: Bovines Serumalbumin, Kat.Nr.: Katalognummer,

kDa: Kilo Dalton)

Zu allen Primarantikdrpern wurde zusatzlich 1% Natriumazid gegeben.
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Sekundéar-Antikdrper:

Material und Methoden

Sekundar- _
. VF Lésungsmittel |Methode Hersteller Kat.Nr.

Antikorper
Anti-rabbit  1gG, _ Cell Signaling

_ 5000 [5% MP in TBS/T | Western Blot 7074
HRP-linked Technology
Anti-mouse IgG, _ Cell Signaling

) 5000 |5% MP in TBS/T | Western Blot 7076
HRP linked Technology
Anti-goat 109G, _ Santa Cruz

_ 5000 |[5% MP in TBS/T | Western Blot , Sc-2768
HRP-linked Biotechnology

Tabelle 7: Sekundar-Antikérper zur Immundetektion

(HRP: Meerrettichperoxidase (engl.:

MP: Milchpulver, Kat.Nr.: Katalognummer)

"Horseradish Peroxidase"),

Bei diesen Antikorpern wurde kein Natriumazid zugeftgt.

VF: Verdunnungsfaktor,
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3.2. Methoden

3.2.1. Ethikvotum und Patientenkohorte

Die der Dissertation zugrundeliegenden experimentellen Arbeiten wurden an
mesenchymalen Stromazellen (MSCs) durchgefiihrt, die im Rahmen der prospektiven
Kohortenstudie "Progress in the molecular understanding of evolution of chronic lung
disease in preterm infants trial" (PROTECT-Studie) aus dem Trachealsekret intubierter
Frihgeborener isoliert worden waren. Dem Ethikantrag wurde von der Ethikkommission
der medizinischen Fakultat der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen ein positives
Votum mit der Studiennummer 195-07 erteilt.

Eingeschlossen wurden alle Frihgeborenen mit einem Gestationsalter unter 29+0
vollendeten Schwangerschaftswochen, die in der Neonatologie der Kinderklinik am
Perinatalzentrum Grof3hadern betreut wurden. Als Ausschlusskriterien wurden pra- oder
postnatal diagnostizierte schwere kongenitale Anomalien mit kardiopulmonaler
Dysfunktion, eine Zwerchfellhernie oder gesicherte Trisomie 13 oder 18 definiert. Des
Weiteren wurden Kinder mit schweren Stoffwechseldefekten, die eine Beeintrachtigung
des Gesamtorganismus zur Folge haben, und Kinder mit palliativer Betreuung von der
Studie ausgeschlossen. Vor Aufnahme der Patienten in die Studie wurde nach
ausfuhrlicher Aufklarung das Einverstandnis des/der Sorgeberechtigten eingeholt.
Abbruchkriterium der Studie war der RlUckzug der Zustimmung des/der
Sorgeberechtigten. Zum Schutz der Daten der Patienten unterlagen alle Mitarbeiter
dieses Forschungsprojekts der arztlichen Schweigepflicht und wurden auf das
Datengeheimnis  verpflichtet.  Alle  Datenerhebungen und -analysen wurden
pseudonymisiert unter einer Patientennummer aufgezeichnet, d.h. mit einem Code
versehen, dem weder der Name noch die Initialen des Studienteilnehmers zu entnehmen
waren.

Das zu Forschungszwecken gewonnene Material war routinemafig nur aufgrund der
klinischen Notwendigkeit abgesaugtes Trachealsekret. Dadurch entstanden fir die

Patienten keinerlei zusétzliche Belastungen durch die Teilnahme an der Studie.

3.2.2. Zellkultur

3.2.2.1. Isolierung von MSCs aus dem Trachealsekret Frihgeborener

Die verwendeten MSC-Kulturen wurden nach folgendem Verfahren direkt aus dem

Trachealsekret intubierter Frihgeborener gewonnen: Wahrend der Phase der aufgrund
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der klinischen Notwendigkeit erfolgten invasiven mechanischen Beatmung der
Frihgeborenen wurde zur Etablierung der primdren MSC-Kulturen systematisch an den
Studientagen 1, 3, 5, 8 nach Intubation sowie weiterhin alle 3 bis 4 Tage bei
fortbestehender Beatmung Trachealsekret gesammelt. Dieses war im Rahmen der
klinischen Routine nur aufgrund der klinischen Notwendigkeit abgesaugt worden. Das
Trachealsekret wurde hiernach sofort zur Etablierung der MSCs in Kultur genommen. Die
MSCs des ersten Zeitpunktes der Etablierung nach Geburt stellten dabei die
mesenchymalen Stromazellen des Beginns der pulmonalen Inflammationsreaktion auf
Beatmung und Sauerstoffgabe dar und wurden fur die standardisierten Untersuchungen
der vorgelegten Arbeit verwendet.

Das frisch gewonnene Trachealsekret wurde 5 Minuten bei 1000 rpm abzentrifugiert, der
Uberstand abpipettiert und das Zellpellet in 120ul PBS geldst. Diese Suspension wurde in
insgesamt funf Vertiefungen ("Wells") einer wie folgt vorbereiteten 96-Well-Platte gegeben
(s. Abbildung 11):

Die blaugrauen Vertiefungen waren zum Schutz vor Evaporationseffekten mit je 200ul
PBS geflllt. Die schwarzen Vertiefungen enthielten 200ul MesenCult-Medium mit 20%
FCS, 200U/ml Penicillin, 0,2mg/ml Streptomycin, 0,8mg/ml Gentamicin, 2mM Glutamin
und 10mM HEPES. Da die frihe Besiedlung des Respirationstrakts mit
koagulasenegativen Staphylokokken (KNS) ein haufiges Problem in der Neonatologie
darstellt (Hall 1991, Stoll, Hansen et al. 2002), enthielt eine der schwarzen Vertiefungen
pro Reihe zusatzlich 0,5mg/ml Vancomycin (Kennzeichnung "V" in Abb. 11), um die
Etablierung wenigstens einer Kultur im Falle einer KNS-Kontamination sicherzustellen.
Zur Gewabhrleistung optimaler Wachstumsbedingungen wurden unterschiedliche,
besonders hochwertige FCS Typen ("FCS 1, 2, 6 und 7" in Abb. 11) verwendet, die
kommerziell fur die Etablierung und Kultur mesenchymaler Stammzellen vertrieben
werden. Dies geschah unter Berlcksichtigung der Literatur, die die erschwerte
Abgrenzung der mesenchymalen Stromazellen aufgrund ihrer ahnlichen Eigenschaften zu
mesenchymalen Stammzellen beschreibt (Sabatini, Petecchia et al. 2005, Hennrick,
Keeton et al. 2007, Mobius and Thebaud 2015).
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Abbildung 11: Inhalt einer nicht beschichteten 96 well flat bottom Mikrotiterplatte (Nunc) zur
initialen Kultivierung der mesenchymalen Stromazellen aus dem Trachealsekret intubierter
Frihgeborener. Die graublauen Vertiefungen enthalten PBS, die schwarzen Vertiefungen
Trachealsekret mit MesenCult-Medium, 20% FCS, 200U/ml Penicillin, 0,2mg/ml Streptomycin,
0,8mg/ml Gentamicin, 2mM Glutamin und 10mM HEPES. Die mit "V" gekennzeichnete
Vertiefungsreihe mit FCS 2 enthalt zuséatzlich 0,5mg/ml Vancomycin im Medium.

Nach Anwachsen der ersten mesenchymalen Stromazellen auf der Mikrotiterplatte
(Passage 0) wurden sie, sobald eine Konfluenz von ca. 70% auf dem Wellboden erreicht
war, in eine 25cm?-Cellstar-Zellkulturflasche Uberfiihrt (Passage 1). Dazu wurde das
MesenCult-Medium, das nur zur primaren Anzucht verwendet worden war, entfernt, die
am Boden verbleibenden, adharenten MSCs mit 100ul vorgewarmtem Trypsin geldst und
in eine mit 6ml warmem DMEM-Medium vorbereitete Zellkulturflasche gegeben. Das
DMEM-Medium enthielt hierbei 100U/ml Penicillin, 0,1mg/ml Streptomycin, 0,4mg/ml
Gentamicin, 2mM Glutamin, 10mM HEPES. Es wurde in dieser Zusammensetzung von
nun an dauerhaft zur weiteren Passagierung der Zellen bzw. fir Versuche verwendet und
wird daher von nun an als Standardmedium bezeichnet. Ebenso wurde das hochwertige,
nur zur primaren Etablierung der Kultur verwendete FCS durch 20% Standard-FCS fur
Zellkultur ersetzt, welches weniger spezielle Wachstumsfaktoren enthielt und von nun an
ebenfalls standardmafig verwendet wurde. Dieses Vorgehen war v.a. in Hinblick auf
nachfolgende Versuche zur Detektion von spezifischen Stimulationseffekten der pro-
inflammatorischen Zytokine im Uberstimulationsmodell sinnvoll, um
Uberstimulationsbedingungen durch das Zellkulturmedium zu vermeiden und den uber
mehrere Passagen persistierenden Phanotyp zu bewahren.

Nach Uberfiihren der MSCs in die 25cm?-Cellstar-Zellkulturflasche wurden ihnen MSC-
Nummern zugeteilt. Die Zellen der ersten Zellkulturflasche erhielten z.B. die MSC-
Nummer "MSC 55.1" = MSC ("mesenchymale Stromazelle™) 55 (Kind Nr. 55) 1 (Zellen der
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ersten erfolgreichen Aussaat). Weiteren in Flaschen (berfiihrten mesenchymalen
Stromazellen wurden dementsprechend z.B. die Nummern MSC 55.2, MSC 55.3, MSC
55.4 etc. zugeteilt, wobei Klon 1, 2 und 3 zwar vom identischen Tag stammen konnten,
aber immer aus unterschiedlichen Vertiefungen der urspriinglichen Mikrotiterplatte isoliert
wurden.

Die auf diese Weise etablierten MSC-Kulturen standen ab Passage 2 mit einer Reinheit

von 297% zu Untersuchungen im Rahmen der Studie bereit.

3.2.2.2. Kultur und Splitten von MSCs

Vollgewachsene 25cm?-Zellkulturflaschen in Passage 1 wurden, nach Entfernung des
Mediums, zum Splitten der Zellen mit 4ml PBS gewaschen, um FCS Reste in der Flasche
zu entfernen. FCS fihrt zur Inaktivierung der Endopeptidase Trypsin, die extrazellulare
Proteine spaltet und auf diese Weise adharente Zellen vom Flaschenboden 16st. Zur
Ablésung der MSCs wurden diese flr kurze Zeit mit 2ml Trypsin im Brutschrank inkubiert
und 1,3ml der losgeltsten Zellen eingefroren. Die restlichen 0,7ml in der Zellkulturflasche
wurden mit 6ml Standardmedium (DMEM-Medium mit 100U/ml Penicillin, 0,1mg/ml
Streptomycin, 0,4mg/ml Gentamicin, 2mM Glutamin und 10mM HEPES) mit 20% FCS
aufgefullt. Bei Konfluenz der sich nun in Passage 2 befindenden MSCs wurde erneut
gesplittet und ein Teil der Zellen bei -80°C tiefgefroren. Auf diese Weise wurde
sichergestellt, dass auch zu einem spéateren Zeitpunkt ausreichend identische Zellen in
niedrigen Passagezahlen (Passage 1 und 2) fur die weiterflhrenden biochemischen,
phanotypischen und molekularen Untersuchungen erneut zur Verflgung standen. Ab
Passage 3 wurden die MSCs bei gutem Wachstum in 75cm?-Cellstar-Zellkulturflaschen
umgesiedelt. Zum Splitten der Zellen wurde von nun an mit 10ml PBS gewaschen und die
MSCs mit 3ml Trypsin im Brutschrank inkubiert. Im Anschluss wurden 2ml verworfen oder
fur Versuche verwendet und die Zellkulturflasche mit 12ml Standardmedium mit 20% FCS
aufgeflllt. Gesplittet wurde je nach Zellwachstum ungefahr alle 4-6 Tage und dabei stetig
eine Passage weitergezahilt.

Versuche zur Untersuchung der MSCs im pulmonalen Inflammationsgeschehen wurden
zwischen Passage 3 bis 7 durchgefiihrt, da hier ein stabiler Phanotyp der Zellen

nachgewiesen werden konnte (s. Abbildung 12).
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Abbildung 12: Vergleichsweise Gegenuberstellung unbehandelter MSCs des Patienten 19 in
Passage 3 (links) und Passage 7 (rechts). Beide Wachstumskurven wurden nach Aussaat der
Zellen auf einer 96-Well-Platte in Standardmedium mit 20% FCS mittels repetitiver Mikroskopie im
Cellscreen (s. 3.2.4.) ermittelt und weisen stabile Proliferationseigenschaften der MSCs auf.

Bereits ab Passage 2 lag ein Reinheitsgrad der MSC-Kultur von 297% vor, der
durchflusszytometrisch mit Antikérpern gegen die Oberflachenmolekile CD13, CD14,
CD16, CD34, CD45, CD73, CD90, CD105, und CXCR4 in der Arbeitsgruppe bestimmt
wurde. Es wurde das in der Arbeitsgruppe bereits etablierte und publizierte Vorgehen

angewendet (Reicherzer et al. 2010).

3.2.2.3. Einfrieren und Auftauen von MSCs

Zum Einfrieren wurden MSC-Kulturen der Passagen 1 und 2 mit Trypsin vom
Flaschenboden gel6st, in ein 15ml Zentrifugenréhrchen (Falcon) mit vorgelegtem
Standardmedium aus der Zellkulturflasche Uberfihrt und bei 1000 rpm fir 5 Minuten
abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 2ml vorbereitetes FCS mit 10% Dimethylsulfoxid
(DMSO) aufgenommen, in ein Gefrierrdhrchen gegeben und bei gleichbleibender
Passagezahl bei -80°C gelagert.

Zum Auftauen der Zellen wurde das Gefrierrbhrchen kurz bei 37°C im Warmebad
geschwenkt, dann der Inhalt sofort in ein 15ml-Zentrifugenréhrchen mit 10ml warmem
Standardmedium gegeben und bei 800 rpm 5 Minuten zentrifugiert. Das Zellpellet wurde
in eine mit 6ml warmem Standardmedium mit 20% FCS vorbereitete 25cm?*
Zellkulturflasche Uberfuhrt. Die Passagezahl der MSCs wurde beibehalten, da in
Vorarbeiten der Arbeitsgruppe gezeigt werden konnte, dass die Zellen vor und nach dem
Auftauen vergleichbare Charaktereigenschaften beziglich der wichtigen phanotypischen
Eigenschaften der MSCs aufwiesen: Sowohl das Proliferationsverhalten wie auch die

basale NFkB bzw. a-SMA Expression blieben vergleichbar.
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Am né&chsten Tag fand ein Mediumwechsel statt, um tote Zellen und daraus freigesetzte
Apoptose- und andere Storfaktoren zu entfernen. Ebenfalls wurde damit das Risiko einer
bakteriellen Kontamination, begtinstigt durch apoptotische Zellen als Nahrstoffgrundlage,
minimiert. Bei gutem Wachstum wurden die MSCs im Verlauf in 75cm?®Cellstar-

Zellkulturflaschen umgesiedelt.

3.2.2.4. Bestimmung der Zellzahl und Aussaen von MSCs

Zur Bestimmung der Zellzahl vor Aussaat eines Experiments wurden die MSCs nach
Ablosen mit Trypsin in 5-10ml Medium je nach Zellmenge aufgenommen und hiervon 10l
in einer Neubauer-Zahlkammer unter dem Mikroskop in vier Gro3quadraten ausgezabhilt.

Die Zellzahl wurde nach folgender Formel ermittelt:

c (Zellen __ Anzahl der gezéhlten Zellen

— ;. x Verdiinnungsfaktor x 10*

AnschlieBend wurden die Zellen in gewlinschter Konzentration durch entsprechende
Weiterverdiinnung mit Standardmedium auf Mikrotiterplatten mit 96, 24, oder 6
Vertiefungen ausgesat, wobei je nach Anzahl der Vertiefungen 100ul, 500ul oder 2ml
eingeflllt wurden. Diese Mediummenge stellte eine ausreichende Flussigkeitsbedeckung
und Schutz vor Evaporationseffekten dar. Zur initialen Aussaat eines Versuches wurde

immer Standardmedium mit 20% FCS verwendet.

3.2.3. Aufbau eines standardisierten Experiments

Um die Experimente moglichst einheitlich und vergleichbar aufzubauen, wurden die
aufeinanderfolgenden Arbeitsschritte im Aufbau eines standardisierten Versuchs,
unabhangig von der weiterfiihrenden Methode, immer gleich gestaltet.

Am Tag 1 des Experiments wurden die MSCs, wie unter 3.2.2.4. beschrieben, in
definierten Konzentrationen in Standardmedium (DMEM-Medium mit 100U/ml Penicillin,
0,1mg/ml Streptomycin, 0,4mg/ml Gentamicin, 2mM Glutamin und 10mM HEPES) mit
20% FCS ausgesat.

Fur Versuche zur Proliferationsbestimmung (siehe 3.2.4. und 3.2.5., Cellscreen und
XCELLigence) wurde auf unbeschichteten Flat Bottom Platten im 96-Well-Format
ausgesat und eine Zellkonzentration von durchschnittlich 0,02 Millionen Zellen/ml gewabhilt.
Ziel war die einheitliche, initiale Bodenbedeckung der Vertiefungen von 10-25%, um

ausreichend Freiraum fir die weitere ungehinderte Zellproliferation zu gewéhrleisten. Die
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maximale Wellbedeckung am Versuchsende betrug 80%. Nur Versuche, die diese
Kriterien erfullten, wurden in die Auswertung einbezogen. Lediglich bei
Proliferationsversuchen mit molekularem Hintergrund wurde das obere Randlimit der
initialen Wellbedeckung auf 30% angehoben, um, aufgrund der erhdhten Stabilitat der
dichter ausgesaten Zellen gegeniber den toxischen Effekten einer Transfektion, ein
moglichst einheitliches experimentelles Setting mit moglichst niedriger Varianz fir die
statistische Analyse zu erhalten. Randstandige Vertiefungen wurden mit je 200ul PBS
geflllt, um Evaporationseffekte zu reduzieren.

Fur Versuche mit anschlie@ender Western Blot Analyse (siehe 3.2.7.) wurden 6-Well-
Platten und eine Zellkonzentration von 0,06 bis 0,08 Millionen Zellen/ml gewahlt. So
wurde eine identische Bodenbedeckung im Vergleich zu den Experimenten auf 96-Well-
Platten erreicht.

Bei Versuchen zur Apoptosebestimmung nach Nicolleti (siehe 3.2.6.) wurde ein
Plattenformat mit 24 Vertiefungen in identischer Weise verwendet, das mit einer initialen
Zellkonzentration von durchschnittlich 0,04 Millionen Zellen/ml ausgesat wurde.

Am Tag 2 des Experiments wurde das Standardmedium in den Vertiefungen gewechselt.
Hierbei wurde der anfanglich hohe FCS-Gehalt von 20%, der zum sicheren und
effizienten Anwachsen der MSCs und zur stabilen Reduktion apoptotischer Zellen in der
Anfangsphase auf <20% notwendig war, auf 10% reduziert. Da sich die Zellen nun bereits
in der stabilen Wachstumsphase befanden, war der niedrigere FCS Gehalt zur
Durchfiihrung von Versuchen Uber 96h - 120h ausreichend und zur Detektion einzelner
Zytokinwirkungen im  Uberstimulationsmodell geeigneter. Nach mindestens 6h
Adaptationszeit an den Mediumwechsel im Brutschrank wurden die MSCs mit den
Zytokinen IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a oder TGF-B1 stimuliert. Mit TGF-B1 wurden zusatzlich
Kombinationsstimulationen mit jeweils einem der anderen Zytokine durchgefihrt.
Grundsatzlich wurden IL-18 und IL-6 in der Konzentration 100ng/ml verwendet, IL-8 und
TNF-a in der Konzentration 300ng/ml und TGF-B1 in Konzentrationen von 0,1ng/ml,
1ng/ml und 10ng/ml, um eine dosisabhangige Wirkung zu untersuchen, ansonsten in der
Standardkonzentration von 10ng/ml.

An den folgenden Versuchstagen wurden die auf diese Weise vorbehandelten MSCs
zur Analyse mittels diverser Techniken herangezogen.

Proliferationsmessungen wurden in definierten Zeitabstéanden (siehe 3.2.4. und 3.2.5.)
durchgefihrt.

Western Blot Pellets wurden, wie unter 3.2.7.1. "Herstellung von Zelllysaten" beschrieben,
in definierten ZeitrAumen nach Stimulation gewonnen: 2h nach Stimulation wurden
unfraktionierte Zellpellets fur die Bestimmung der Proteine p-Smad2 und p-Smad3 und ein

reines Kernlysat flr die Bestimmung des Transkriptionsfaktors NFkBp65 angefertigt. 6h
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nach Stimulation wurden ebenfalls unfraktionierte Zellpellets fir die Bestimmung von p-
Smad2 und p-Smad3 und 48h nach Stimulation unfraktionierte Pellets fir das Protein a-
SMA gewonnen.

Die Apoptosebestimmung nach Nicoletti wurde 48h nach Stimulation durchgefuhrt.

3.2.4. Bestimmung des Wachstums der MSCs mittels repetitiver

automatisierter Lichtmikroskopie

Zur Untersuchung von Zelldichte und Wachstumsgeschwindigkeit der MSCs wurde das
Cellscreen System (Roche Innovatis AG) verwendet. Hierbei handelt es sich um ein
automatisiertes, nicht-invasives Analysesystem, das die Zellen in ihrem Kulturgefal® — hier
eine Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen (Nunc) — ungefarbt und ohne Beeintrachtigung
des Kulturzustandes erfasst. Es besteht aus einem inversen Autofokus-
Phasenkontrastmikroskop, das mit einer Digitalkamera verbunden ist und Uber einen
beweglichen Motorkreuztisch exakt die eingesetzte Mikrotiterplatte ansteuern kann. Auf
diesem Weg wurde sichergestellt, dass bei repetitiven Messungen jedes Mal exakt
dieselben Zellen erfasst wurden.

Die erste Messung der standardisiert durchgefiihrten Proliferationsanalyse wurde am
zweiten Versuchstag (Zeitpunkt to) durchgefuhrt, nachdem, wie unter 3.2.3. beschrieben,
das Standardmedium auf den Mikrotiterplatten gewechselt und der FCS Gehalt auf 10%
vermindert worden war. Dazu wurden in der Cellscreen-Software spezielle Einstellungen
fur das Experiment festgelegt und einheitlich fur jede Folgemessung Ubernommen.

Festgelegt wurden:

o die Anzahl und GrofRe der Vertiefungen (96-Well-Format von Nunc)
e die auszumessenden Sektoren innerhalb einer Vertiefung

e die Menge an Medium pro Vertiefung (100ul)

o der Zelltyp (MSC, folglich AC-Modul fur adhéarente Zellen)

e die Verwendung des Vierfach-Objektivs

Zur Erfassung der Bodenbedeckung eines Wells wurde von den inneren vier Sektoren der
Vertiefung je ein Bild mit dem Vierfach-Objektiv angefertigt. Die zusammengefugten Bilder
deckten die gesamte Bodenflache mit Ausnahme der Randbereiche ab (s. Abbildung 13
und 14). Auf die Aufzeichnung und Analyse der Randbezirke wurde aufgrund ihrer

Unscharfe in der Aufnahme bewusst verzichtet.
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N

Abbildung 13: Schematische Darstellung einer Vertiefung der zu messenden Mikrotiterplatte im
Cellscreen-Mikroskop. Die Bodenflache wird in 4 Sektoren (grau) aufgeteilt, innerhalb derer die
Zellbedeckung gemaf der festgelegten Experimenteinstellungen in 4 einzelnen Bildern erfasst
wird. Diese werden anschlielend zu einem zusammenhéngenden Bild zusammengefiigt. Die
weil3farbigen Randbezirke wurden aufgrund der Randunschérfe in Aufzeichnung und Analyse
ausgespart.

Der weitere Versuchsablauf schloss nur Vertiefungen mit einer initialen Wellbedeckung
von 10-25% ein, um ausreichend Freiraum fir die weitere Zellproliferation zu
gewabhrleisten. Bei Proliferationsversuchen mit molekularem Hintergrund wurde das obere
Randlimit auf 30% erhoht, da Zellen in einer héheren Ausgangsdichte eine hoéhere
Stabilitdt aufwiesen und somit die transfektionsbedingten Effekte minimiert wurden.

Nach der ersten Messung fand im Abstand von 6h zum vorausgegangenen
Mediumwechsel die Stimulation der MSCs mit den Zytokinen IL-1(, IL-6, IL-8, TNF-a und
TGF-B1 statt. Bei weiteren Experimenten wurde TGF-B1 zusétzlich in Kombination mit
den anderen Zytokinen untersucht. Bei allen Stimulationen wurden immer vier
Vertiefungen identisch behandelt und diese per Zufallsprinzip auf der Mikrotiterplatte
verteilt. Somit konnte systematischen Fehlern durch Einwirken unerkannter Storvariablen
entgegen gewirkt werden.

Die weiteren Messungen der MSC-Proliferation fanden in 24h-Intervallen bis zur letzten
Aufnahme bei 120h statt. Das Bildmaterial wurde anschlieend auf eine Datenbank
Ubertragen und der berechnete Bedeckungsgrad in Prozent Uber einen beliebigen
Zeitraum angegeben. Vertiefungen mit Ubermafiger Anzahl an Zelldetritus, Luftblasen
und sonstigen Artefakten wurden nach visueller, einzelner Bewertung systematisch
ausgeschlossen, wobei aufgrund der exakten Messgenauigkeit nur selten einzelne Wells
der vier gleich stimulierten Vertiefungen aus der Analyse genommen werden mussten.

Die Messwerte wurden nach Excel exportiert und die Zellbedeckungswerte der jeweils
immer vier gleich stimulierten Vertiefungen gemittelt. FUr eine bessere visuelle
Vergleichbarkeit der stimulierten und nicht stimulierten MSCs in einem
Wachstumsdiagramm wurde zusatzlich ein gemeinsamer Startpunkt der verschiedenen
Proliferationskurven erstellt. Dazu wurde die Wellbedeckung der stimulierten Zellen auf

die Anfangs-Wellbedeckung der Kontrolle zum Zeitpunkt der Stimulation mit der Formel
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Wellbedeckung der stimulierten Zellen zum Zeitpunkt t[x] x (Wellbedeckung der Kontrolle

zum Zeitpunkt t[0] / Wellbedeckung der stimulierten Zellen zum Zeitpunkt t[0])

normiert. Zusatzlich wurde der Proliferationsindex (Pl) aus den Mittelwerten der

Zellbedeckungen nach der Formel

Pl = Bedeckung zum Zeitpunkt t[x]/Anfangsbedeckung zum Zeitpunkt t[0]

fur jeden Zeitpunkt t[Oh] bis t[120h] berechnet.

Messung zum Zeitpunkt t[Oh] Messung zum Zeitpunkt t[96h]

Abbildung 14: Beispielhafte Darstellung einer der vier Sektoren im Cellscreen-Mikroskop.

Die spindelférmigen mesenchymalen Stromazellen werden scharf erkannt und unbedeckte Flachen
nach aufRen hin durch rote Linien, unbedeckte Flachen zwischen den MSCs durch blaue Linien
abgegrenzt. Zur Berechnung der Wellbedeckung wird die Flache zwischen der roten und blauen
Umrandung herangezogen und in % der Gesamtflache angegeben.

3.2.5. Bestimmung des Wachstums der MSCs mittels elektronischer

Impedanzmessung

Eine weitere Methode zur nicht-invasiven, automatisierten Untersuchung von
Wachstumsgeschwindigkeit und Zelldichte bietet das XxCELLigence-System (Roche).
Hierbei werden spezielle Mikrotiterplatten (E-plate 16) verwendet, die in den jeweiligen
Vertiefungen Sensorelektroden enthalten, die 80% der Bodenflache bedecken. Zwischen
diesen Goldelektroden wird die Impedanz gemessen, die v.a. von der Zusammensetzung
der Umgebungsflussigkeit, dem Ausmalfd der Zelladhérenz und der Zelldichte beeinflusst
wird. Auf den Elektroden adhérierte Zellen wirken als Isolator und erhthen somit die
Impedanz. Der Zellindex ist ein dimensionsloser Parameter, der die relative

Impedanzanderung widerspiegelt. Er setzt sich aus der Formel

42



Material und Methoden

Zellindex (Cl) = (Z; — Zo)/15Q

zusammen. Hierbei ist Z; die zu einem bestimmten Zeitpunkt gemessene Impedanz, Z,
die Impedanz der Hintergrundmessung am Start des Experiments. Bei einem Anstieg der
Zellzahl nimmt folglich auch der Zellindex durch Erhéhung von Z; entsprechend zu.

Vor Beginn der Hintergrundmessung am Anfang eines Proliferationsexperiments wurden
zunadchst an der fest im Inkubator platzierten Messstation (RTCA DP Analyzer) die
Grundeinstellungen des Experiments festgelegt. Hierbei wurde bestimmt, ob an den drei
zur Verfigung stehenden Messeinheiten der Messstation drei unabhdngige oder, bei
Bendtigung einer grolReren Wellanzahl, ein zusammenh&ngendes Experiment
durchgefihrt werden soll. Des Weiteren wurde ein Messintervall von einer
Impedanzmessung pro Stunde Uber funf Tage eingerichtet und somit die kontinuierliche
Verfolgung des Zellindexes mittels Echtzeitmessung direkt im Inkubator ermdglicht. Im
Anschluss an die Festlegung der Experimenteinstellungen wurde in der
Hintergrundmessung der mit 100ul Standardmedium mit 20% FCS pro Well gefillten
Mikrotiterplatten (E-plate 16) die Hintergrundimpedanz des Kulturmediums Z, als
Referenzwert fir den Zellindex ermittelt.

Danach wurden die Mikrotiterplatten nochmals kurzfristig aus der Messstation enthnommen
und weitere 100ul Standardmedium mit 20% FCS pro Well sowie mit MSCs in einer
Dichte von 0,02 Millionen Zellen/ml zugegeben. Ziel war eine initiale Bodenbedeckung
von 10-25%, die Uber eine parallele Aussaat einer 96-Well-Nunc-Platte im Cellscreen
Uberprift wurde. Direkt nach Aussaat der MSCs wurden die Mikrotiterplatten (E-plate 16)
zuruck auf ihre Messeinheit im Inkubator gestellt und die erste Impedanzmessung Z;
vorgenommen. Die Platten verblieben nun unter flinftdgiger Messung in 60-minitigen
Intervallen, mit Ausnahme von Mediumwechsel und Zytokinstimulation am Folgetag
(siehe 3.2.3)), in der Messstation. Zum Ausschluss systematischer Effekte und
Storvariablen im Versuchsaufbau wurde bei Experimenten, die nur eine Messeinheit der
drei bendtigten, diese grundsatzlich zufallig gewahlt. Ebenso wurden, entsprechend dem
Aufbau der Cellscreenversuche, immer vier Vertiefungen gleich stimuliert und diese
ebenfalls zufallig auf der E-plate 16 verteilt.

Nach Beendigung der letzten Impedanzmessung wurde der Uber die angeschlossene
RTCA- (Real-Time Cell Analysis) Software berechnete Zellindex fur jeden Messzeitpunkt
in ein Diagramm Uber die Zeit eingetragen, auf den Zeitpunkt der Stimulation normiert und
die Mittelwerte flr die jeweils vier gleich stimulierten Vertiefungen berechnet (s. Abbildung
15).
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Abbildung 15:

A) aus dem RTCA DP Handbuch von Roche, Version November 2009, Seite 23, Figure 5.
Darstellung der dauerhaft im Inkubator lokalisierten Messstation (RTCA DP Analyzer) mit den 3
einzelnen Messeinheiten. Diese kénnen sowohl separat fur drei einzelne Experimente, als auch
zusammenhangend fiir ein gro3es Experiment verwendet werden.

B) Darstellung des auf den Zeitpunkt der Stimulation normierten Zellindexes (Ordinate) gegeniiber
der Zeit in h (Abszisse). Die rote Kurve stellt die Zellindizes der unbehandelten Kontroll-MSCs dar,
die grine Kurve die der hier exemplarisch mit TNF-a stimulierten MSCs Uber die Zeit. Die
Einzelwerte der jeweils vier gleich behandelten Vertiefungen wurden hierbei gemittelt und in einer
Kurve zusammengefasst. Der Stimulationszeitpunkt wird durch die schwarze, vertikale Linie
verkorpert. Zu diesem Zeitpunkt wurden die parallel erfassten Impedanzmessungen aller
Vertiefungen auf eine gemeinsame Ausgangsbasis normiert. Durch den gemeinsamen Startpunkt
zu Beginn der Zytokinwirkung konnten Unterschiede in der folgenden Proliferation sofort erfasst
und mit der Kontrolle verglichen werden.

3.2.6. Bestimmung der Apoptoserate mittels Durchflusszytometrie

In der Durchflusszytometrie (FACS — Fluorescence Activated Cell Sorting) wird durch
Anregung von markierten Zellen durch einen fokusierten Laserstrahl von diesen
emittiertes Fluoreszenzlicht detektiert und gleichzeitig eine Lichtstreuung erzeugt. Diese
wird weiter in ein Vorwartsstreulicht (FSC — Forward Scatter), das v.a. mit dem
Zellvolumen korreliert und in ein Seitwartsstreulicht (SSC — Sideward Scatter), das v.a.
von der Zellgranularitat, Grof3e und Struktur des Zellkerns beeinflusst wird, untergliedert.

Um den Einfluss der pro-inflammatorischen Zytokine auf die Apoptose von
mesenchymalen Stromazellen aus dem Trachealsekret Frihgeborener zu untersuchen,
wurde die Farbemethode nach Nicoletti (Nicoletti, Migliorati et al. 1991) verwendet. Dazu
wurde der Zelliberstand der 24 Vertiefungen einer Mikrotiterplatte (s. 3.2.3.) in 1,5ml
ReaktionsgefaRe (berfiihrt, 5 Minuten bei 2000 rpm abzentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das im Reaktionsgefal? verbliebene Pellet bestand somit aus losgeldsten
lebenden und toten Zellen, sowie Zelldetritus. Auf die unbedeckten MSCs in der

Mikrotiterplatte wurde pro Vertiefung 300ul Nicolettipuffer (s. 3.1.4., Tab. 3) fur 15 Minuten
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bei 4°C gegeben, so die Zellmembranen lysiert und die Kerne freigesetzt. Diese
Suspension wurde in die entsprechenden 1,5ml Reaktionsgefdle mit den
abzentrifugierten Zellbestandteilen tberfihrt und die dadurch wieder vollstdndig vereinten
zellularen Anteile mit 50pug/ml Propidiumiodid gefarbt. Propidiumiodid interkaliert in die
DNA des Zellkerns und kann somit genutzt werden, apoptotische von vitalen Zellen zu
unterscheiden, da der programmierte Zelltod von einer ausgedehnten DNA
Fragmentierung begleitet wird. Aufgrund dessen weisen die gefarbten, hypodiploiden,
apoptotischen Zellen eine geringere Fluoreszenzintensitat auf als normale diploide Zellen.
Im Histogramm prasentiert sich daher ein sub-G0/G1 Peak.

Die so erstellten Daten wurden mit Hilfe der Cell Quest Pro Software (BD Bioscience)
analysiert (s. Abbildung 16). Die Zahl der apoptotischen Zellen wurde mittels absoluter
Apoptoserate quantifiziert. Die absolute Apoptoserate stellte hierbei den Anteil der

apoptotischen MSCs an allen MSCs in % dar.
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Abbildung 16: Ermittlung der Apoptoserate mittels Durchflusszytometrie

Die in 16 A im Dot Plot in R1 markierten Zellkerne wurden zur Bestimmung der Apoptoserate
herangezogen. Das Histogramm (16 B) stellt die MSCs im FL3-H Kanal dar, der die
Fluoreszenzintensitéat des Propidiumiodids erfasst. M1 enthélt die Fraktion der apoptotischen
Zellen.

3.2.7. Proteinbiochemie — Western Blot

3.2.7.1. Herstellung von Zelllysaten

Zelllysate zur Western Blot Analyse wurden aus MSC-Kulturen gewonnen, die, wie unter
3.2.3. beschrieben, zuvor auf 6-Well-Platten ausgeséat und nach standardisiertem Schema
mit den Zytokinen IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-8 und TGF-B1 stimuliert worden waren. Einige
Vertiefungen wurden im Rahmen von Kombinationsversuchen mit TGF-B1 und einem
weiteren Zytokin stimuliert.

Die adharenten Zellen wurden aus der Mikrotiterplatte mit 300yl warmem Trypsin/Well

geldst und in 1,5ml Reaktionsgefal3e Uberfiihrt, in die zuvor bereits je 600ul Medium aus
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der entsprechenden Vertiefung der Mikrotiterplatte vorgelegt worden waren. Die
ReaktionsgefaBe wurden nun 5 Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Die am GefalRboden verbliebenen Zellen wurden in je 100pl 1xSDS-Lysepuffer
mit 1% 1xProteinase-Inhibitor-Cocktail und 10% Natriumorthovanadat (5 mM) als
Phosphataseinhibitor aufgenommen und somit vollstandig lysiert. Die hierbei aus dem
Zellkern freigesetzte hochviskose DNA fuhrte zu einer stark zahflissigen Konsistenz der
Probe und machte eine Wiederverflissigung durch DNA-Fragmentierung im Ultraschall
notig, um die Zelllysate problemlos in der nachfolgenden SDS-PAGE auf das Gel
auftragen zu kénnen. Zur DNA-Fragmentierung wurde jedes Zelllysat im Ultraschallgerat
(Branson Digital 250-D) einer Amplitude von 10%, einer Impulslange von 0,1 Sekunde
und insgesamt 20 UltraschallstoRen ausgesetzt. Im Anschluss wurden die Lysate, die bis
jetzt wahrend allen Arbeitsschritten auf Eis gelagert waren, 5 Minuten auf 95°C erhitzt und
so die Proteine denaturiert.

Die auf diese Weise aufbereiteten Zelllysate dienten nun zur Analyse der Proteine a-SMA,
GAPDH, p-Smad2 und p-Smad3, bei denen eine Trennung von Kern und Zytosol nicht
notwendig ist, um ein aussagekraftiges Ergebnis zu erhalten.

Zur spezifischen Untersuchung des Transkriptionsfaktors NFkBp65 wurde zu den wie
oben abzentrifugierten Zellpellets der Zelllysepuffer "Kern A", der zwar die
Zellmembranen zerstort, jedoch die Kernmembran verschont, zusammen mit den
Protease- und Phosphataseinhibitoren zugegeben. Die Lysate wurden nun 15 Minuten auf
Eis belassen und in dieser Zeit dreimal gut vermischt. AnschlieBend wurden die 1,5ml
Reaktionsgefae 1 Minute bei 10000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in
weitere Reaktionsgefal3e uberflhrt, mit 1xLammli versetzt und 5 Minuten bei 95°C
gekocht. Die verbliebenen Kernpellets wurden in "Kern B" geldst, welches die
Kernmembranen zerstort. AnschlieRend wurde ebenfalls 1xL&mmli mit Protease- und
Phosphataseinhibitoren  zugegeben. Die Lysate wurden bei gleichbleibenden
Einstellungen mit Ultraschall behandelt und anschlieBend fiir 5 Minuten auf 95°C erhitzt.
Auf diese Weise konnte die nukledare Akkumulation des Transkriptionsfaktors NFkBp65
nach Zytokinstimulation mit Hilfe der Kernfraktion, im Gegensatz zu obiger unfraktionierter

Zelllyse, exakt bestimmt werden.

3.2.7.2. Protein SDS-PAGE

Mit Hilfe der Sodium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
werden Proteine nach ihrer Gréf3e und Ladung im elektrischen Feld aufgetrennt. Hierfir

wurde ein Polyacrylamidgel als Trennmedium und SDS (Sodium-Dodecylsulfat) als
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anionisches Tensid verwendet, das an die im Zelllysat enthaltenen Proteine bindet und
ihnen eine negative Ladung verleiht. Wird nun Spannung angelegt, wandern die Proteine,
deren Eigenladung durch das SDS Uberdeckt wurde, entsprechend ihrer Grof3e und
Negativitat der Ladung unterschiedlich schnell Richtung Anode und trennen sich
dementsprechend auf.

Fur die Experimente wurden 12% Polyacrylamid-Trenngele und 5% Sammelgele mit einer
Geldicke von 1,5mm verwendet. Von den 15 Taschen des Gels wurde in die erste 3l
Marker gegeben, um die Proteine anhand ihrer GroRe identifizieren zu kdnnen. Die
restlichen Taschen enthielten jeweils 20ul Zelllysat. AnschlieRend wurde fir die ersten 30
Minuten eine Spannung von 80V angelegt. Wahrend dieser Zeit passierten die Proteine
das Sammelgel und wurden dort aufkonzentriert. Dies ermdglichte eine hohe
Trennschérfe der Banden. Im Trenngel wurde die Spannung fur ungefahr 1,5h auf 160V
erhoht. Wahrend der gesamten Durchfiihrung der SDS-PAGE standen die Laufkammern

auf Eis.

3.2.7.3. Wet Blot

Der sich anschlieBende Wet Blot diente dazu, die Proteine aus dem Laufgel senkrecht auf
eine Polyvinylidenfluorid (PVDF) Membran zu Gbertragen. Dazu wurde ein Stapel aus drei
in Transferpuffer getrankten Whatman-Filterpapieren verwendet, auf den eine PVDF-
Membran gelegt wurde. Auf diese wurden das 10 Minuten in Transferpuffer geschwenkte
Laufgel und darauf wiederum drei mit Transferpuffer getrdnkte Whatman-Filterpapiere
geschichtet (s. Abbildung 17). Die PVYDF-Membran wurde vor Verwendung mittels Ethanol
aktiviert und anschlie@end 2 Minuten in destillietem Wasser und 5 Minuten in
Transferpuffer geschwenkt. Der fertige Stapel wurde zur Vermeidung von
Ubertragungsfehlern durch Luftblasen glattgestrichen und in eine Blotzelle eingeklemmt.
An die mit Transferpuffer gefilliten Kammern wurde jeweils eine Spannung von 200mA fiir

3h angelegt.

E  <chvwamm an Kathode
3 Filterpapiere
Transfer \ | SDS-Laufgel
PVDF-Membran

3 Filterpapiere

Schwamm an Anode

Abbildung 17: Darstellung des "Sandwich-Prinzips" beim Aufbau des Wet-Blot Transfersystems
Die Proteine werden hierbei senkrecht zum elektrischen Feld der SDS-PAGE Richtung Anode auf
die PVDF-Membran Ubertragen.
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Nach dem Transfer wurden die Membranen, zur Reduktion unspezifischer
Antikorperbindungen in den folgenden Schritten, zunachst 30 Minuten in 5% Milchpulver
in TBS/T geschwenkt und anschlieend nochmal fir 3 x 10 Minuten in reinem TBS/T

gewaschen.

3.2.7.4. Immundetektion und Quantifizierung der Proteinmenge

Zur ldentifikation der Proteinbanden auf der PVDF-Membran wurde das Verfahren der
Immundetektion verwendet, bei dem die Proteine durch eine antikérpervermittelte
Chemilumineszenzreaktion visualisiert werden (s. Abbildung 18). Hierzu fand zunachst
tber Nacht bei 4°C eine Inkubation der Membranen mit jeweils einem bestimmten
Primarantikorper (s. 3.1.7., Tabelle 6) statt. Damit die mono- oder polyklonal gewonnenen
Primarantikorper dabei gleichméafig an die spezifischen Epitope ihres Proteins binden
konnen, wurden die Membranen wahrend der Inkubationszeit in 50ml Zentrifugenréhrchen
(Falcon), welche je 5ml Primarantikérperverdiinnung enthielten, gelegt und diese zur
gleichméaRigen Benetzung der Membranen auf einem Rollator (Rollermixer SRT9)
gedreht. Am nachsten Tag wurden unspezifische Bindungen durch einen 3 x 10-mindtigen
Waschschritt in reinem TBS/T entfernt. Es folgte nun eine weitere, zweistlindige
Inkubation der Membranen auf einem Rollator bei Raumtemperatur mit einem HRP
(Horseradish Peroxidase)- gekoppelten Sekundarantikorper, der an den Fc-Teil der
Primarantikérper band. Nach einem weiteren Waschschritt von 3 x 10 Minuten in TBS/T
wurden pro Membran 600ul der ECL ("Enhanced Chemilumineszenz") - Entwicklungs-
[6sung zugegeben (300ul Loésung A, 300ul Losung B). ECL enthalt Luminol, einen
Chemilumineszenz-Farbstoff, der von der sekundarantikdrpergekoppelten Peroxidase als
Substrat erkannt und oxidiert wird. Bei dieser Oxidationsreaktion kommt es zur Emission
sichtbaren, blaulichen Lichts, das auf einem aufgelegten Rontgenfilm, nach Entwicklung in
der Dunkelkammer, schwarze Banden hinterldsst. Die Intensitat der Schwarzfarbung
korreliert hierbei mit der Menge des Proteins und der daran gebundenen

Sekundarantikorper, die eine entsprechend starke Lichtreaktion vermitteln.
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Luminol

Sekundarantikorper

Fc-Region

Primarantikérper

Membran

Abbildung 18: Prinzip der Immundetektion von Proteinen mittels Antikdrper-vermittelter
Chemilumineszenzreaktion

Nach abgeschlossener Entwicklung der Membranen in Hinsicht auf ein bestimmtes
Protein wurden die Membranen ein zweites Mal mit dem Primarantikorper GAPDH
(Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase) inkubiert. GAPDH ist ein im Gewebe und
daher in allen Proben gleichmaRig, dauerhaft und stark exprimiertes Protein und Enzym
der Glykolyse, das daher zum Nachweis einer gleichmaRigen Beladung der Taschen im
SDS-Gel verwendet werden kann. Es unterscheidet sich mit seiner GroRe von 36kDa
deutlich von der GroRRe der anderen untersuchten Proteine und konnte somit in einer
Zweitfarbung der gleichen Membran problemlos als Ladekontrolle identifiziert werden.
Nach gleichem Prinzip wurde als Ladekontrolle fur die Kernlysate in einer Zweitfarbung
das Gerustprotein des DNA-Doppelstrangs Histon H1 verwendet. Aufgrund der geringen
Histon H1 Expression und der nur schwach detektierbaren Signale wurde im Verlauf
jedoch auf das nukleare Filamentprotein Lamin A als Ladekontrolle fur Kernlysate
gewechselt.

Zur exakten Quantifizierung der Proteinmenge wurden die Rontgenfilme eingescannt und
mit Hilfe der AIDA Image Analyzer Software (Raytest, Straubenhardt) ausgewertet. Hierzu
wurden die Proteinbanden mit Analysekésten definierter Gré3e (siehe Abbildung 19 A)
umrandet und innerhalb dieser die Lichtintensitat der Pixel als Korrelat zur Proteinmenge
gemessen. Helligkeitsunterschiede der Pixel, die eventuell durch Hintergrundrauschen

verursacht worden waren, wurden durch die Formel

Proteinsignal des Zielproteins Z; bzw. Proteinsignal der Ladekontrolle L;=

Pixelhelligkeit des jeweiligen Analysekastens — Pixelhelligkeit des ,,Background“Kastens

herausgerechnet. Danach wurden die Banden des untersuchten Proteins jeweils mit den
entsprechenden Banden der Ladekontrolle nach der Formel
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Proteinsignal des Zielproteins Z;
Proteinsignal der Ladekontrolle L;

quantifiziertes Zielproteinsignal =

ins Verhaltnis gesetzt. Die quantifizierte Lichtintensitat (quantifiziertes Zielproteinsignal)
wurde im Anschluss auf der y-Achse der erstellten Diagramme aufgetragen (s. Abbildung
19 B).

Dieses Quantifizierungsverfahren ermdglichte das Herausrechnen selbst feinster
Ladeunterschiede. Somit konnte die Regulation der untersuchten Proteine nach

Zytokinstimulation sehr exakt auf die Wirkung derselben zurtickgefuhrt werden.

A) B

~—

0,8 -

0,6 -

0,5 -

a-SMA 0,2 -

0,1 1

Lichtintensitat (a-SMA/GAPDH) in [QL]

GAPDH

Abbildung 19:

A) Darstellung der Protein-Analysekéstchen 1 - 6 und des "Background"-Kastchens 7 (1 =
Kontrolle, 2 = IL-1B, 3 = TNF-a, 4 = TGF-p1, 5 = IL-1B + TGF-B1, 6 = TNF-a + TGF-p1). Innerhalb
dieser Késtchen wurden die Pixel an Hand der Intensitat ihrer Helligkeit ausgewertet.

B) Darstellung des nach obigen Formeln quantifizierten und auf die Ladekontrolle standardisierten
a-SMA Signals im Saulendiagramm. Fir jede a-SMA-Bande 1 - 6 wurde nach Subtraktion der
Backgroundintensitat der entsprechende Quotient mit der zugehdérigen Ladekontrollbande GAPDH
1 — 6 gebildet und das Ergebnis aufgetragen. Das somit errechnete Zielproteinsignal von a-SMA
korreliert in seiner Pixelhelligkeit (JQL] = Quanten Licht) direkt mit der exprimierten Proteinmenge
und ist durch die Normierung auf die Ladekontrolle in seiner Regulation direkt auf die Wirkung der
eingesetzten Zytokine zuriickzufiihren. Zahlen 1 - 6 unter den Saulen: 1 = Kontrolle, 2 = IL-1B3, 3 =
TNF-a, 4 = TGF-f1, 5 = IL-1B + TGF-B1, 6 = TNF-a + TGF-1.
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3.2.8. Transfektion der MSCs mittels RNA Interferenz

Die Transfektion ist ein zellbiologisches Verfahren zur Einschleusung genetischer
Information in eukaryotische Zellen. Wird die Information nur zeitweilig, z.B. Uber RNA
Interferenz, in die Zellen eingebracht, spricht man von einer "transienten Transfektion".
Bei dauerhafter Aufnahme genetischen Materials tber codierende Plasmideinschleusung
handelt es sich um eine "stabile Transfektion".

Bei der hier angewandten "transienten Transfektion" wurde die genetische Information als
si (small interfering) RNA durch Lipofektion in die MSCs eingebracht. Bei diesem
Verfahren wird die durch ihre Phosphatgruppen negativ geladene siRNA mit kationischem
Lipofektamin komplexiert und in Form von Liposomen via Endozytose in die Zellen
aufgenommen. Die im Zytoplasma wieder freigesetzte siRNA interagiert nun mit den ihr
komplementaren Basen der posttranskriptionellen mRNA des Genoms und verhindert
durch Initierung des proteasomalen Abbaus der mRNA spezifisch die Translation
bestimmter Gene.

Am ersten Versuchstag wurden die Zellen standardisiert, wie unter 3.2.3. beschrieben, auf
96-Well-Platten fur die anschlieBende Proliferationsbestimmung im Cellscreen und auf 6-
Well-Platten fur die nachfolgende Analyse im Western Blot in Standardmedium mit 20%
FCS ausgesat. Nach der Adhasion der Zellen Uber Nacht fand am zweiten Versuchstag
die Lipofektion statt. Hierfir wurden drei 1,5ml Reaktionsgefaf3e mit folgendem Inhalt

vorbereitet:

Gefald 1: DMEM-Medium (mit 1% Glutamin, 1% HEPES, ohne FCS und Antibiotika)
mit Lipofektamin 2000

Gefal 2: DMEM-Medium (mit 1% Glutamin, 1% HEPES, ohne FCS und Antibiotika)
mit Kontroll-siRNA

Gefal3 3: DMEM-Medium (mit 1% Glutamin, 1% HEPES, ohne FCS und Antibiotika)
mit Ziel-siRNA (siNFkBp65)

Fir einen Versuchsansatz auf 96-Well-Platten wurden in Gefald 1, 2 und 3 jeweils 12,5ul
Medium in obiger Zusammensetzung pro bendtigter Vertiefung zugegeben. Zu Gefal 1
wurde zusatzlich 0,25ul Lipofektamin 2000/Vertiefung zugefiigt. Zu Gefal 2 und 3 wurde
zusétzlich siRNA fir eine Endkonzentration von 20nM zur anschlieBenden Messung der
Spontanproliferation ohne Zytokinstimulation, bzw. in separaten Versuchen siRNA fur eine
Endkonzentration von 2nM zur anschlieenden Messung der Zellproliferation mit

begleitender Zytokinstimulation zugegeben. In den Stimulationsversuchen mit den pro-
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inflammatorischen Zytokinen wurde die niedriger dosierte Transfektion gewahlt, um die
basale NFkB Expression und damit die spontane Zellproliferation mdglichst wenig zu
beeinflussen.

Fur einen Versuchsansatz auf 6-Well-Platten zur anschlieBenden Western Blot Analyse
wurde das Transfektionssetting gemafl der veranderten Oberflache modifiziert und in
GefalR 1, 2 und 3 jeweils 200ul Medium/Vertiefung zugegeben, zu Gefald 1 zusatzlich 4ul
Lipofektamin 2000/Vertiefung und zu Gefall 2 und 3 zusatzlich siRNA fir eine
Endkonzentration von 20nM bzw. 2nM je nach zugehorigem Proliferationsversuch mit
bzw. ohne Zytokinstimulation.

Nach finfminttiger Inkubation der 3 Reaktionsansatze wurde der Inhalt aus Gefal3 1 zu
gleichen Teilen auf Gefald 2 und 3 aufgeteilt und fir weitere 30 Minuten inkubiert. Diese
Zeit diente zur oben beschriebenen Komplexierung der siRNA mit Lipofektamin 2000. Als
Negativkontrolle, "mock”, wurde die "AllStars Negative Control siRNA" (Qiagen)
verwendet, um unspezifische Effekte und zytotoxische Veranderungen durch den
Transfektionsprozess und die siRNA per se identifizieren zu kénnen. Ebenfalls wurde eine
Vertiefung als Negativkontrolle vollstandig unbehandelt belassen.

Wahrend der 30-minitigen Inkubationszeit der Reagenzien wurde auf den
Mikrotiterplatten der MSCs das Standardmedium von der Aussaat mit 20% FCS durch
50ul/Vertiefung auf den 96-Well-Platten und 800pl/Vertiefung auf den 6-Well-Platten
DMEM Medium ohne Antibiotika und FCS, aber mit Supplementierung von 2mM Glutamin
und 10mM HEPES ersetzt. Danach wurden die siRNA-Liposomen-Gemische aus Gefal3 2
und 3 mit 25ul bzw. 400ul pro Vertiefung je nach Plattenformat auf die MSCs gegeben
und die Mikrotiterplatten 3h im Brutschrank inkubiert. AnschlieRend wurden zusétzlich in
jede Vertiefung 200ul bzw. 4ml, je nach Plattenformat, DMEM Medium mit 10% FCS,
ohne Antibiotika und mit je 2mM Glutamin und 10mM HEPES gegeben.

Am dritten Versuchstag wurde das Medium gewechselt und 100pl/Vertiefung im 96-Well-
Format und 2ml/pro Vertiefung im 6-Well-Format Standardmedium mit 10% FCS
verwendet. Im  Anschluss wurde auf den 96-Well-Platten die erste
Proliferationsbestimmung vorgenommen. Bei der Versuchsreihe mit Zytokinstimulation
wurden zusatzlich 6h nach Mediumwechsel alle Mikrotiterplatten mit den pro-
inflammatorischen Zytokinen stimuliert. Die siRNA gegen NFkBp65 hatte folglich bis zum
Stimulationszeitpunkt 24h Zeit, um mit dem NFkB-Signalweg zu interferieren. Weitere
Proliferationsmessungen wurden im 24h-Rhythmus im Cellscreen durchgefiihrt und somit
der Interaktionseffekt zwischen siRNA und dem NFkB-Signalweg auf die

Wachstumsgeschwindigkeit der Zellen aufgezeichnet.
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Auf den 6-Well-Platten wurden 2h nach Stimulation fur die Untersuchung des
Transkriptionsfaktors NFkBp65 und 48h nach Stimulation fiir die Untersuchung des

zytoskelettalen Proteins a-SMA Zellpellets zur Analyse im Western Blot gewonnen.

3.2.9. Statistische Methoden

Um die statistische Signifikanz der Proliferationsmessungen zu berechnen, wurden alle
Messwerte gleich stimulierter Vertiefungen einer Zellkultur, sowie alle an einer identischen
MSC-Kultur durchgefuhrten Einzelversuche gemittelt und geprift, ob sich die mittlere
Differenz zweier verbundener Stichproben signifikant von Null unterscheidet (gepaarter t-
Test nach Student). Zum Vergleich von mehr als zwei Stichproben wurde die
Varianzanalyse ANOVA ("Analysis of Variance"; SigmaStat, Jandel Scientific)
angewendet. Des Weiteren wurde grundséatzlich eine Adjustierung flr multiples Testen
(nach Bonferoni) vorgenommen. Eine statistische Analyse verschiedener MSC-Kulturen
unter identischen experimentellen Bedingungen erfolgte u.a. mit Hilfe eines gemischten,
linearen Modells mit Random Effekt (Schatzung mittels R Package Ime4 [1]), mittels
Wilcoxon Signed Rank Test oder ebenfalls mittels gepaartem t-Test nach Student. Diese
kulturiibergreifenden Analysen wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Jan
Gertheiss, Technische Universitdt Clausthal, Institut fir Angewandte Stochastik und
Operations Research/Gertheiss Groll Consulting durchgefihrt. Hierfir wurde fur alle
Berechnungen das Statistik-Programm R [3] angewendet.

Das statistische Signifikanzniveau wurde fur alle Analysen bei p<0,05 festgelegt.
Unterschiede mit einer dementsprechend niedrigen Fehlerwahrscheinlichkeit von p<0,05
wurden daher als statistisch signifikant bezeichnet und mit * markiert. Lag das
Signifikanzniveau bei p<0,01 wurde eine Markierung mit ** und bei einem

Signifikanzniveau mit p<0,001 mit *** angebracht.
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4.1. Einfluss der BPD-assoziierten Zytokine IL-18, TNF-a, IL-6, IL-8 und
TGF-B1 auf die phanotypischen Eigenschaften von MSCs aus dem

Trachealsekret Frihgeborener

Zwischen der Prasenz von mesenchymalen Stromazellen (MSC - engl.: ,mesenchymal
stromal cell’) im Trachealsekret Frihgeborener und der Entwicklung einer
bronchopulmonalen Dysplasie, der Dauer der Beatmung und dem Sauerstoffbedarf des
jeweiligen Kindes konnte ein bedeutender Zusammenhang nachgewiesen werden
(Hennrick, Keeton et al. 2007, Popova, Bozyk et al. 2010). In der vorgelegten Arbeit
wurden diese Zellen aus dem Trachealsekret beatmeter Frihgeborener mit einem
Gestationsalter unter 29+0 vollendeten Schwangerschaftswochen isoliert (s. 1.2.4. und
3.2.2.1). In Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass nicht,
wie bei Popova et al. beschrieben, die alleinige Prasenz von MSCs im Trachealsekret mit
dem Auftreten der BPD assoziiert ist (Popova, Bozyk et al. 2010), sondern, dass eine
Dysregulation des Phéanotyps bei den Kindern vorliegt, die spater eine schwere Form der
BPD entwickeln. Das Ausmald der Dysregulation korrelierte hierbei mit dem Schweregrad
der BPD: Das Vorliegen von MSCs mit hoher Spontanproliferation, hoher basaler
Expression des Transkriptionsfaktors NFkB und geringem intrazellularen Gehalt des
zytoskelettalen Proteins a-SMA war dabei mit einem schlechteren pulmonalen Outcome
assoziiert, als die Prdsenz von MSCs mit niedriger Spontanproliferation, gleichzeitig
héherem intrazelluldren Gehalt von a-SMA und niedriger basaler Expression von NFkB
(Reicherzer et al. 2016).

Da die pulmonale Inflammationsreaktion die zentrale Dysregulation in der Pathogenese
der BPD darstellt (s. 1.2.3.), ist es besonders interessant einen moglichen
Zusammenhang zwischen der Dysregulation der phanotypischen Eigenschaften der
MSCs und dem Entzindungsprozess als potentielle Ursache zu Uberprifen. Im
Folgenden wurde daher die Wirkung der in Vorstudien durch andere Arbeitsgruppen
identifizierten, fuhrenden pro-inflammatorischen Zytokine der pulmonalen
Inflammationsreaktion, Interleukin-1B (IL-1B8), Tumor Necrosis Factor - alpha (TNF-a),
Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-8 (IL-8) (Bose, Dammann et al. 2008, Ambalavanan,
Carlo et al. 2009) auf die MSCs untersucht. Insbesondere wurden die Effekte auf das
Apoptose- und Proliferationsverhalten der MSCs sowie auf die Expression des
Transkriptionsfaktors Nuclear Factor-kB (NFkB) und die Regulation von a-Smooth Muscle
Actin (a-SMA) evaluiert.
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Zusétzlich zu den pro-inflammatorischen Zytokinen wurde die Wirkung des Transforming
Growth Factors - betal (TGF-B1) auf die phanotypischen Eigenschaften der MSCs
untersucht. Dieser Faktor, der besonders zur Reparatur geschadigten Gewebes dient,
fuhrt einerseits bei Ubermagiger, reaktiver Freisetzung zur fibrotischen Umstrukturierung
des Lungengewebes und wirkt daher sowohl bei der Lungenerkrankung des
Frihgeborenen als auch bei Lungenerkrankungen im  Erwachsenenalter
krankheitsverstarkend (Bartram and Speer 2004), andererseits wirkt TGF-B1 Uber seinen
anti-inflammatorischen Effekt auch protektiv und inhibiert die Synthese der pro-
inflammatorischen Zytokine (Bose, Dammann et al. 2008) (s. auch 1.2.3.3.).

Tabelle 8 gibt einen Uberblick uber die klinischen Charakteristika der Friihgeborenen,

deren MSC-Isolate fir die nachfolgenden Untersuchungen verwendet wurden.

) Geburts- Invasive Mechanische
MSC | Geschlecht Gestations- gewicht Beatmung | Atemunterstiit- BPD-
Alter [Tage] Grad
[Gramm] [Tage] zung [Tage]
10 weiblich 171 740 18 51 mild
16 mannlich 166 560 39 82 mild
19 mannlich 176 680 16 65 mild
20 méannlich 185 770 30 91 schwer
21 mannlich 176 840 30 78 schwer
22 mannlich 176 690 45 114 schwer
24 weiblich 170 600 99 208 schwer
25 mannlich 189 1050 22 81 schwer
28 méannlich 192 850 27 87 schwer
29 méannlich 169 550 42 100 moderat
30 mannlich 170 650 38 83 moderat
32 weiblich 169 450 1 Tod
34 weiblich 179 540 19 76 moderat
36 weiblich 184 870 1 48 mild
37 weiblich 169 650 24 70 mild
45 weiblich 159 530 50 80 schwer
47 weiblich 178 540 47 91 mild
49 méannlich 183 570 29 80 schwer
50 mannlich 168 620 Tod
51 méannlich 177 760 21 86 moderat
52 méannlich 177 710 21 70 moderat
54 weiblich 169 590 19 66 mild
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55 weiblich 169 600 30 74 schwer
59 weiblich 175 700 27 80 moderat

Tabelle 8: klinische Charakteristika der Frilhgeborenen, deren MSC-Isolate fur die Studien
verwendet wurden.

MSC (,mesenchymale Stromazelle” / engl.: ,mesenchymal stromal cell”’): Kultur eines bestimmten
Frihgeborenen mit entsprechender Patientennummer; BPD-Grad: Einteilung nach der Definition
nach A. Jobe und E. Bancalari in mild, moderat und schwer (Jobe and Bancalari 2001). Bei Tod
des Fruhgeborenen existieren keine Angaben zum Ende der Intubations- und Beatmungszeit.

4.1.1. Einfluss von IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-8 und TGF-B1 auf das

Apoptoseverhalten von MSCs

Um den Effekt der pro-inflammatorischen Zytokine auf das Apoptoseverhalten von
mesenchymalen Stromazellen aus dem Trachealsekret Frihgeborener zu beurteilen,
wurden MSC-Isolate verschiedener Frilhgeborener mit unterschiedlichen Schweregraden
der BPD mit den Zytokinen IL-1B, TNF-qa, IL-6, IL-8 und TGF-B1 stimuliert und nach 48h
die absolute Apoptoserate (Anteil der apoptotischen MSCs an allen MSCs in %) mit Hilfe
der Propidiumiodid-abhangigen Farbemethode nach Nicoletti bestimmt (s. 3.2.3. und
3.2.6.).

Die Stimulation mit IL-18 fuhrte weder bei wiederholten Einzelexperimenten an der
identischen MSC-Kultur, noch in Einzelexperimenten an MSC-Isolaten unterschiedlicher
Frihgeborener zu einer Anderung der absoluten Apoptoserate im Vergleich zur Kontrolle.
Dementsprechend wies die zusammenfassende statistische Analyse aller stimulierten
MSC-Kulturen (s. Abb. 20 A) keine statistisch signifikante Anderung der Apoptoserate
durch IL-1B auf. Analog zu IL-1B bewirkten weder die Stimulation mit den pro-
inflammatorischen Zytokinen TNF-a, IL-6 und IL-8, noch die zuséatzlich erfolgten
Experimente mit TGF-B1 Stimulation eine Anderung der Zellapoptose der MSC-Kulturen
(s. Abb. 20 B, C, D, E). Das Ergebnis der kulturibergreifenden, zusammenfassenden
Analysen aller durchgeflihrten Stimulationen zeigte folglich fir keines der eingesetzten
Zytokine einen signifikanten Unterschied der absoluten Apoptoserate nach Stimulation im
Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (s. Abb. 20 A, B, C, D, E).

Zusammenfassend kann daher festgehalten werden, dass weder die pro-
inflammatorischen Zytokine IL-1B, TNF-a, IL-6 und IL-8, noch TGF-B1 die Apoptoserate

von MSCs aus dem Trachealsekret beatmeter Friihgeborener beeinflussen.

56



Ergebnisse

A) B) C)
s 100 - s 100 - s 100 -
< 90 - S 90 £ 90 A
Q Q [«}]
S 80 - 2 80 - @ go
k= F= k=
o 70 4 o 70 1 o 70 A
Q. Q. Q.
< 60 - < 60 - < 60 -
9 o 2
3 50 - 3 50 - n.s. 3 50 - n.s.
2 40 1 s 2 40 1 2 40 1
Z — £ Z
< 39 4 30 - 30 -
20 - 20 - 20 -
10 10 10 -
0 - 0 - 0 -
Co IL-1B Co TNF-a Co IL-6
) E)
e 100 - se 100 -
£ 90 1 £ 90 -
Q Q
2 80 - S 80 -
& 70 - g 70 -
Q. Q.
< 60 - < 60 -
o ]
S 50 n.s. S 50 - n.s.
° (o]
§ 40 - @ 40
< 30 - < 30 -
20 - 20 -
10 - 10 -
0 - 0
Co IL-8 Co TGF-1

Abbildung 20: Kein signifikanter Unterschied der absoluten Apoptoserate nach Stimulation der
MSCs mit IL-1B, TNF-q, IL-6, IL-8 oder TGF-B1 im Vergleich zu den unstimulierten Kontrollzellen
48h nach Stimulation verschiedener MSC-Kulturen mit 100ng/ml IL-18 (20 A; n = 4 Experimente),
300ng/ml TNF-a (20 B; n = 6 Experimente), 100ng/ml IL-6 (20 C; n = 5 Experimente), 300ng/ml IL-
8 (20 D; n = 3 Experimente) oder 10ng/ml TGF-f1 (20 E; n = 4 Experimente) erfolgte die
durchflusszytometrische Bestimmung der absoluten Apoptoserate nach Nicoletti (fir Details s.
3.2.3. und 3.2.6.). Die Experimente wurden, nach Berechnung der Mittelwerte identischer MSC-
Kulturen, fur die statistische Analyse kulturibergreifend zusammengefasst, der Standardfehler
berechnet und die statistische Analyse mittels gepaartem t-Test zum Niveau 5% durchgefihrt.
Signifikant: p<0,05; n.s. = nicht signifikant; Co = Kontrolle.
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4.1.2. Einfluss von IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-8 und TGF-1 auf das
Proliferationsverhalten von MSCs

Da in Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe (s. 1.2.4., Abb. 10) bereits gezeigt werden
konnte, dass der Proliferationsindex (Bedeckung zum Zeitpunkt t[x]J/Anfangsbedeckung
zum Zeitpunkt t[0]) der aus dem Trachealsekret isolierten MSCs direkt mit der Anzahl der
Tage invasiver Beatmung und der Schwere der BPD-Erkrankung korreliert (Reicherzer et
al. 2010), wurde nun der Einfluss der zentralen Zytokine der pulmonalen
Inflammationsreaktion IL-1B3, TNF-a, IL-6, IL-8 und TGF-B1 auf das Wachstumsverhalten
der MSCs untersucht.

Unter standardisierten Bedingungen, die identisch zu den Versuchsbedingungen der
Apoptosemessungen beziglich Aussaat, Mediumwechsel und Zytokinstimulation gewahlt
wurden (s. 3.2.3.), wurde das MSC-Wachstum, wie unter 3.2.4. beschrieben, mittels
automatisierter, repetitiver, lichtmikroskopischer Messung im Cellscreen auf 96-Well-
Platten aufgezeichnet. Der durch MSCs bedeckte Anteil der Vertiefungsflache wurde
jeweils in % der gesamten analysierten Vertiefungsflache abgebildet. Die erste Messung
zum Startzeitpunkt t[0] erfolgte zur Aufzeichnung der initialen Wellbedeckung kurz vor
Zyokinstimulation, danach in 24 - stindigen Intervallen zur Detektion Zytokin-induzierter
Wachstumsunterschiede.

Fur jedes Zytokin schlossen die Untersuchungen Stimulationen der Kultur MSC 19
reprasentativ fur ein Kind mit milder BPD ein (Abb. 21 A - 25 A) sowie Stimulationen der
Kultur MSC 22 reprasentativ fur ein Kind mit schwerer BPD (Abb. 21 B - 25 B). Zusatzlich
wurden weitere MSC-Isolate verschiedener Frihgeborener stimuliert und das
kulturibergreifende Ergebnis aller durchgefiihrten Stimulationen analysiert (Abb. 21 C -
25 C und 21 D - 25 D) (fur klinische Charakteristika der Friihgeborenen s. 4.1., Tab. 8).

Nach Stimulation von MSCs aus dem Trachealsekret Frihgeborener mit dem pro-
inflammatorischen Zytokin IL-13 wiesen sowohl die Zellen der Kultur MSC 19 (Abb. 21 A),
als auch die Zellen der Kultur MSC 22 (Abb. 21 B) eine beschleunigte Zellproliferation auf,
die sich ab dem Zeitpunkt 72h nach Stimulation bis zum Endzeitpunkt 120h nach
Stimulation signifikant von der Spontanproliferation der unstimulierten Kontrollzellen
unterschied. Zum Endzeitpunkt 120h war die mittlere Flachenbedeckung in den mit IL-13
stimulierten Wells der Kultur MSC 19 (21 A) um 31% bzw. bei MSC 22 (21 B) um 21%
héher als die der Kontrollvertiefungen.

Der wachstumsférdernde Effekt des pro-inflammatorischen Zytokins IL-1$ konnte auch in
den kulturibergreifenden Analysen von Untersuchungen an n = 11 MSC-Kulturen
verschiedener Frihgeborener reproduziert werden (21 C und 21 D). Das deutlich

beschleunigte Wachstum der mit IL-1B stimulierten Zellen resultierte in einer um 22%
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dichteren Wellbedeckung zum Endzeitpunkt 120h (21 C). Zu den Zeitpunkten 72h und
96h nach Stimulation unterschied sich die mittlere Wellbedeckung der stimulierten MSCs
signifikant sowie nach 120h mit einem p<0,001 hochsignifikant von der mittleren
Wellbedeckung der Kontrolle (21 C). Ebenfalls fuhrte die stetige Mehrproliferation der
stimulierten Zellen gegenlber der zugehdrigen Kontrolle Uber den zeitlichen Verlauf zu
einer kontinuierlichen Zunahme des Wachstumsunterschieds "IL-13 vs. Co" fur jede MSC-
Kultur (21 D; bunte Linien). Ein fester, positiver, kulturibergreifender linearer Zeit-Effekt
nach IL-1B Stimulation (21 D; schwarze Linie) konnte nachgewiesen werden und war mit
einem p<0,001 hochsignifikant.

Der proliferationsinduzierende Effekt von IL-1B konnte somit kulturiibergreifend an MSC-
Kulturen verschiedener Friihgeborener und unabhéngig vom Schweregrad der BPD

gezeigt werden.
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Abbildung 21: Steigerung der MSC-Proliferation durch Stimulation mit IL-13

Analyse des Wachstumsverhaltens von MSC-Kulturen nach Stimulation mit 200ng/ml IL-13 mittels
repetitiver Messung der Flachenbedeckung im Cellscreen. Prasentation der Ergebnisse nach
Normierung der Wellbedeckung der stimulierten Zellen auf die Wellbedeckung der Kontrolle zum
Startzeitpunkt t[0] (fir Details s. 3.2.3. und 3.2.4.).

21 A fasst n = 10 Stimulationen an der Kultur MSC 19 zusammen. 21 B fasst n = 9 Stimulationen
an der Kultur MSC 22 zusammen. 21 C zeigt die kulturibergreifende Analyse von n = 11 Kulturen
verschiedener Friilhgeborener (MSC 10, 24, 29, 30, 37, 45, 47, 49, 50, 19 und 22). Die statistische
Analyse erfolgte in 21 A, 21 B und 21 C nach Bildung der Mittelwerte der Einzelexperimente fur
jede Zellkultur und Berechnung der Standardfehler zu jedem Zeitpunkt t[0-120]h mit Hilfe des
gepaarten t-Tests. Fur 21 A - C gilt die Kennzeichnung signifikanter Unterschiede zum Niveau 5%,
1% bzw. 0,1% mit *(p<0,05), **(p<0,01), ***(p<0,001). Die mit * gekennzeichneten
Wachstumsunterschiede "Co vs. IL-18" zum Zeitpunkt t[x] sind auch nach Bonferoni - Adjustierung
fur multiples Testen signifikant.

21 D) Analyse des Proliferationsunterschieds Zytokin-stimulierter MSCs gegeniiber unstimulierten
Kontrollzellen durch Berechnung der Wachstumsdifferenz "IL-1B - Co" unter Einschluss aller mit IL-
1B stimulierten n = 11 MSC-Kulturen (MSC 10, 24, 29, 30, 37, 45, 47, 49, 50, 19 und 22). Die
Stimulationsergebnisse identischer Zellkulturen wurden fur jeden Zeitpunkt t[0-120]h gemittelt und
ein lineares gemischtes Modell (R Package Ime4 [1]) mit festem Zeit-Effekt und Zellkultur-
spezifischem Random Slope zur Bericksichtigung der Abhangigkeiten innerhalb einer Zellkultur
angepasst. Bunte Linien: pro MSC-Kultur gemittelte Wachstumsdifferenz "IL-1p - Co" Uber die Zeit.
Schwarze dicke Linie: fester linearer Zeit-Effekt (kulturibergreifend), der mit einem p<0,001
statistisch hochsignifikant ist.

Entsprechend der Stimulation mit IL-1B fihrte TNF-a zu einer signifikant beschleunigten
Zunahme der Well-Bedeckung als Zeichen einer erhdohten Wachstumsgeschwindigkeit der
stimulierten MSCs im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle. Fir MSC 19 (22 A) und MSC
22 (22 B) zeigte sich der Proliferationsunterschied zu den Zeitpunkten 72h, 96h und 120h
nach Stimulation mit TNF-a dreimalig signifikant. Zum Endzeitpunkt 120h war die mittlere
Wellbedeckung der stimulierten Zellen der Kultur MSC 19 um 40%, die der Kultur MSC 22
um 24% dichter als die Wellbedeckung der unstimulierten Kontrolle. Dieses Ergebnis
konnte in den kulturiibergreifenden Analysen aus n = 11 mit TNF-a stimulierten MSC-
Kulturen verschiedener Frihgeborener reproduziert werden: Es war sowohl die absolute
Wellbedeckung in den stimulierten Vertiefungen zum Endzeitpunkt 120h mit 23%
statistisch signifikant gegenlber den spontan proliferierenden MSCs erhoht (22 C), als
auch eine kontinuierliche Zunahme des Proliferationsunterschieds "TNF-a vs. Co" flr die
stimulierten MSC-Kulturen nachweisbar (22 D; bunte Linien). Ein fester, linearer, positiver
Zeit-Effekt konnte kulturiibergreifend detektiert werden und war mit einem p<0,05

statistisch signifikant (22 D; schwarze Linie).
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Abbildung 22: Steigerung der MSC-Proliferation durch Stimulation mit TNF-a

Analyse des Wachstumsverhaltens von MSC-Kulturen nach Stimulation mit 300ng/ml TNF-a
mittels repetitiver Messung der Flachenbedeckung im Cellscreen. Prasentation der Ergebnisse
nach Normierung der Wellbedeckung der stimulierten Zellen auf die Wellbedeckung der Kontrolle
zum Startzeitpunkt t[0] (fur Details s. 3.2.3. und 3.2.4.).

22 A fasst n = 10 Stimulationen an der Kultur MSC 19 zusammen. 22 B fasst n = 5 Stimulationen
an der Kultur MSC 22 zusammen. 22 C zeigt die kulturibergreifende Analyse von n = 11 Kulturen
verschiedener Friihgeborener (MSC 10, 24, 29, 30, 37, 45, 47, 49, 50, 19 und 22). Die statistische
Analyse erfolgte in 22 A, 22 B und 22 C nach Bildung der Mittelwerte der Einzelexperimente fur
jede Zellkultur und Berechnung der Standardfehler zu jedem Zeitpunkt t[0-120]h mit Hilfe des
gepaarten t-Tests. Flir 22 A - C gilt die Kennzeichnung signifikanter Unterschiede zum Niveau 5%
mit *(p<0,05). Die mit * gekennzeichneten Wachstumsunterschiede "Co vs. TNF-a" zum Zeitpunkt
t[x] sind auch nach Bonferoni - Adjustierung fur multiples Testen signifikant.

22 D) Analyse des Proliferationsunterschieds Zytokin-stimulierter MSCs gegeniiber unstimulierten
Kontrollzellen durch Berechnung der Wachstumsdifferenz "TNF-a - Co" unter Einschluss aller mit
TNF-a stimulierten n = 11 MSC-Kulturen (MSC 10, 24, 29, 30, 37, 45, 47, 49, 50, 19 und 22). Die
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Stimulationsergebnisse identischer Zellkulturen wurden fur jeden Zeitpunkt t[0-120]h gemittelt und
ein lineares gemischtes Modell (R Package Ime4 [1]) mit festem Zeit-Effekt und Zellkultur-
spezifischem Random Slope zur Berlicksichtigung der Abhangigkeiten innerhalb einer Zellkultur
angepasst. Bunte Linien: pro MSC-Kultur gemittelte Wachstumsdifferenz "TNF-a - Co" Uber die
Zeit. Schwarze dicke Linie: fester linearer Zeit-Effekt (kulturibergreifend), der mit einem p<0,05
statistisch signifikant ist.

Die Stimulation der Kulturen MSC 19 und MSC 22 mit dem Zytokin IL-6 filhrte zum
Endzeitpunkt 120h mit einer um 17% (23 A/MSC 19) bzw. 16% (23 B/MSC 22) htéheren
Wellbedeckung der stimulierten Vertiefungen im Vergleich zur Kontrolle ebenfalls zu einer
deutlich, jedoch nicht signifikant beschleunigten  Zellproliferation. In  der
kulturiibergreifenden Analyse der absoluten Wellbedeckungen von n = 8 MSC-Kulturen
(23 C) war die mittlere Wellbedeckung der mit IL-6 stimulierten Zellen zum Zeitpunkt 120h
mit 15% signifikant gegentber der Kontrolle erhéht (23 C). Nach Betrachtung jeweils der
einzelnen Proliferationsunterschiede der mit IL-6 stimulierten Zellen gegeniiber den
Kontrollen  durch  Differenzbildung "IL-6 - Co" (23 D; bunte Linien:
Proliferationsunterschiede der einzelnen MSC-Kulturen) ergab sich in Summe ein
statistisch signifikanter, kulturibergreifender positiver linearer Zeit-Effekt mit p<0,001 (23
D; schwarze Linie).
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Abbildung 23: Steigerung der MSC-Proliferation durch Stimulation mit IL-6

Analyse des Wachstumsverhaltens von MSC-Kulturen nach Stimulation mit 100ng/ml IL-6 mittels
repetitiver Messung der Flachenbedeckung im Cellscreen. Présentation der Ergebnisse nach
Normierung der Wellbedeckung der stimulierten Zellen auf die Wellbedeckung der Kontrolle zum
Startzeitpunkt t[0] (fir Details s. 3.2.3. und 3.2.4.).

23 A fasst n = 5 Stimulationen an der Kultur MSC 19 zusammen. 23 B fasst n = 6 Stimulationen an
der Kultur MSC 22 zusammen. 23 C zeigt die kulturibergreifende Analyse von n = 8 Kulturen
verschiedener Friihgeborener (MSC 10, 30, 45, 47, 49, 50, 19 und 22). Die statistische Analyse
erfolgte in 23 A, 23 B und 23 C nach Bildung der Mittelwerte der Einzelexperimente fiir jede
Zellkultur und Berechnung der Standardfehler zu jedem Zeitpunkt t[0-120]h mit Hilfe des gepaarten
t-Tests. Fur 23 A - C gilt die Kennzeichnung signifikanter Unterschiede zum Niveau 5% bzw. 1%
mit *(p<0,05) bzw. **(p<0,01). Die mit * gekennzeichneten Wachstumsunterschiede "Co vs. IL-6"
zum Zeitpunkt t[x] sind auch nach Bonferoni - Adjustierung fur multiples Testen signifikant.

23 D) Analyse des Proliferationsunterschieds Zytokin-stimulierter MSCs gegeniiber unstimulierten
Kontrollzellen durch Berechnung der Wachstumsdifferenz "IL-6 - Co" unter Einschluss aller mit IL-6
stimulieten n = 8 MSC-Kulturen (MSC 10, 30, 45, 47, 49, 50, 19 und 22). Die
Stimulationsergebnisse identischer Zellkulturen wurden fur jeden Zeitpunkt t[0-120]h gemittelt und
ein lineares gemischtes Modell (R Package Ime4 [1]) mit festem Zeit-Effekt und Zellkultur-
spezifischem Random Slope zur Berticksichtigung der Abhangigkeiten innerhalb einer Zellkultur
angepasst. Bunte Linien: pro MSC-Kultur gemittelte Wachstumsdifferenz "IL-6 - Co" Uber die Zeit.
Schwarze dicke Linie: fester linearer Zeit-Effekt (kulturibergreifend), der mit einem p<0,001
statistisch hochsignifikant ist.

Bezuglich der MSC-Stimulation mit IL-8 zeigten sich heterogene Ergebnisse. An der
Kultur MSC 19 zeigte sich entsprechend dem proliferationsinduzierenden Effekt der
bereits untersuchten Zytokine IL-1B, TNF-a und IL-6 ein starkeres Zellwachstum der mit
IL-8 stimulierten Zellen mit einer um 13% hdheren Wellbedeckung 96h nach Stimulation.
Diese sank zum Zeitpunkt 120h nach Stimulation durch Stagnierung der Proliferation der
stimulierten Zellen auf eine Mehrbedeckung von nur noch 7% ab (24 A). Die
Wachstumsunterschiede waren in der statistischen Analyse auf einem Niveau von 5% zu
keinem Zeitpunkt signifikant. Im Gegensatz zu MSC 19 konnte an MSC 22 nur bein = 3

der insgesamt n = 7 eingeschlossenen Stimulationen ein wachstumsfordernder Effekt
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nachgewiesen werden, der in der Summe mit den n = 4 Stimulationen, die keine
Mehrproliferation hervorriefen, unten stehendes Bild mit fast deckungsgleich verlaufender
Kontrolle "Co" und "IL-8" ergaben (24 B). Da bei den Stimulationen zwei IL-8
Praparationen verwendet worden waren, die sich strukturell in der Aminosauresequenz
unterschieden, wurde zunachst eine Abhangigkeit der Zytokin-Wirksamkeit von der
Struktur des rekombinant hergestellten IL-8 vermutet. Allerdings induzierte sowohl
Préparation 1 als auch Praparation 2 bei einem Teil der Versuche das MSC-Wachstum,
wahrend beide IL-8 Formen bei anderen Versuchen, z.T. auch innerhalb derselben MSC-
Kultur, keinen Einfluss auf die Proliferation nahmen. Da flir beide Praparationen kein
dauerhaft stabiler Wachstumseffekt nachgewiesen werden konnte, erfolgte die
gemeinsame Analyse. In der Summe aller stimulierten MSC-Kulturen resultierte ein fast
deckungsgleiches Bild der Wellbedeckungen "Co" gegeniiber "IL-8" (24 C) mit einem
nicht signifikanten kulturibergreifenden Zeit-Effekt beziglich des
Proliferationsunterschieds "IL-8 vs. Co" (schwarze Linie in 24 D).

Insgesamt zeigte sich fur IL-8 kein stabiler Effekt auf das Proliferationsverhalten von
MSCs, wobei in einzelnen Versuchsserien, analog zu IL-1B, TNF-a und IL-6, ein
wachstumsférdernder Effekt nachgewiesen werden konnte. Eine Abhangigkeit der
Zytokinwirksamkeit von der Form des rekombinant hergestellten Zytokins IL-8 ist zwar
maglich, wurde jedoch nicht weiter verfolgt, da die proliferationsverstarkende Wirkung der
Zytokine IL-1B und TNF-a klar zu erkennen war und die Arbeit im Weiteren auf die

molekulare Untersuchung der Wirkweise dieser beiden Zytokine abzielte.
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Abbildung 24: Heterogene Proliferationsergebnisse nach Stimulation mit IL-8

Analyse des Wachstumsverhaltens von MSC-Kulturen nach Stimulation mit 300ng/ml IL-8 mittels
repetitiver Messung der Flachenbedeckung im Cellscreen. Prasentation der Ergebnisse nach
Normierung der Wellbedeckung der stimulierten Zellen auf die Wellbedeckung der Kontrolle zum
Startzeitpunkt t[0] (fir Details s. 3.2.3. und 3.2.4.).

24 A fasst n = 3 Stimulationen an der Kultur MSC 19 zusammen. 24 B fasst n = 7 Stimulationen an
der Kultur MSC 22 zusammen. 24 C zeigt die kulturibergreifende Analyse von n = 8 Kulturen
verschiedener Frihgeborener (MSC 10, 24, 30, 45, 47, 49, 19 und 22). Die statistische Analyse
erfolgte in 24 A, 24 B und 24 C nach Bildung der Mittelwerte der Einzelexperimente fur jede
Zellkultur und Berechnung der Standardfehler zu jedem Zeitpunkt t[0-120]h mit Hilfe des gepaarten
t-Tests. Fur 24 A - D gilt das Signifikanzniveau *p<0,05.

24 D) Analyse des Proliferationsunterschieds Zytokin-stimulierter MSCs gegeniiber unstimulierten
Kontrollzellen durch Berechnung der Wachstumsdifferenz "IL-8 - Co" unter Einschluss aller mit IL-8
stimulierten n = 8 MSC-Kulturen (MSC 10, 24, 30, 45, 47, 49, 19 und 22). Die
Stimulationsergebnisse identischer Zellkulturen wurden fur jeden Zeitpunkt t[0-120]h gemittelt und
ein lineares gemischtes Modell (R Package Ime4 [1]) mit festem Zeit-Effekt und Zellkultur-
spezifischem Random Slope zur Beriicksichtigung der Abhangigkeiten innerhalb einer Zellkultur
angepasst. Bunte Linien: pro MSC-Kultur gemittelte Wachstumsdifferenz "IL-8 - Co" Uber die Zeit.
Schwarze dicke Linie: fester linearer Zeit-Effekt (kulturibergreifend, nicht signifikant).

AbschlieRend wurden die Effekte des Transforming Growth Factors - betal (TGF-f1) auf
die MSCs ermittelt. Im Gegensatz zu den anderen untersuchten Zytokinen, die unter
Zellkulturbedingungen zu einer Verstarkung der Zellproliferation fuhrten - vornehmlich IL-
18, TNF-a und IL-6, teilweise auch IL-8 - inhibierte TGF-B1 das MSC-Wachstum (s. Abb.
25): Zum Endzeitpunkt 120h war die absolute Wellbedeckung der mit TGF-1 stimulierten
Vertiefungen um 18% (25 A/IMSC19) bzw. 20% (25 B/MSC 22) vermindert. Zum Zeitpunkt
72h nach Stimulation unterschied sich die Proliferationsinhibition der stimulierten Zellen
sowohl an der Kultur MSC 19 (25 A), als auch an der Kultur MSC 22 (25 B) signifikant
vom Wachstum der Kontrolle. TGF-B1 verlangsamte somit das Zellwachstum unter das
Niveau der Spontanproliferation. Diese Inhibition der MSC-Proliferation konnte

kulturibergreifend an n = 6 Kulturen verschiedener Frilhgeborener mit einer Reduktion
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der Flachenbedeckung um 13% zum Endzeitpunkt 120h reproduziert werden (25 C).
Analog dazu zeigten sich negativ zunehmende Wachstumsunterschiede der mit TGF-$1
stimulierten MSC-Kulturen gegentber den jeweiligen Kontrollen (25 D; bunte Linien) mit
einem insgesamt kulturtibergreifenden, negativen, festen, linearen Zeit-Effekt (25 D;
schwarze Linie). Das Ergebnis der kulturiibergreifenden Analysen (25 C und 25 D) war
statistisch zum Niveau 5% nicht signifikant, die Proliferationsinhibition jedoch klar als

Trend erkennbar.
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Abbildung 25: Inhibition der MSC-Proliferation durch Stimulation mit TGF-31
Analyse des Wachstumsverhaltens von MSC-Kulturen nach Stimulation mit 10ng/ml TGF-B1
mittels repetitiver Messung der Flachenbedeckung im Cellscreen. Prasentation der Ergebnisse
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nach Normierung der Wellbedeckung der stimulierten Zellen auf die Wellbedeckung der Kontrolle
zum Startzeitpunkt t[0] (fur Details s. 3.2.3. und 3.2.4.).

25 A fasst n = 5 Stimulationen an der Kultur MSC 19 zusammen. 25 B fasst n = 3 Stimulationen an
der Kultur MSC 22 zusammen. 25 C zeigt die kulturibergreifende Analyse von n = 6 Kulturen
verschiedener Frihgeborener (MSC 30, 45, 47, 49, 19 und 22). Die statistische Analyse erfolgte in
25 A, 25 B und 25 C nach Bildung der Mittelwerte der Einzelexperimente fir jede Zellkultur und
Berechnung der Standardfehler zu jedem Zeitpunkt t[0-120]h mit Hilfe des gepaarten t-Tests. Fir
25 A - C gilt die Kennzeichnung signifikanter Unterschiede zum Niveau 5% mit *(p<0,05). Die mit *
gekennzeichneten Wachstumsunterschiede "Co vs. TGF-p1" zum Zeitpunkt t[x] sind auch nach
Bonferoni - Adjustierung fur multiples Testen signifikant.

25 D) Analyse des Proliferationsunterschieds Zytokin-stimulierter MSCs gegeniiber unstimulierten
Kontrollzellen durch Berechnung der Wachstumsdifferenz "TGF-f1 - Co" unter Einschluss aller mit
TGF-B1 stimulierten n = 6 MSC-Kulturen (MSC 30, 45, 47, 49, 19 und 22). Die
Stimulationsergebnisse identischer Zellkulturen wurden fur jeden Zeitpunkt t[0-120]h gemittelt und
ein lineares gemischtes Modell (R Package Ime4 [1]) mit festem Zeit-Effekt und Zellkultur-
spezifischem Random Slope zur Berlicksichtigung der Abhangigkeiten innerhalb einer Zellkultur
angepasst. Bunte Linien: pro MSC-Kultur gemittelte Wachstumsdifferenz "TGF-B1 - Co" Uber die
Zeit. Schwarze dicke Linie: fester linearer Zeit-Effekt (kulturibergreifend, nicht signifikant).

Zur Verifizierung dieser Wachstumsergebnisse mit einer zweiten Methode wurde die
elektronische Impedanzmessung mittels XCELLigence gewahlt (s. 3.2.5.). Fur die
Untersuchung der Zellproliferation nach Stimulation mit IL-13, TNF-a, IL-6, IL-8 und TGF-
B1 wurde bei diesem System die relative Impedanzanderung ermittelt, die maf3geblich
von der Zelladhdrenz und -dichte beeinflusst wird, und als Zellindex von der
Experimentiereinheit berechnet ausgegeben wird (s. Abb. 26 - 30). Vorteil dieser Methode
war, dass sich die Messstation im Brutschrank befand und die Zellproliferation ohne
Unterbrechung der Bebriitung kontinuierlich in einstiindigen Intervallen bis 96h nach
Stimulation aufgezeichnet wurde. Diese zeitliche Begrenzung erfolgte, da nach diesem
Zeitraum auf den verwendeten Platten keine stabilen Experimentalbedingungen mehr

gegeben waren und die Zellen spontan bei fast kompletter Wellbedeckung abstarben.

Analog zu den Ergebnissen der Cellscreenmessungen (s. Abb. 21) bestétigte sich im
XCELLigence das proliferationsforderne Potential von IL-1B (s. Abb. 26). In der
Darstellung eines reprasentativen Einzelexperiments der Original-xCELLigence-
Aufzeichnung war der Zellindex der mit IL-1f stimulierten Zellen (schwarz) zum
Endzeitpunkt 96h im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (rot) um 31% erhoht (26 A).
Die kulturubergreifende Analyse aus n = 5 mit IL-1B stimulierten Versuchen an
verschiedenen MSC-Kulturen ergab eine um 24% erhéhte Proliferation der stimulierten
Zellen 72h und eine um 21% erhohte Proliferation 96h nach Stimulation (26 B). Der
Unterschied des mittleren, normierten Zellindexes der stimulierten MSCs im Vergleich zur
unstimulierten Kontrolle war ab 48h bis 96h nach Stimulation dreimal in Folge statistisch
signifikant (26 B), ebenso wie die kontinuierliche Zunahme des Proliferationsunterschieds
"IL-1B vs. Co" mit einem kulturibergreifenden, festen, positiven, linearen Zeit-Effekt (26 C,
schwarze Linie, p<0,001). Aufgrund dieser Messergebnisse und des Nachweises der
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proliferationsfordernden Wirkung von IL-18 mit zwei unabhangigen Methoden ist die
signifikante, proliferationsfordernde Wirkung dieses Zytokins auf die
Wachstumseigenschaften von MSCs aus dem Trachealsekret Frihgeborener nach

Stimulation mit IL-13 bestatigt.
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Abbildung 26: Steigerung der MSC-Proliferation durch Stimulation mit IL-13

Analyse des Wachstumsverhaltens von MSC-Kulturen nach Stimulation mit 100ng/ml IL-13 durch
Ermittlung der relativen Impedanzénderung (Zellindex) im xCELLigence. Présentation der
Ergebnisse nach Normierung des Zellindexes der stimulierten Zellen auf den Zellindex der
Kontrolle zum Startzeitpunkt t[0] (fir Details s. 3.2.3. und 3.2.5.).

26 A) Darstellung einer Original-xCELLigence-Aufzeichnung der Messstation eines reprasentativen
Einzelexperiments an der Kultur MSC 22.

26 B) Kulturuibergreifende Analyse von n = 5 unabhé&ngigen, mit IL-18 stimulierten Versuchen an
den Kulturen MSC 19, 21 und 22. Berechnung der Mittelwerte der Einzelexperimente pro MSC-
Kultur und anschlieBend des kulturiibergreifenden Mittelwerts zu jedem Zeitpunkt t[0-96]h sowie
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der Standardfehler. Die statistische Analyse erfolgte mittels gepaartem t-Test. Es gilt die
Kennzeichnung signifikanter Unterschiede zum Niveau 5% bzw. 1% mit *(p<0,05) bzw. **(p<0,01).
Die mit * gekennzeichneten Wachstumsunterschiede "Co vs. IL1B" zum Zeitpunkt t[x] sind auch
nach Bonferoni - Adjustierung flr multiples Testen signifikant.

26 C) Analyse des Proliferationsunterschieds Zytokin-stimulierter MSCs gegeniiber unstimulierten
Kontrollzellen durch Berechnung der Differenz des Zellindexes "IL-1B - Co" unter Einschluss der
mit IL-18 stimulierten Kulturen MSC 19, 21 und 22. Die Stimulationsergebnisse identischer
Zellkulturen wurden fir jeden Zeitpunkt t{0-96]h gemittelt und ein lineares gemischtes Modell (R
Package Ime4 [1]) mit festem Zeit-Effekt und Zellkultur-spezifischem Random Slope zur
Berucksichtigung der Abhangigkeiten innerhalb einer Zellkultur angepasst. Bunte Linien: pro MSC-
Kultur gemittelte Differenz des Zellindexes "IL-1B - Co" Uber die Zeit. Schwarze dicke Linie: fester
linearer Zeit-Effekt (kulturibergreifend), der mit einem p<0,001 statistisch hochsignifikant ist.

Analog zu IL-1B8 verstarkte TNF-a das Zellwachstum der MSCs (Abb. 27). In der
Originalkurve der Kultur MSC 22 (27 A) war ein deutlich steilerer Anstieg des Zellindexes
der stimulierten MSCs (schwarz) im Vergleich zur Kontrolle (rot), entsprechend einer TNF-
a - induzierten Mehrproliferation sichtbar: Zum Endzeitpunkt 96h nach Stimulation war der
Zellindex und damit die Zellproliferation um 59% im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle
erhoht. xCELLigence - Proliferationsanalysen unterschiedlicher MSC-Kulturen bestétigten
in n = 6 Stimulationen mit TNF-a den proliferationsinduzierenden Effekt des Zytokins mit
einer mittleren Mehrproliferation der stimulierten Zellen um 15% zum Endzeitpunkt 96h
(27 B). Der mittlere, normierte Zellindex der stimulierten Zellen unterschied sich zu den
Zeitpunkten 48h, 72h und 96h dreimal signifikant vom Zellindex der Kontrolle (27 B).
Entsprechend nahm ebenfalls der Proliferationsunterschied "TNF-a vs. Co" bei den
untersuchten Kulturen MSC 19 und MSC 22 zu (27 C, rote/graue Linie) und resultierte in
einem kulturtbergreifenden, statistisch hochsignifikanten, positiven, linearen Zeit-Effekt
(27 C, schwarze Linie, p<0,001). Diese Ergebnisse bestatigen damit analog zu IL-1 die

proliferationsinduzierende Wirkung von TNF-a mit Hilfe einer zweiten Methode.
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Abbildung 27: Steigerung der MSC-Proliferation durch Stimulation mit TNF-a

Analyse des Wachstumsverhaltens von MSC-Kulturen nach Stimulation mit 300ng/ml TNF-a durch
Ermittlung der relativen Impedanzanderung (Zellindex) im xCELLigence. Prasentation der
Ergebnisse nach Normierung des Zellindexes der stimulierten Zellen auf den Zellindex der
Kontrolle zum Startzeitpunkt t[0] (fir Details s. 3.2.3. und 3.2.5.).

27 A) Darstellung einer Original-xCELLigence-Aufzeichnung der Messstation eines reprasentativen
Einzelexperiments an der Kultur MSC 22.

27 B) Kulturtibergreifende Analyse von n = 6 unabhangigen, mit TNF-a stimulierten Versuchen an
den Kulturen MSC 19 und 22. Berechnung der Mittelwerte der Einzelexperimente pro MSC-Kultur
und anschlieend des kulturiibergreifenden Mittelwerts zu jedem Zeitpunkt t[0-96]h sowie der
Standardfehler. Die statistische Analyse erfolgte mittels gepaartem t-Test. Es gilt die
Kennzeichnung signifikanter Unterschiede zum Niveau 5% bzw. 1% mit *(p<0,05) bzw. **(p<0,01).
Die mit * gekennzeichneten Wachstumsunterschiede "Co vs. TNF-a" zum Zeitpunkt t[x] sind auch
nach Bonferoni - Adjustierung fur multiples Testen signifikant.

27 C) Analyse des Proliferationsunterschieds TNF-a stimulierter MSCs gegenuber ihrer unstimu-
lierten Kontrolle durch Berechnung der Differenz des Zellindexes "TNF-a - Co" an den Kulturen
MSC 19 und MSC 22. Die Stimulationsergebnisse identischer Zellkulturen wurden fir jeden
Zeitpunkt t[0-96]h gemittelt und ein lineares gemischtes Modell (R Package Ime4 [1]) mit festem
Zeit-Effekt und Zellkultur-spezifischem Random Slope zur Beriicksichtigung der Abhangigkeiten
innerhalb einer Zellkultur angepasst. Rote/Graue Linie: mittlere Differenz des Zellindexes "TNF-a -
Co" der Kulturen MSC 19 bzw. MSC 22 Uber die Zeit. Schwarze dicke Linie: fester linearer Zeit-
Effekt (kulturibergreifend), der mit einem p<0,001 statistisch hochsignifikant ist.

Ebenfalls konnte im xCELLigence das proliferationsférdernde Potential von IL-6
reproduziert werden (Abb. 28). In einem reprasentativen Einzelversuch an der Kultur MSC
22 wiesen die mit IL-6 stimulierten Zellen (schwarz) in der Original-xCELLigence-
Aufzeichnung (28 A) 96h nach Stimulation einen um 21% erhdhten Zellindex im Vergleich
zur unstimulierten Kontrolle (rot) auf. Der Unterschied des gemittelten Zellindexes aus n =
7 Versuchen an verschiedenen MSC-Kulturen war viermalig ab 24h bis 96h nach
Stimulation statistisch signifikant und 96h nach Stimulation um 22% gegentber der
Kontrolle vermehrt (28 B). Entsprechend eines schnelleren Zellwachstums der
stimulierten Zellen war an allen untersuchten MSC-Kulturen eine kontinuierliche Zunahme

des Wachstumsunterschieds "IL-6 vs. Co" (28 C, bunte Linien) und ein statistisch
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hochsignifikanter, fester, positiver linearer Zeit-Effekt (28 C, schwarze Linie, p<0,001)
kulturibergreifend  nachweisbar. Dieses  Ergebnis  bestatigt folglich  den

wachstumsinduzierenden Effekt von IL-6 auf die Zellproliferation.
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Abbildung 28: Steigerung der MSC-Proliferation durch Stimulation mit IL-6

Analyse des Wachstumsverhaltens von MSC-Kulturen nach Stimulation mit 100ng/ml IL-6 durch
Ermittlung der relativen Impedanzénderung (Zellindex) im xCELLigence. Présentation der
Ergebnisse nach Normierung des Zellindexes der stimulierten Zellen auf den Zellindex der
Kontrolle zum Startzeitpunkt t[0] (fir Details s. 3.2.3. und 3.2.5.).

28 A) Darstellung einer Original-xCELLigence-Aufzeichnung der Messstation eines reprasentativen
Einzelexperiments an der Kultur MSC 22.

28 B) Kulturiibergreifende Analyse von n = 7 unabhangigen, mit IL-6 stimulierten Versuchen an
den Kulturen MSC 19, 22, 25 und 29. Berechnung der Mittelwerte der Einzelexperimente pro MSC-
Kultur und anschlieBend des kulturiibergreifenden Mittelwerts zu jedem Zeitpunkt t[0-96]h sowie
der Standardfehler. Die statistische Analyse erfolgte mittels gepaartem t-Test. Es gilt die
Kennzeichnung signifikanter Unterschiede zum Niveau 5% bzw. 1% mit *(p<0,05) bzw. **(p<0,01).
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Die mit * gekennzeichneten Wachstumsunterschiede "Co vs. IL-6" zum Zeitpunkt t[x] sind auch
nach Bonferoni - Adjustierung fir multiples Testen signifikant.

28 C) Analyse des Proliferationsunterschieds Zytokin-stimulierter MSCs gegeniiber unstimulierten
Kontrollzellen durch Berechnung der Differenz des Zellindexes "IL-6 - Co" unter Einschluss der mit
IL-6 stimulierten n = 4 Kulturen MSC 19, 22, 25 und 29. Die Stimulationsergebnisse identischer
Zellkulturen wurden flr jeden Zeitpunkt t[0-96]h gemittelt und ein lineares gemischtes Modell (R
Package Ime4 [1]) mit festem Zeit-Effekt und Zellkultur-spezifischem Random Slope zur
Berucksichtigung der Abhangigkeiten innerhalb einer Zellkultur angepasst. Bunte Linien: pro MSC-
Kultur gemittelte Differenz des Zellindexes "IL-6 - Co" Uber die Zeit. Schwarze dicke Linie: fester
linearer Zeit-Effekt (kulturiibergreifend), der mit einem p<0,001 statistisch hochsignifikant ist.

Entsprechend den vorangegangenen Untersuchungen im Cellscreen zeigte sich fur IL-8
kein stabiler positiver Wachstumseffekt mit Uber die Zeit fast deckungsgleich
verlaufendem Zellindex der Kontrolle und der mit IL-8 stimulierten Zellen. In der Original-
XCELLigence-Kurve eines Einzelversuchs (29 A) war zeitweise eine leichte
Proliferationssteigerung der stimulierten Zellen (schwarz) erkennbar, die sich jedoch nur
um ca. 5% vom Wachstum der Kontrollzellen (rot) unterschied und sich bei 96h der
Kontrolle anglich. Dieser Effekt war auch in der Ubersicht (29 B) aus n = 2 Versuchen der
Kulturen MSC 19 und MSC 29 zu beobachten, in der der Unterschied des Zellindexes der
stimulierten Zellen zur Kontrolle maximal 4% betrug. Die hohen Standardabweichungen in
29 B sind durch die unterschiedliche Spontanproliferation der beiden Kulturen und die
geringe Versuchsanzahl zu erklaren. Analog zu den Ergebnissen in 29 A und 29 B war
bezlglich des Proliferationsunterschieds "IL-8 vs. Co" ein schwach positiver Zeit-Effekt zu
detektieren (29 C, schwarze Linie), der jedoch nicht statistisch signifikant war. Weitere

Versuche mit IL-8 wurden aufgrund der schwachen proliferationsférdernden Wirkung nicht

durchgefihrt.
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Abbildung 29: Geringe Steigerung der MSC-Proliferation durch Stimulation mit IL-8

Analyse des Wachstumsverhaltens von MSC-Kulturen nach Stimulation mit 300ng/ml IL-8 durch
Ermittlung der relativen Impedanzanderung (Zellindex) im XxCELLigence. Prasentation der
Ergebnisse nach Normierung des Zellindexes der stimulierten Zellen auf den Zellindex der
Kontrolle zum Startzeitpunkt t[0] (fir Details s. 3.2.3. und 3.2.5.).

29 A) Darstellung einer Original-xCELLigence-Aufzeichnung der Messstation eines Einzelexpe-
riments an der Kultur MSC 29.

29 B) Kulturibergreifende Analyse von n = 2 unabhangigen, mit IL-8 stimulierten Versuchen
an den Kulturen MSC 19 und 29. Nach Bildung der Mittelwerte und Berechnung des
Standardfehlers zu jedem Zeitpunkt t[0-96]h erfolgte die statistische Analyse mit Hilfe des
gepaarten t-Tests. Es gilt das Signifikanzniveau *p<0,05.

29 C) Analyse des Proliferationsunterschieds IL-8 stimulierter MSCs gegenlber ihren unstimu-
lierten Kontrollzellen durch Berechnung der Differenz des Zellindexes "IL-8 - Co" an den Kulturen
MSC 19 und MSC 29. Anpassung eines linearen gemischten Modells (R Package Ime4 [1]) mit
festem Zeit-Effekt und Zellkultur-spezifischem Random Slope zur Beriicksichtigung der
Abhéngigkeiten innerhalb einer Zellkultur. Rote/Graue Linie: Differenz des Zellindexes "IL-8 - Co"
der Kulturen MSC 19 bzw. MSC 29 uber die Zeit. Schwarze dicke Linie: fester linearer Zeit-Effekt
(kulturtibergreifend, nicht signifikant).

AbschlieRend wurde im xCELLigence die Wirkung des Transforming Growth Factors - 1
untersucht, der in der vorhergehenden Untersuchung die Spontanproliferation der MSCs
gehemmt hatte. Analog zu den Cellscreenmessungen zeigte sich in den
Originalaufzeichnungen der Messstation an einem reprasentativen Einzelversuch der
Kultur MSC 22 eine Inhibition der Zellproliferation, die 96h nach Stimulation um 7% im
Vergleich zur Kontrolle vermindert war (30 A). In der kulturtibergreifenden Analyse von n
= 9 Stimulationen mit TGF-B1 an verschiedenen MSC-Kulturen war die
Spontanproliferation 96h nach Stimulation um 11% gegeniber der Kontrolle reduziert (30
B). Bezuglich des Wachstumsunterschieds "TGF-B1 vs. Co) wurde kulturiibergreifend ein
fester, negativer Zeit-Effekt detektiert (30 C, schwarze Linie), der zum 10% Niveau
signifikant war. Insgesamt konnte das Ergebnis der Cellscreen-Messungen reproduziert

und die inhibitorische Wirkung des TGF-31 auf die MSC-Proliferation bestatigt werden.
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Abbildung 30: Inhibition der MSC-Proliferation durch Stimulation mit TGF-31

Analyse des Wachstumsverhaltens von MSC-Kulturen nach Stimulation mit 10ng/ml TGF-1 durch
Ermittlung der relativen Impedanzénderung (Zellindex) im xCELLigence. Présentation der
Ergebnisse nach Normierung des Zellindexes der stimulierten Zellen auf den Zellindex der
Kontrolle zum Startzeitpunkt t[0] (fir Details s. 3.2.3. und 3.2.5.).

30 A) Darstellung einer Original-xCELLigence-Aufzeichnung der Messstation eines reprasentativen
Einzelexperiments an der Kultur MSC 22.

30 B) Kulturibergreifende Analyse von n = 9 unabhéngigen, mit TGF-1 stimulierten Versuchen an
den Kulturen MSC 21, 22 und 25. Berechnung der Mittelwerte der Einzelexperimente pro MSC-
Kultur und anschlieBend des kulturiibergreifenden Mittelwerts zu jedem Zeitpunkt t[0-96]h sowie
der Standardfehler. Die statistische Analyse erfolgte mittels gepaartem t-Test. Es gilt das
Signifikanzniveau *p<0,05.

30 C) Analyse des Proliferationsunterschieds Zytokin-stimulierter MSCs gegenilber unstimulierten
Kontrollzellen durch Berechnung der Differenz des Zellindexes "TGF-B1 - Co" unter Einschluss der
mit TGF-B1 stimulierten Kulturen MSC 19, 21 und 22. Die Stimulationsergebnisse identischer
Zellkulturen wurden flr jeden Zeitpunkt t[0-96]h gemittelt und ein lineares gemischtes Modell (R
Package Ime4 [1]) mit festem Zeit-Effekt und Zellkultur-spezifischem Random Slope zur
Berucksichtigung der Abhangigkeiten innerhalb einer Zellkultur angepasst. Bunte Linien: pro MSC-
Kultur gemittelte Differenz des Zellindexes "TGF-B1 - Co" Uber die Zeit. Schwarze dicke Linie:
fester linearer Zeit-Effekt (kulturibergreifend), der zum 10% Niveau noch signifikant ist.
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Zytokine IL-13, TNF-a und IL-6
eine statistisch signifikante Proliferationssteigerung der MSCs bewirkten. Fur IL-8 konnte
in einzelnen Versuchsreihen eine Proliferationsinduktion gezeigt, aber insgesamt kein
stabiler positiver Wachstumseffekt detektiert werden. Diese Ergebnisse konnten mit zwei
voneinander unabhangigen Methoden nachgewiesen werden. Ebenfalls konnte fur TGF-
B1 gezeigt werden, dass er entgegen der Wirkung der pro-inflammatorischen Zytokine die
Zellproliferation der MSCs hemmit.

Da sich der Effekt von IL-1B und TNF-a auf das Wachstumsverhalten der MSCs als
besonders ausgepragt und unter Zellkulturbedingungen stabil und reproduzierbar erwies,
wurde der Schwerpunkt der weiterfihrenden Analysen und molekularen

Folgeexperimente auf diese beiden Zytokine gelegt.

4.2. Einfluss der Zytokine auf die Proteinexpression von MSCs

Aufgrund der unter 1.2.4. beschriebenen Assoziation einer starken basalen Expression
des Transkriptionsfaktors NFkB in MSCs mit einer hohen Spontanproliferation und einem
schlechteren pulmonalen Outcome sowie der Assoziation einer hohen Expression des
zytoskelettalen Proteins a-SMA mit einer niedrigen Proliferationsgeschwindigkeit der
MSCs und einer besseren pulmonalen Prognose wurde in folgenden Versuchen als
nachster Schritt der Fokus darauf gelegt, wie die bisher untersuchten Zytokine die
Expression von NFkB und o-SMA verdndern. Sollte sich eine Proteinregulation
entsprechend dem Phéanotyp der MSCs von Kindern mit schwerem Auspragungsgrad der
BPD zeigen, sollte weiterfihrend die Rolle des NFkB Signalwegs genauer untersucht

werden.

4.2.1. Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFkB durch IL-1B8, TNF-a, IL-6
und IL-8

Die zentrale Rolle des "Nuclear Factor-kB", NFkB, in der zytokinvermittelten Inflammation
ist bereits bekannt: Neben der verstarkten Genexpression von Wachstumsfaktoren,
Adhasionsmolekilen, Akute-Phase-Proteinen und Immunrezeptoren verstarkt NFkB nach
Aktivierung des klassischen, kanonischen Signalwegs (s. auch 1.2.3.2.) Uber seine
transkriptionsaktivierende p65-Einheit ebenfalls die Transkription der vier pro-
inflammatorischen Zytokine IL-1B3, TNF-qa, IL-6 und IL-8. Umgekehrt aktivieren TNF-a und
IL-1B im Sinne einer positiven Rickkopplung wiederum den klassischen NFkB Signalweg
und damit die p65-Einheit (Blackwell and Christman 1997). Als Zeichen seiner Beteiligung

an der pulmonalen Entzindungsreaktion der chronischen Lungenerkrankung
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Frihgeborener ist NFkB auch im Trachealsekret von Kindern mit sich entwickelnder BPD
erhdht (Bourbia, Cruz et al. 2006).

Nach Stimulation von MSCs aus dem Trachealsekret Friihgeborener mit den Zytokinen
IL-1B, TNF-a, IL-6 und IL-8 konnte mittels Western Blot Analyse (s. 3.2.7.) die Aktivierung
von NFkB durch eine nukledre Akkumulation der transkriptionsaktiven p65-Einheit
(NFkBp65) fur IL-18 und TNF-a auch in MSCs reproduziert werden. Ebenfalls fuhrte die
Stimulation mit IL-6 und IL-8 zu einer deutlichen nukledren Akkumulation von NFkBp65 im
Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (31 A). Dies entsprach einer starken Zytokin-
induzierten Aktivierung mit nuklearer Translokation des normal im Zytoplasma gebunden
vorliegenden Transkriptionsfaktors. Als Ladekontrolle der Western Blot Analyse wurde
das ebenfalls nuklear lokalisierte DNA-Gerlstprotein Histon H1 eingesetzt (31 A). In der
Quantifizierung der im Western Blot detektierten Proteinmengen mit Hilfe der AIDA Image
Analyzer Software, bei der die Lichtintensitat der Proteinbanden von NFkBp65, als
Korrelat des detektierten Proteinsignals, ins Verhéltnis zur Lichtintensitat von Histon H1
gesetzt wurden (fir Details s. 3.2.7.4.), war die auf die Ladekontrolle standardisierte,
vermehrte Expression von NFkBp65 nach Stimulation mit IL-13, TNF-a, IL-6 und IL-8 im

Vergleich zur unstimulierten Kontrolle ebenfalls deutlich erkennbar (31 B).
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Abbildung 31: NFkB Aktivierung in nukledren Extrakten der Kultur MSC 22 nach Stimulation mit
100ng/ml IL-13, 300ng/ml TNF-a, 100ng/ml IL-6 und 300ng/ml IL-8

31 A) Western Blot Analyse der 2h nach Zytokinstimulation gewonnenen Kernlysate. Als
Ladekontrolle wurde das nukleadre Protein Histon H1 verwendet.

31 B) Quantifizierung der im Western Blot detektierten Proteinmengen mit Hilfe der AIDA
Image Analyzer Software. Die Lichtintensitat der NFkBp65 Banden, als Korrelat der detektierten
Proteinmenge, wurde durch die Lichtintensitéat der zugehdrigen Kontrollbande geteilt und damit das
NFkB Signal auf die Ladekontrolle standardisiert.

76



Ergebnisse

Weiterfuhrend wurde die zeitliche Aktivierung von NFkBp65 durch die schwerpunktmalig
untersuchten Zytokine IL-13 und TNF-a 0,5h - 24h nach Stimulation untersucht. Analog zu
den bisher durchgefiihrten Analysen wurde die Kultur MSC 19 (32 A), reprasentativ fir ein
Kind mit milder BPD, als auch die Kultur MSC 22 (32 B), reprasentativ fur ein Kind mit
schwerer BPD, eingesetzt. In beiden Kulturen war sowohl nach Stimulation mit IL-13 als
auch mit TNF-a eine vermehrte Anreicherung der transkriptionsaktivierenden p65-Einheit
im Zellkern zu beobachten. Die Aktivierung hielt iber mehrere Stunden an und war bis 6h
nach Stimulation in allen Western Blot Analysen zuverlassig zu detektieren (Abb. 32). In
weiteren NFkB - abhangigen Untersuchungen in Punkt 4.3. wurden die nuklearen Extrakte
standardisiert 2h nach Zytokinstimulation und damit im Bereich der sicheren Aktivierung

des Transkriptionsfaktors gewonnen.

A) MSC 19
IL-1B
Co 05 1 2 6 12 24 h
NFxBp6é5 | — | 65kDa
Histon H1 [, - - . - | 33kDa
TNF-a
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L I ————
Histon H1 [RESa l— —s=— —== = | 33 kDa
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Abbildung 32: NFkB Aktivierung in nukledren Extrakten der Kulturen MSC 19 (A) und MSC 22 (B)
0,5h, 1h, 2h, 6h, 12h und 24h nach Stimulation mit 100ng/ml IL-18 oder 300ng/ml TNF-a im
Western Blot. Aufgrund der z. T. schwachen Belichtung der Ladekontrollen, Histon H1, war eine
adaquate AIDA Quantifizierung nicht moglich.

Da die Stimulation der MSCs mit den pro-inflammatorischen Zytokinen eine nukleare
Akkumulation von NFkB und damit die Aktivierung des Transkriptionsfaktors bewirkte, ist

es moglich, dass IL-1B und TNF-a, aber auch IL-6 und IL-8 ihre Wirkung molekular Gber
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die Aktivierung von NFkB entfalten. Ob daher der unter 4.1.2. detektierte
proliferationsfordernde Effekt der Zytokine von NFkB vermittelt wird, wird in Kapitel 4.3.

untersucht.

4.2.2. Wirkung von IL-1B, TNF-a, IL-6 und IL-8 auf das intrazellulére Protein
a-SMA

Das zytoskelettale Protein alpha-Smooth-Muscle-Actin (a-SMA) bildet intrazellular kleine
kontraktile Einheiten. Es gilt als wichtiger Marker fir Myofibroblasten, die sich aus
mesenchymalen Stromazellen differenzieren, und wird in histologischen Schnitten zur
Detektion dieser Zellen verwendet (Bostrom, Willetts et al. 1996, Bry, Whitsett et al. 2007,
Choi 2010, Popova, Bozyk et al. 2010). Aufgrund des in der Arbeitsgruppe, in
Abhangigkeit des BPD Schweregrads dysreguliert gefundenen Phénotyps unstimulierter
MSCs mit veranderter, basaler a-SMA Expression wurde diese nun 48h nach Stimulation
der MSCs mit den pro-inflammatorischen Zytokinen IL-1B, TNF-a, IL-6 und IL-8
untersucht.

Die Stimulation der MSCs mit IL-18 bewirkte im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle
eine starke Inhibition der a-SMA Expression, die in drei reprasentativen Western Blot
Analysen verschiedener MSC-Isolate dargestellt ist (33 A). Nach Untersuchung der Kultur
MSC 22 eines Kindes mit schwerer Auspragung der BPD sind noch beispielhaft die
Kulturen MSC 21 und MSC 25 abgebildet, die ein zu MSC 22 identisches Ergebnis zeigen
(33 A). Insgesamt konnte die Inhibition der a-SMA Expression in n = 14 Stimulationen mit
IL-1B reproduziert werden (33 B). Fir jede Western Blot Analyse wurde anschliel3end die
zugehdrige Quantifizierung des detektierten Proteinsignals sowohl von a-SMA als auch
von der Ladekontrolle GAPDH (Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase) mit Hilfe
der AIDA Image Analyzer Software durchgefihrt und das a-SMA Signal auf die
Ladekontrolle standardisiert (fiir Details s. 3.2.7. bzw. 3.2.7.4.). Die zusammenfassende
Auswertung der AIDA Quantifizierungen aller n = 14 IL-1B Stimulationen ergab eine
statistisch signifikante Reduktion der a-SMA Expression in Zytokin-stimulierten MSCs im
Vergleich zur unstimulierten Kontrolle. Nach IL-1B Zugabe zeigte sich ausgehend vom
Median der Kontrolle im Vergleich zum Median der stimulierten Zellen eine Reduktion der
a-SMA Expression um 18% (33 B).
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MSC22 MSC21 MSC25
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Abbildung 33: Inhibition der a-SMA Expression durch Stimulation mit IL-1

33 A) Exemplarische Darstellung der Western Blot Analysen der Kulturen MSC 22, 21 und 25,
deren Zelllysate 48h nach Stimulation mit 100ng/ml IL-18 gewonnen worden waren. Als
Ladekontrolle wurde GAPDH (Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase), ein in allen Zellen
dauerhaft und stark exprimiertes Protein der Glykolyse, verwendet. Im Western Blot der Kultur
MSC 25 wurden die Banden fiir eine sinnvolle, den anderen Graphiken entsprechende Anordnung
aus dem identischen Gel ausgeschnitten und in der abgebildeten Reihenfolge, ohne weitere
Bearbeitung wieder aneinander gefugt (Markierung durch Trennlinie).

33 B) Kulturtibergreifende Analyse von n = 14 mit IL-1f stimulierten Versuchen an den Kulturen
MSC 19, 21, 22, 25, 55 und 59. Nach Quantifizierung der im Western Blot detektierten
Proteinmengen und Standardisierung des a-SMA Signals auf die Ladekontrolle GAPDH mit Hilfe
der AIDA Image Analyzer Software (s. 3.2.7.4.) erfolgte die statistische Analyse mittels Wilcoxon
Signed Rank Test zum Niveau 5%. Kennzeichnung signifikanter Unterschiede mit * (p<0,05).

Analog zu IL-13 war die Konzentration detektierbaren a-SMAs nach Stimulation mit TNF-a
in drei reprasentativen Western Blot Beispielen der Kulturen MSC 22, 19 und 59 deutlich
vermindert (34 A). Auch hier war das Stimulationsergebnis kulturtibergreifend einheitlich.
In der Ubersicht der mit AIDA quantifizierten Proteinmengen von a-SMA im Verhaltnis zu
GAPDH von insgesamt n = 13 mit TNF-a stimulierten Versuchen konnte die Inhibition der
a-SMA Expression durch TNF-a reproduziert werden (34 B). Die Lichtintensitat, die direkt
mit der Bandenstérke im Western Blot und damit mit der nachweisbaren Proteinmenge
korreliert, war fUr die Lysate stimulierter MSCs im Vergleich zu den Lysaten der Kontrolle
deutlich, wenn auch nicht statistisch signifikant, vermindert: Ausgehend vom Median der
unstimulierten MSCs im Vergleich zum Median der mit TNF-a stimulierten MSCs war die

a-SMA Expression der zytokinstimulierten Zellen um 38 % reduziert.
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Abbildung 34: Inhibition der a-SMA Expression durch Stimulation mit TNF-a

34 A) Exemplarische Darstellung der Western Blot Analysen der Kulturen MSC 22, 19 und 59,
deren Zelllysate 48h nach Stimulation mit 300ng/ml TNF-a gewonnen worden waren. Als
Ladekontrolle wurde GAPDH (Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase), ein in allen Zellen
dauerhaft und stark exprimiertes Protein der Glykolyse, verwendet. Fir eine sinnvolle, den anderen
Abbildungen entsprechende Anordnung wurden die Banden aus dem jeweiligen, identischen Gel
ausgeschnitten und in der abgebildeten Reihenfolge, ohne weitere Bearbeitung wieder aneinander
gefugt (Markierung durch Trennlinien).

34 B) Kulturiibergreifende Analyse von n = 13 mit TNF-a stimulierten Versuchen an den Kulturen
MSC 19, 21, 22, 55 und 59. Nach Quantifizierung der im Western Blot detektierten Proteinmengen
und Standardisierung des a-SMA Signals auf die Ladekontrolle GAPDH mit Hilfe der AIDA Image
Analyzer Software (s. 3.2.7.4.) erfolgte die statistische Analyse mittels Wilcoxon Signed Rank Test.
Die Reduktion der a-SMA Expression nach Zytokinstimulation gegen die Kontrolle war zum Niveau
5% nicht signifikant.

Der inhibitorische Einfluss der pro-inflammatorischen Zytokine auf die a-SMA Expression
von MSCs konnte ebenfalls fur IL-6 (35 A) und IL-8 (35 B) bestéatigt werden. Nach
Stimulation mit diesen beiden Interleukinen kam es sowohl in den Western Blot
Darstellungen als auch in den zusammenfassenden Ubersichtsdiagrammen aller mit I1L-6
bzw. IL-8 stimulierten Versuche zu einer eindeutigen Reduktion der a-SMA Synthese.
Exemplarisch war als reprasentatives Beispiel der Western Blot Analysen die Kultur MSC
25 gewahlt worden. Diese entsprach in ihren Proliferationseigenschaften und dem BPD
Schweregrad der Kultur MSC 22. Das jeweils zugehorige Boxplot Diagramm zeigt die
Ubersicht der quantifizierten AIDA Ergebnisse aus n = 5 identisch stimulierten Versuchen
fur IL-6 (35 A) und aus n = 3 Stimulationen fir IL-8 (35 B). In diesen kulturtibergreifenden
Analysen war sowohl nach Stimulation mit IL-6 als auch nach Stimulation mit IL-8 die
Differenz der a-SMA Expression zwischen stimulierten MSCs und Kontrollzellen deutlich

erkennbar, die Inhibition der a-SMA Expression jedoch nicht statistisch signifikant.
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Abbildung 35: Inhibition der a-SMA Expression durch Stimulation mit IL-6 (35 A) und IL-8 (35 B)
48h nach Stimulation der MSCs mit 100ng/ml IL-6 (35 A) bzw. mit 300ng/ml IL-8 (35 B) wurden die
Western Blot Analysen durchgefihrt, die detektierten Proteinsignale mit Hilfe der AIDA Image
Analyzer Software quantifiziert und die aufgezeichneten a-SMA Signale auf die zugehérigen
Ladekontrollen (GAPDH - Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase) standardisiert (s. 3.2.7.).
35 A und 35 B (jeweils links): Exemplarische Darstellung der Western Blot Analysen der Kultur
MSC 25. Fir eine sinnvolle, den anderen Graphiken entsprechende Anordnung wurden in 35 B die
Banden aus dem identischen Gel ausgeschnitten und in der abgebildeten Reihenfolge, ohne
weitere Bearbeitung wieder aneinander gefiigt (Markierung durch Trennlinie).

35 A und 35 B (jeweils rechts): Kulturlibergreifende Analyse der AIDA Quantifizierungen aller
untersuchten MSC-Kulturen (35 A: n = 5 Stimulationen mit IL-6 an MSC 19, 22, 25, 30 und 36;
35 B: n = 3 Stimulationen mit IL-8 an MSC 25 und 30). Die statistische Auswertung erfolgte mittels
Wilcoxon Signed Rank Test. Die Reduktion der a-SMA Expression nach Zytokinstimulation gegen
die Kontrolle war zum Niveau 5% nicht signifikant.

Zusammenfassend fuhrte die Stimulation mit jedem der vier pro-inflammatorischen
Zytokine IL-1B3, TNF-a, IL-6 oder IL-8 kulturiibergreifend in insgesamt n = 8 untersuchten
MSC-Kulturen verschiedener Friihgeborener unabhéangig von deren BPD Schweregrad zu
einem einheitlichen und stabilen Ergebnisbild mit einer Zytokin-induzierten Inhibition der
a-SMA Expression. Diese war fiir IL-1p statistisch signifikant, fir TNF-a, IL-6 und IL-8 als

klarer, zuverlassig reproduzierbarer Trend nachweisbar.
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Insgesamt verdnderten die vier Zytokine folglich durch Induktion der Zellproliferation,
Aktivierung von NFkB und Inhibierung der a-SMA Expression den Phanotyp der MSCs
entsprechend der Dysregulation, die mit einem schwereren BPD Grad der Friihgeborenen
assoziiert war. Weiterfuhrend sollten nun die der Zytokin-induzierten phanotypischen
Dysregulation zugrunde liegenden molekularen Zusammenhange naher untersucht

werden.

4.3. Hemmung der Proliferation von MSCs im NFkB-Knock-Down-Modell

Aufgrund des unter 4.1.2. beschriebenen proliferationssteigernden Effekts der pro-
inflammatorischen Zytokine IL-1B, TNF-a, IL-6 und teilweise IL-8, ihrer Erh6hung des
nuklearen Aktivierungsstatus des Transkriptionsfaktors NFkB (s. 4.2.1.) und der Inhibition
der Expression des zytoskelettalen Proteins a-SMA (s. 4.2.2.), stellte sich nun die Frage,
ob auf molekularer Ebene ein Zusammenhang zwischen diesen drei Effekten der pro-
inflammatorischen Zytokine besteht. Ist NFkB der zentrale Mediator auf dem Weg der
zytokinvermittelten MSC-Proliferation und reguliert er den Signalweg der a-SMA
Synthese? Um diese Fragen zu beantworten, wurden zwei Versuchsreihen angesetzt.
Mittels RNA Interferenz wurde ein NFkB Knockdown durchgeflhrt und zunéchst die
daraus resultierenden Effekte auf das Proliferationsverhalten und die a-SMA Expression
unstimulierter MSCs untersucht (s. 4.3.1.). Nach Verifizierung eines Funktionseffekts auf
basaler Ebene wurden in einer zweiten Versuchsreihe die Zellen im Anschluss an die
Transfektion mit si (small interfering) RNA gegen NFkBp65 mit den pro-inflammatorischen
Zytokinen stimuliert und der Effekt auf das Proliferationsverhalten direkt mit der
unstimulierten Kontrolle verglichen. Da IL-18 und TNF-a bisher in allen durchgefiihrten
Versuchen die starksten und stabilsten Effekte der pro-inflammatorischen Zytokine auf die
MSCs aufwiesen, wurden die Transfektionen mit begleitender Zytokinstimulation mit

diesen beiden Zytokinen durchgefihrt (s. 4.3.2.).

4.3.1. Proliferationsinhibition unstimulierter MSCs im NFkB-Knock-Down-
Modell

Zur Charakterisierung einer NFKB Abhangigkeit des Proliferationsverhaltens von MSCs
aus dem Trachealsekret Friihgeborener wurde zunachst das Wachstum unstimulierter
Zellen nach Knockdown des Transkriptionsfaktors mittels RNA Interferenz alle 24h durch
automatisierte, repetitive Lichtmikroskopie im Cellscreen aufgezeichnet und parallel die
Effizienz des Knockdowns im Western Blot tberprift (s. 3.2.4., 3.2.7. und 3.2.8.). Sowohl

an der Kultur MSC 19, reprasentativ fur ein Kind mit milder BPD, als auch an der Kultur
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MSC 22, reprasentativ fur ein Kind mit schwerer BPD, flhrte die siRNA gegen NFkBp65
zu einem effizienten Knockdown von NFkBp65 auf Proteinebene (36 B, Western Blot und
AIDA Quantifizierungen). Der Knockdown des Transkriptionsfaktors war von einer
statistisch signifikanten Inhibition der Spontanproliferation der MSCs begleitet (36 A),
wobei der Einfluss des Knockdowns auf die Spontanproliferation bezogen auf zwei
verschiedene Kontrollansatze untermauert wurde: Zum einen in Relation zum
Spontanwachstum komplett unbehandelter MSCs ("Co"), zum anderen im Verhdltnis zu
MSCs, die mit einer "mock” Sequenz unter identischen Bedingungen transfiziert worden
waren ("mock"), um eine Wachstumsminderung rein aufgrund eines zytostatischen Effekts
des bei der Transfektion eingesetzten Transfektionsagens oder unspezifischer
Nebeneffekte der siRNA unabhangig von der Sequenz auszuschliel3en. Zwischen beiden
Kontrollansatzen "Co" und "mock" zeigte sich hierbei mit einem Wachstumsunterschied
von 7% fur MSC 19 und von 5% fir MSC 22 keine signifikante Reduktion der
Spontanproliferation durch Transfektion der MSCs mit der "mock” Sequenz. In
Folgeversuchen wurde daher auf diese Differenzierung verzichtet und der "mock™ Ansatz
als Kontrolle mit identisch behandelten und transfizierten MSCs verwendet. Nach
Transfektion der Zellen mit siNFKBp65 zeigte sich dagegen an MSC 19 eine signifikante
Wachstumsinhibition mit einer Reduktion des Proliferationsindexes um 41% gegenuber
der Kontrolle "Co" und um 37% gegeniber der Kontrolle "mock". Fir die Kultur MSC 22
betrug der Unterschied der Wachstumsminderung 25% gegeniber "Co" und 22%
gegeniber "mock” (36 A). Dariiber hinaus wurde nach Knockdown von NFkBp65 das
Protein a-SMA untersucht. Wie aufgrund der deskriptiven Vorversuche der Arbeitsgruppe
zu erwarten, wurde a-SMA nach RNA-Interferenz gegen NFkBp65 im Vergleich zu den
Kontrollen "Co" und "mock" starker exprimiert (36 C). Eine Reduktion funktionsfahigen
NFkBs fihrte also zu einer Erhéhung des a-SMA Gehalts in MSCs. Somit besteht ein
inverser Zusammenhang zwischen Spontanproliferation und a-SMA Expression, die tber

den NFkB Signalweg reguliert wird.
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Abbildung 36: Inhibition der Zellproliferation und Verstéarkung der a-SMA Expression nach Knock-
down von NFkBp65 in den Kulturen MSC 19 und 22

Ermittlung des Proliferationsverhaltens von MSCs nach Transfektion mit 20nM siRNA gegen die
transkriptionsaktivierende Einheit NFkBp65 bzw. nach Transfektion mit 20nM der Kontrollsequenz
"mock” oder ohne Transfektion ("Co") im Cellscreen sowie Ermittlung der nukledren NFkBp65
Konzentrationen und der a-SMA Expression nach identischer Transfektion im Western Blot.

36 A) Darstellung des durch Cellscreenmessung ermittelten, mittleren Proliferationsindexes aus
n = 3 Versuchen an der Kultur MSC 19 und aus n = 6 Versuchen an der Kultur MSC 22, 72h nach
Transfektion im Rahmen der Endpunktmessung. Die statistische Analyse erfolgte mittels einer
einseitigen ANOVA (Analysis of Variance). Es gilt die Kennzeichnung signifikanter Unterschiede
zum Niveau 5% mit * (p<0,05). Die mit * gekennzeichneten Unterschiede sind auch nach
Bonferoni - Adjustierung fur multiples Testen signifikant; n.s. = nicht signifikant.

36 B) Darstellung der nukledren NFkBp65 Konzentrationen im Western Blot 24h nach Transfektion
sowie der zugehorigen, auf die Ladekontrolle standardisierten AIDA Quantifizierungen. Als
Ladekontrolle wurde das nukleadre Filamentprotein Lamin A verwendet.

36 C) Darstellung der a-SMA Expression 48h nach Transfektion im Western Blot sowie der
zugehorigen, auf die Ladekontrolle standardisierten AIDA Quantifizierungen. Als Ladekontrolle
wurde das Glykolyseenzym GAPDH genutzt.
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4.3.2. Proliferationsinhibition Zytokin-stimulierter MSCs im NFkB-Knock-
Down-Modell

Nach der unter 4.3.1. nachgewiesenen NFkB Abhangigkeit der Spontanproliferation der
MSCs wurde nun Uberprift, ob auch der proliferationsférdernde Effekt der pro-
inflammatorischen Zytokine Uber den Transkriptionsfaktor NFkB vermittelt wird. Dazu
wurden Zellen der Kultur MSC 19, als Vertreter eines Kindes mit milder BPD, und Zellen
der Kultur MSC 22, als Vertreter eines Kindes mit schwerer BPD mit siRNA gegen
NFkBp65 und der Kontroll-siRNA "mock" transfiziert. Hierbei wurde jedoch im Gegensatz
zu den vorher unter 4.3.1. eingesetzten 20nM die siRNA in einer niedrigeren
Konzentration von 2nM (s. auch 3.2.3. und 3.2.8.) eingesetzt. Durch diese niedriger
dosierte Transfektion sollte in diesem Versuchsansatz die basale NFKB Expression und
die Spontanproliferation maoglichst wenig beeinflusst werden. Gleichzeitig musste im
Rahmen der Analysen Uberprift werden, ob die NFkB Aktivierung durch die pro-
inflammatorischen Zytokine durch den Knockdown zuverlassig reduziert und ob unter
dieser Bedingung die durch die pro-inflammatorischen Zytokine verstarkte Proliferation
verhindert oder partiell reduziert wird.

Im Western Blot zeigte sich nach RNA Interferenz gegen NFkBp65 die Expression des
Transkriptionsfaktors auf basaler Ebene weitgehend unbeeintrachtigt, wahrend nach
Stimulation mit IL-18 sowohl an MSC 19 (37 A) als auch an MSC 22 (37 B) die
Aktivierung von NFkBp65 im Vergleich zur Zytokin-stimulierten "mock"-Kontrolle stark
reduziert und der Knockdown damit erfolgreich war. Analog dazu war die
Spontanproliferation der MSCs nach Transfektion mit siNFKBp65 im Vergleich zu den mit
"mock" transfizierten Kontrollzellen nur geringradig und, im Gegensatz zu den hdher
dosierten Transfektionen in 4.3.1., nicht statistisch signifikant eingeschréankt (37 A und B).
Nach Stimulation der MSCs mit IL-1B zeigten die Kontrollzellen, "mock+IL-1", analog zu
ihrem hohem NFkB Aktivierungsstatus auf molekularer Ebene eine zum Endzeitpunkt
120h 20% (MSC 19, 37 A) bzw. 33% (MSC 22, 37 B) erhthte Zellproliferation gegeniber
der unstimulierten Kontrolle "mock". Der Wachstumsunterschied war fir MSC 19 120h
nach Zytokinzugabe, fir MSC 22 zu den Zeitpunkten 48h, 72h, 96h und 120h gegentiber
der unstimulierten Kontrolle "mock” statistisch signifikant. In der vergleichsweisen
Betrachtung der mit siRNA gegen NFkBp65 transfizierten MSCs war die Zellproliferation
120h nach Stimulation mit IL-1B zwar mit 10% fiur MSC 19 und 26% fur MSC 22 immer
noch starker als die Spontanproliferation der siNFkBp65-Kontrolle, jedoch war der
Wachstumsunterschied zu ihrer Kontrolle um vieles geringer, als der der ,mock"

transfizierten und stimulierten Zellen zu der jeweiligen ,mock®-Kontrolle und die
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Wachstumsdifferenz war weder bei MSC 19 noch bei MSC 22 statistisch signifikant (37 A
und B).

Vergleicht man jedoch die Wachstumskurven "mock+IL-13" und "siNFkBp65+IL-1B", so ist
die Zellproliferation der MSCs mit Zytokinstimulation und NFkB Knockdown,
"siNFKBp65+IL-1B", zum Zeitpunkt 120h mit 23% bei MSC 19 (37 A) und 25% bei MSC
22 (37 B) gegeniber den Zytokin-stimulierten Zellen ohne NFkB Knockdown, "mock+IL-
18", reduziert. Der Wachstumsunterschied "siNFkBp65+IL-1B" gegen "mock+IL-1p" war
fur MSC 19 (37 A) 120h nach Stimulation und fur MSC 22 (37 B) zu den Zeitpunkten 48h,
72h, 96h und 120h statistisch signifikant.

Die Reduktion aktivierten NFkBs durch vorherige Transfektion mit siNFkBp65 flihrte
folglich zu einer signifikanten Abnahme des proliferationsféordernden Effekts von IL-1pB.
Die Inhibition der Zytokin-induzierten Mehrproliferation durch einmalige Transfektion der

MSCs persistierte somit Uber den gesamten Zeitraum des experimentellen Settings.
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Abbildung 37: Inhibition der IL-1B induzierten Mehrproliferation im NFkB-Knock-Down-Modell an
MSC 19 (37 A, n = 4 Experimente) und MSC 22 (37 B, n = 4 Experimente)

Einen Tag nach Transfektion mit 2nM siRNA gegen NFkBp65 oder 2nM der Kontrollsequenz
"mock" wurden die MSCs mit 100ng/ml IL-1B stimuliert und die Zellproliferation im 24h-Rhythmus
im Cellscreen aufgezeichnet. Die statistische Analyse erfolgte nach Berechnung der
Standardfehler und der Mittelwerte der jeweils n = 4 an MSC 19 bzw. an MSC 22 durchgefiihrten
Experimente fur jeden Zeitpunkt t[0-120]h mittels ANOVA (Analysis of Variance). Es gilt die
Kennzeichnung signifikanter Unterschiede zum Niveau 5% mit * (p<0,05). Die mit *
gekennzeichneten Unterschiede sind auch nach Bonferoni - Adjustierung flr multiples Testen
signifikant.

Fir die Western Blot Analysen wurden die Kernlysate zur Untersuchung der NFkB Expression 2h
nach Zytokinstimulation gewonnen. Die Quantifizierung und Standardisierung der im Western Blot
detektierten Proteinmengen auf die Ladekontrolle Histon H1 erfolgte mit Hilfe der AIDA Image
Analyzer Software. In den Abbildungen der Western Blot Analysen wurden Banden fur eine
sinnvolle Anordnung aus dem identischen Gel ausgeschnitten und in der abgebildeten
Reihenfolge, ohne weitere Bearbeitung wieder aneinander gefligt (Markierung durch Trennlinien).

Analog zu IL-1B zeigte die Western Blot Analyse nach Stimulation mit TNF-a in den mit
siNFkBp65 transfizierten MSCs sowohl der Kultur MSC 19 (38 A) als auch der Kultur MSC
22 (38 B) im Vergleich zur Zytokin-stimulierten "mock"-Kontrolle eine deutlich reduzierte
NFkBp65  Aktivierung und damit einen  erfolgreichen  Knockdown  des
Transkriptionsfaktors. Entsprechend der niedriger gewahlten siRNA Dosis, um die basale
NFkBp65 Expression mdglichst wenig zu beeinflussen, war die Spontanproliferation der
mit siNFkBp65 transfizierten MSCs im Vergleich zur unstimulierten "mock"-Kontrolle nur
geringfliigig reduziert und der Wachstumsunterschied, im Gegensatz zu den hoéher
dosierten Transfektionen in 4.3.1., nicht statistisch signifikant. Die Stimulation der mit der
Kontrollsequenz "mock" transfizierten MSCs mit TNF-a induzierte im Vergleich zur
unstimulierten "mock"-Kontrolle eine um 15% (MSC 19, 38 A) bzw. um 21% (MSC 22, 38

B) erhohte Zellproliferation zum Zeitpunkt 120h nach TNF-a Zugabe. Die
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Mehrproliferation von "mock+TNF-a" gegen "mock" war fir MSC 19 (38 A) zu den
Zeitpunkten 72h, 96h und 120h und fir MSC 22 (38 B) zum Zeitpunkt 120h nach TNF-a
Stimulation statistisch signifkant. Betrachtet man hingegen die mit TNF-a stimulierten,
jedoch mit siNFkBp65 transfizierten MSCs im Vergleich zu ihrer siNFkBp65-Kontrolle, so
war zwar eine geringfigige Mehrproliferation zu erkennen, der Wachstumsunterschied
zwischen "siNFkBp65+TNF-a" und "siNFkBp65" jedoch mit nur 5% bei MSC 19 und 13%
bei MSC 22 zu keinem Zeitpunkt signifikant. Besonders bei der Kultur MSC 19 (38 A), an
der der Knockdown nach siNFkBp65 Interferenz und TNF-a Stimulation im Vergleich zur
TNF-a stimulierten "mock"-Kontrolle mit einer Reduktion der NFkB Expression um 75% im
Western Blot besonders effizient durchgefiihrt werden konnte, deckte sich die
Wachstumskurve der MSCs "siNFkBp65+TNF-a" fast mit der Wachstumskurve der
siNFkBp65-Kontrolle. Vergleicht man die Proliferation von "mock+TNF-a" mit der von
"SiINFKBp65+TNF-a", so war das Zellwachstum der mit TNF-a stimulierten MSCs mit
NFkB Knockdown, "siNFkBp65+TNF-a", im Vergleich zur TNF-a stimulierten Kontrolle
ohne Knockdown, "mock+TNF-a", 120h nach TNF-a Zugabe um 20% (38 A) bzw. um
24% (38 B) reduziert. Der Wachstumsunterschied "mock+TNF-a" gegen
"SINFKBp65+TNF-a" war zu den Zeitpunkten 72h, 96h und 120h nach Stimulation mit
TNF-a fur MSC 19 (38 A) und zum Zeitpunkt 120h nach TNF-a Zugabe fir MSC 22 (38 B)
statistisch signifikant.

Die Reduktion aktivierten NFkBs durch vorherige Transfektion mit siNFkBp65 flhrte
folglich analog zu den IL-18 Versuchen zu einer signifikanten Abnahme des
proliferationsfordernden Effekts von TNF-a. Die Inhibition der Zytokin-induzierten
Mehrproliferation persistierte auch in diesen Stimulationen Uber den gesamten Zeitraum

des experimentellen Settings.
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Abbildung 38: Inhibition der TNF-a induzierten Mehrproliferation im NFkB-Knock-Down-Modell an
MSC 19 (38 A, n = 7 Experimente) und MSC 22 (38 B, n = 7 Experimente)

Einen Tag nach Transfektion mit 2nM siRNA gegen NFkBp65 oder 2nM der Kontrollsequenz
"mock” wurden die MSCs mit 300ng/ml TNF-a stimuliert und die Zellproliferation im 24h-Rhythmus
im Cellscreen aufgezeichnet. Die statistische Analyse erfolgte nach Berechnung der
Standardfehler und der Mittelwerte der jeweils n = 7 an MSC 19 bzw. an MSC 22 durchgefihrten
Experimente fir jeden Zeitpunkt t[0-120]h mittels ANOVA (Analysis of Variance). Es gilt die
Kennzeichnung signifikanter Unterschiede zum Niveau 5% mit * (p<0,05). Die mit *
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gekennzeichneten Unterschiede sind auch nach Bonferoni - Adjustierung fir multiples Testen
signifikant.

Fur die Western Blot Analysen wurden die Kernlysate zur Untersuchung der NFkB Expression 2h
nach Zytokinstimulation gewonnen. Die Quantifizierung und Standardisierung der im Western Blot
detektierten Proteinmengen auf die Ladekontrolle Histon H1 erfolgte mit Hilfe der AIDA Image
Analyzer Software. In den Abbildungen der Western Blot Analysen wurden Banden flr eine
sinnvolle Anordnung aus dem identischen Gel ausgeschnitten und in der abgebildeten
Reihenfolge, ohne weitere Bearbeitung wieder aneinander gefiigt (Markierung durch Trennlinien).

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die pro-inflammatorischen Zytokine IL-1B und
TNF-a, bei ungestorter basaler Expression des Transkriptionsfaktors NFkB, zu einer
signifikanten Mehrproliferation der MSCs fihren, die jedoch mit Knockdown der
transkriptionsaktivierenden NFkBp65-Einheit durch RNA Interferenz und damit Mangel an
aktiviertem NFkB inhibiert wird. Die signifikante Proliferationsreduktion der mit siNFkBp65
transfizierten und Zytokin-stimulierten MSCs im Vergleich zu den mit "mock" transfizierten
und Zytokin-stimulierten Kontrollzellen zeigt, dass der Transkriptionsfaktor NFkB eine
entscheidende Rolle in der Vermittlung der Zytokin-induzierten Effekte auf die Proliferation
der MSCs spielt.

4.4. Intrazellulare Signaltransduktion von TGF-B1 und seine Wirkung

auf die Proteinexpression in MSCs

Nach detaillierten Studien zu den Zytokinen IL-1B3, TNF-a, IL-6 und IL-8 folgte nun die
Untersuchung der Effekte des Transforming Growth Factors-B1, TGF-f1, auf die
Proteinexpression der MSCs sowie die Charakterisierung der intrazellularen
Signaltransduktion nach TGF-B1 Stimulation. Im Gegensatz zu den anderen vier
Hauptzytokinen der pulmonalen Inflammationsreaktion, IL-1B8, TNF-a, IL-6 und IL-8, war
fur TGF-B1 eine anti-proliferative Wirkung detektiert worden (s. 4.1.2.).

TGF-B31 ist bereits als Induktor der Differenzierung von MSCs zu Myofibroblasten und
damit fur die Synthesesteigerung des Markerproteins a-SMA Uber den Smad-Signalweg
bekannt. Bei diesem werden, nach Bindung von TGF-f1 an den Rezeptor, die
rezeptorgebundenen Smadproteine 2 und 3 phosphoryliert. P-Smad2 und p-Smad3
dissoziieren vom Rezeptor und wandern, wie unter 1.2.3.3./Abbildung 9 né&her
beschrieben, als heteromerer Komplex mit Smad4 in den Zellkern zur Regulation der
Proteintranskription (Bartram and Speer 2004).

Zum Nachweis der reibungslosen Funktionsfahigkeit des TGF-f1 Signalwegs in MSCs
aus dem Trachealsekret Frihgeborener unter laborchemischen Bedingungen wurde
zunachst die a-SMA Expression sowie die Phosphorylierung der Smad-Proteine, Smad2

und Smad3, nach Stimulation der MSCs mit TGF-31 getestet.
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Sowohl in der Kultur MSC 22 (Abb. 39) als auch in der Kultur MSC 21 (Abb. 40) fuhrte die
Stimulation mit TGF-B1 nach 48h zu einer stark erhéhten a-SMA Expression im Vergleich
zur unstimulierten Kontrolle als Zeichen eines intakten Signalweges.

Ebenfalls war in beiden Kulturen MSC 22 (Abb. 39) und MSC 21 (Abb. 40) 2h und 6h
nach Stimulation mit TGF-B1 ein starkes Signal an phosphoryliertem und damit
aktiviertem p-Smad3 detektierbar. Dieses Ergebnis konnte in 11 von insgesamt 11
Stimulationen mit TGF-B1 an verschiedenen Kulturen bestatigt werden. Zu einer
Aktivierung und Phosphorylierung von Smad2 kam es allerdings nur in 4 von 11
Stimulationsversuchen mit TGF-B1. Daher wurde als Beispiel einer Phosphorylierung von
Smad2 nach TGF-f1 Stimulation die Kultur MSC 21 (Abb. 40) gewahlt, bei der in zwei
unabhangigen Versuchen beide Male sowohl Smad3 als auch Smad2 phosphoryliert
wurden. Abb. 39 reprasentiert einen der 7 Versuche bei dem es zu einer isolierten
Phosphorylierung von Smad3 kam. Die Funktionstiichtigkeit der p-Smad2 und p-Smad3
Antikorper zeigt die Positivkontrolle (P).
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Abbildung 39: p-Smad3 Aktivierung und Induktion der a-SMA Expression nach Stimulation der
Kultur MSC 22 mit TGF-1

Zellpellets zur Uberpriifung der Phosphorylierung von Smad2 und Smad3 wurden 2h bzw. 6h,
Zellpellets zur Uberpriifung der a-SMA Expression 48h nach Stimulation mit 10ng/ml TGF-B1
gewonnen. Als Positivkontrolle (P) fur p-Smad2 und p-Smad3 wurden HelLa-Zellen verwendet,
deren positives Signal die Funktionsfahigkeit der p-Smad2 und p-Smad3 Antikrper zeigt.

39 A) Western Blot Analyse der Smad-Phophorylierung (links) und der a-SMA Expression (rechts)
mit ihrer zugehorigen Ladekontrolle GAPDH. Fir eine sinnvolle Anordnung der dargestellten
Banden wurden diese aus demselben Western Blot Gel ausgeschnitten, in der urspringlichen
Reihenfolge umgestellt und ohne weitere Bearbeitung in obiger Reihenfolge wieder aneinander
gefugt (Markierung durch Trennlinien).

39 B) Quantifizierung der in den Western Blot Analysen detektierten Proteinsignale mit der AIDA
Image Analyzer Software und Standardisierung der Smad- bzw. a-SMA Signale auf die jeweilige
Ladekontrolle.

A) MSC 21
TGF-B1
TGF-1
p-Smad2 60kDa Co  48h
p-Smad3 52kDa a-SMA s | 42kDa
GAPDH 36kDa GAPDH | ‘s WS | 36KDa
B)
ry 0
< g )
= 16 - p-Smad2 £16 - p-Smad3 G 46 9SMA
= = ’ e
5 1,4 1 81,4- T 14 -
: 3 2
91,2- %1,2- 51,2-
N
T 1 T 1 < 1]
£ E %
‘g- 058 T éo!a T é 0’8 7
& 0,6 - 15 0,6 - T 0,6 -
@ 2 2
S 0.4 - 30,4- 8 0,4 -
E 0.2 - g 0.2 - g 0.2 4
5 s S
a0 4 - 0 - -1 0 4
Co 2h 6h P Co 2h 6h P Co 48h
TGF-p1 TGF-p1 TGF-p1

Abbildung 40: p-Smad2 und p-Smad3 Aktivierung und Induktion der a-SMA Expression nach
Stimulation der Kultur MSC 21 mit TGF-f31

Zellpellets zur Uberpriifung der Phosphorylierung von Smad2 und Smad3 wurden 2h bzw. 6h,
Zellpellets zur Uberpriifung der a-SMA Expression 48h nach Stimulation mit 10ng/ml TGF-B1
gewonnen. Als Positivkontrolle (P) fir p-Smad2 und p-Smad3 wurden Hela-Zellen verwendet,
deren positives Signal die Funktionsfahigkeit der p-Smad2 und p-Smad3 Antikérper zeigt.

40 A) Western Blot Analyse der Smad-Phophorylierung (links) und der a-SMA Expression (rechts)
mit ihrer zugehorigen Ladekontrolle GAPDH. Fir eine sinnvolle Anordnung der dargestellten
Banden wurden diese aus demselben Western Blot Gel ausgeschnitten, in der urspringlichen
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Reihenfolge umgestellt und ohne weitere Bearbeitung in obiger Reihenfolge wieder aneinander
geflgt (Markierung durch Trennlinien).

40 B) Quantifizierung der in den Western Blot Analysen detektierten Proteinsignale mit der AIDA
Image Analyzer Software und Standardisierung der Smad- bzw. a-SMA Signale auf die jeweilige
Ladekontrolle.

Da in allen 11 mit TGF-B1 stimulierten Zellkulturen p-Smad3 aktiviert wurde und nur
viermal eine Aktivierung und Phosphorylierung von Smad2 nachweisbar war, besteht die
Vermutung, dass die intrazellulare Signalweiterleitung eines TGF-B1 Stimulus in MSCs
aus dem Trachealsekret Frihgeborener vornehmlich tber p-Smad3 lauft. Dieses Ergebnis
héangt allerdings eventuell auch von den individuellen Eigenschaften der jeweiligen Kultur
ab und ist nicht generell auf alle Kulturen tbertragbar. Das Ergebnis steht im Einklang mit
der Literatur, die das Vorherrschen von p-Smad3 in der Signaliibertragung von TGF-f1
Stimuli z.B. in Fibroblasten und Myofibroblasten in einem plasmidgesteuerten
Uberexpressionsmodell bestétigt, in dem es bei Uberexpression von Smad3, nicht aber
bei Uberexpression von Smad2 zu einer TGF-B1 induzierten a-SMA Expression kam (Gu,
Zhu et al. 2007).

4.5. Interaktion der pro-inflammatorischen Zytokine IL-1B, TNF-a, IL-6
und IL-8 mit TGF-B1

Das pulmonale Inflammationsgeschehen der bronchopulmonalen Dysplasie ist nicht nur
durch das Vorhandensein vielzahliger pro-inflammatorischer  Zytokine, anti-
inflammatorischer Zytokine und Wachstumsfaktoren gekennzeichnet, sondern vor allem
auch durch eine komplexe Dsyregulation der Expression dieser Faktoren mit einem
Ungleichgewicht zugunsten der pro-inflammatorischen Seite (Speer 2009). Die
Einzeleffekte der Hauptzytokine der pulmonalen Inflammationsreaktion, IL-18, TNF-a, IL-
6, IL-8 und TGF-B1, auf den Phanotyp und die Proteinexpression von MSCs aus dem
Trachealsekret Frihgeborener wurden bereits in den vorhergehenden Studien
charakterisiert (s. 4.1. - 4.4.).

Da im Inflammationsgeschehen der chronischen Lungenerkrankung des Friihgeborenen
jedoch alle Faktoren in einem komplexen Netzwerk interagieren, sollte nun der Einfluss
der verschiedenen Zytokine simultan auf die MSCs untersucht und somit der Nettoeffekt
beurteilt werden. Dazu wurden im Folgenden Doppelstimulationen mit den pro-
proliferativen Zytokinen IL-13, TNF-a und IL-6 und dem anti-proliferativen TGF-31
vorgenommen und der Effekt der Zytokininteraktion auf das Proliferationsverhalten der
MSCs analysiert. Ebenfalls wurde der Effekt der Interaktion von IL-1B3, TNF-a, IL-6 oder

IL-8 mit TGF-B1 auf die molekulare Proteinexpression charakterisiert.
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4.5.1. Effekt der Interaktion auf das Proliferationsverhalten der MSCs

Zur Charakterisierung des Proliferationsverhaltens von MSCs nach Simultanstimulation
mit TGF-f1 und IL-1B, TNF-a oder IL-6 wurde das bereits zuvor verwendete
experimentelle Setting der Einzelstimulationen mit Bestimmung des Zellwachstums durch
repetitive Cellscreenmessungen im 24-Stunden-Rhythmus in identischer Weise fiir die
Kombinationsstimulationen mit je 2 Zytokinen benitzt (s. 3.2.3. und 3.2.4.). Auf die
Stimulation mit IL-8 wurde, wegen des unter 4.1.2. nicht eindeutig reproduzierbaren,
proliferationsférdernden Effekts, verzichtet.

Die MSC-Stimulation mit IL-1B filhrte zu den Zeitpunkten 96h und 120h nach Zytokin-
Zugabe mit einer um 30% und 54% erhdhten Well-Bedeckung im Vergleich zur
unstimulierten Kontrolle "Co" zu einer statistisch signifikanten Mehrproliferation der
stimulierten Zellen (41 A). Im Gegensatz dazu war die MSC-Proliferation nach Stimulation
mit TGF-B1, entsprechend den Vorversuchen, deutlich vermindert und nach 120h um
14% gegenuber der Kontrolle reduziert. Gegen die mit IL-13 stimulierten MSCs war die
Proliferation der TGF-B1 stimulierten Zellen nach 120h um 44% vermindert und der
Wachstumsunterschied zu den Zeitpunkten 72h, 96h und 120h statistisch signifikant. Das
Zellwachstum der doppelstimulierten MSCs war zu den Zeitpunkten 72h, 96h und 120h
ebenfalls signifikant gegentiber den mit IL-1B stimulierten MSCs reduziert und zeigte mit
einer Wachstumsreduktion um 46% nach 120h das Uberwiegen der TGF-B1 Wirkung an
(41 A).

Analog zu der IL-1B/TGF-B1 Kombinationsstimulation zeigte sich nach Stimulation mit
TNF-a eine gegenuber der Kontrolle zu den Zeitpunkten 48h, 72h und 96h signifikant
erhdhte Zellproliferation mit einer zu den Zeitpunkten 96h bzw. 120h nach TNF-a Zugabe
31% bzw. 36% dichteren Well-Bedeckung (41 B). TGF-B1 fuhrte zu einer deutlichen
Wachstumsinhibition mit einer um 14% reduzierten Proliferation der stimulierten MSCs
gegenuber der Kontrolle bzw. einer um 37% reduzierten Proliferation gegen TNF-a nach
120h. Die Wachstumsinhibition durch TGF-1 war gegentber der Kontrolle zum Zeitpunkt
72h, gegenuber den mit TNF-a stimulierten MSCs zu den Zeitpunkten 72h und 96h
statistisch signifikant. Durch Uberwiegen der Wirkung von TGF-B1 war bei den doppelt
stimulierten MSCs (TGF-B1+TNF-a) eine signifikante Wachstumsinhibition gegeniber den
allein mit TNF-a stimulierten Zellen zu den Zeitpunkten 48h, 72h und 96h mit einer um
28% (96h) bzw. 31% (120h) verminderten Zellproliferation zu beobachten. Gegentiber der
Kontrolle war das Zellwachstum 96h und 120h nach Zugabe von TGF-1+TNF-a um
jeweils 6% reduziert und der Wachstumsunterschied 72h nach Stimulation statistisch
signifikant (41 B).
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Die Kombinationsstimulationen mit IL-6 und TGF-B1 (41 C) ergaben denselben
Wachstumstrend wie die beiden hochsignifikanten Versuche mit IL-18+TGF-31 bzw. TNF-
a+TGF-B1. Auch nach Kombinationsstimulation mit IL-6+TGF-31 war die Zellproliferation
deutlich vermindert und schloss sich der Wachstumskurve der MSCs an, die rein mit TGF-
B1 stimuliert worden waren. Der Wachstumsunterschied der mit IL-6 stimulierten MSCs
gegenuber den mit TGF-B1 stimulierten MSCs war mit 23% 72h nach Stimulation
signifikant (41 C).

In allen drei Stimulationsansatzen 41 A, B und C ist deutlich zu erkennen, dass TGF-1 in
seiner bisher verwendeten Standardkonzentration von 10ng/ml den
proliferationsférdernden Effekt der pro-inflammatorischen Zytokine vollstandig aufhebt und

mit seiner proliferationsinhibierenden Wirkung tberwiegt.
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Abbildung 41: Inhibition der Zellproliferation nach Kombinationsstimulation der MSCs mit TGF-1
und einem der pro-inflammatorischen Zytokine IL-18 (41 A, n = 4 Experimente), TNF-a (41 B, n=5
Experimente) und IL-6 (41 C, n = 3 Experimente) an der Kultur MSC 19

Nach Stimulation der MSCs mit 100ng/ml IL-18, 300ng/ml TNF-a oder 100ng/ml IL-6 einzeln oder
mit 10ng/ml TGF-B1 einzeln oder mit der Kombination Zytokin + TGF-B1 wurde die Zellproliferation
im 24h-Rhythmus mittels Cellscreenmessungen aufgezeichnet. Im Anschluss wurde zu jedem
Zeitpunkt der Standardfehler sowie der Mittelwert identisch stimulierter Experimente berechnet und
die Well-Bedeckung auf die der Kontrolle zum Startzeitpunkt normiert. Da die
Proliferationsmessung in 41 B und 41 C nur bei einem Versuchsansatz bis 120h nach Stimulation
fortgefuihrt wurde, entfiel zu diesem Zeitpunkt in diesen Graphiken der Standardfehler. Die
statistische Analyse erfolgte bis 96h mit einer einseitigen ANOVA (Analysis of Variance). Es gilt die
Kennzeichnung signifikanter Unterschiede zum Niveau 5%, 1% bzw. 0,1% mit *(p<0,05),
**(p<0,01) bzw. ***(p<0,001). Die mit * gekennzeichneten Unterschiede sind auch nach Bonferoni -
Adjustierung fiir multiples Testen signifikant.
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Des Weiteren sollte die in den Kombinationsstimulationen Uberwiegende
proliferationsinhibierende Wirkung von TGF-B1 auf Dosisabhangigkeit von der
vorliegenden TGF-B1 Konzentration gepruft werden. Dazu wurden die MSCs mit drei
verschiedenen, abnehmenden TGF-B1 Konzentrationen (10ng/ml, 1ng/ml und 0,1ng/ml)
stimuliert. Zusatzlich wurden Kombinationsstudien mit IL-1f und TNF-a durchgefihrt, die
aufgrund ihres starken proliferationsférdernden Effekts ausgewahlt und weiterhin in ihren
Standarddosierungen eingesetzt wurden. Das Zellwachstum wurde entsprechend der
bisherigen Proliferationsstudien mittels Cellscreenmessungen ermittelt (s. 3.2.3. und
3.2.4)).

In zwei reprasentativen Versuchsreihen an der Kultur MSC 19 fuhrte die separate
Stimulation der MSCs mit IL-18 (Abb. 42) und TNF-a (Abb. 43) wieder zu einer deutlich
verstarkten Zellproliferation. TGF-B1 inhibierte nicht nur in der hohen Konzentration von
10ng/ml (Abb. 42 A und 43 A) die Spontanproliferation der MSCs im Vergleich zur
Kontrolle, sondern auch in der niedrigeren Konzentration von 1ng/ml (Abb. 42 B und 43
B). Erst bei einer Stimulationsdosis von 0,1ng/ml TGF-B1 (Abb. 42 C und 43 C) war dieser
Effekt nicht mehr nachweisbar und die Zellen wuchsen analog zur Kontrolle. Beobachtet
man den Interaktionseffekt nach Doppelstimulation mit TGF-B1 und IL-13 (Abb. 42) bzw.
mit TNF-a (Abb. 43), ist eindeutig erkennbar, dass die proliferationsinhibierende Wirkung
von TGF-B1 nicht nur nach Einsatz der hohen Dosis von 10ng/ml Gberwog, sondern auch
nach Verwendung der niedrigeren Dosis von 1ng/ml (Abb. 42 A+B und 43 A+B). Erst als
TGF-B1 so gering dosiert war (mit 0,1ng/ml in Abb. 42 C und 43 C), dass er nicht mehr
die Spontanproliferation der MSCs zu unterdriicken vermochte, Uberwog der
proliferationsfordernde Effekt von IL-18 und TNF-a. Im Vergleich zur Kontrolle und im
Vergleich zu den lediglich mit TGF-B1 stimulierten MSCs war eine deutlich verstarkte
Proliferation der doppelstimulierten MSCs sichtbar, die der Proliferation der allein mit IL-
18 bzw. TNF-a stimulierten MSCs entsprach. Wurde TGF-31 folglich in einem wirksamen
Bereich eingesetzt, in dem er die Spontanproliferation unstimulierter MSCs inhibierte, so
Uberwog auch sein Effekt in einer Doppelstimulation mit IL-18 und TNF-a und hob deren

wachstumsférdernde Wirkung auf.
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Abbildung 42: Dosisabhangigkeit der MSC-Proliferation nach Einzel- und Kombinationsstimulation
mit TGF-B1 in den Konzentrationen 10ng/ml (42 A), 1ng/ml (42 B) und 0,1ng/ml (42 C) und
100ng/ml IL-1B an der Kultur MSC 19.

Bestimmung der Zellproliferation mittels automatisierter, repetitiver, lichtmikroskopischer Messung
im Cellscreen und Normierung der Messwerte auf die Well-Bedeckung der Kontrolle zum
Startzeitpunkt t[0].
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Abbildung 43: Dosisabhangigkeit der MSC-Proliferation nach Einzel- und Kombinationsstimulation
mit TGF-B1 in den Konzentrationen 10ng/ml (43 A), 1ng/ml (43 B) und 0,1ng/ml (43 C) und
300ng/ml TNF-a an der Kultur MSC 19.

Bestimmung der Zellproliferation mittels automatisierter, repetitiver, lichtmikroskopischer Messung
im Cellscreen und Normierung der Messwerte auf die Well-Bedeckung der Kontrolle zum
Startzeitpunkt t[0].
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4.5.2. Effekt der Interaktion auf die Expression von a-SMA

Eine Verminderung der basalen Expression des Myofibroblastenmarkers a-SMA wurde
bereits nach Stimulation der MSCs mit IL-13, TNF-a, IL-6 und IL-8 fUr jedes dieser vier
Zytokine unter 4.2.2. nachgewiesen. TGF-B1 antagonisierte diese Wirkung der pro-
inflammatorischen Zytokine und forderte Uber den Smad-Signalweg die a-SMA
Expression (s. 4.4.). Zur Charakterisierung des Effekts einer Kombinationsstimulation aus
TGF-B1 und IL-1B, TNF-a, IL-6 oder IL-8 auf die a-SMA Expression der MSCs wurde
diese nach identischem Versuchsaufbau zu den vorangehenden Simultanstimulationen im
Western Blot untersucht.

Die simultane Stimulation der MSCs mit der Kombination TGF-f1 und IL-1p flihrte in den
Western Blot Analysen der exemplarisch dargestellten Kultur MSC 19, reprasentativ fur
ein Kind mit milder BPD, als auch in der Kultur MSC 22, reprasentativ fir ein Kind mit
schwerer BPD, zu einer Inhibition der rein durch TGF-B1 induzierten a-SMA Expression
(44 A). Dieses Ergebnis konnte in den parallel zu den Western Blot Analysen
durchgefuhrten AIDA Quantifizierungen von insgesamt n = 11 identischen Stimulationen
an MSC-Isolaten 6 verschiedener Frihgeborener reproduziert werden (44 B). Die
Einzelstimulation mit TGF-B1 induzierte einen im Vergleich zur Kontrolle statistisch
hochsignifikanten Anstieg der a-SMA Expression (44 B). IL-1B fuhrte, wie unter 4.2.2.
vorbeschrieben, zu einer Verminderung der basalen a-SMA Expression (44 B), die in den
Western Blot Darstellungen (44 A) in dieser Belichtungszeit mit Schwerpunkt auf die
Kombinationsstimulation nicht zu sehen war. Die Kombinationsstimulation mit IL-13 und
TGF-B1 bewirkte nach Mittelwertbildung eine im Vergleich zur TGF-B1 Einzelstimulation
um 47% reduzierte Expression von a-SMA. Das pro-inflammatorische Zytokin inhibierte
folglich die TGF-B1 induzierte a-SMA Expression und fiihrte zu einer statistisch
signifikanten Reduktion der Expression dieses Proteins (44 B). Dieser Effekt konnte
unabhangig vom BPD Schweregrad kulturiibergreifend an allen untersuchten MSC-

Isolaten nachgewiesen werden.
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Abbildung 44: Inhibition der TGF-B1 induzierten a-SMA Expression nach Kombinationsstimulation
mit IL-18 und TGF-31

Durchfihrung der Western Blot Analysen 48h nach Stimulation mit 200ng/ml IL-1B, 10ng/ml TGF-
B1 und der Kombination 100ng/ml IL-18 + 10ng/ml TGF-B1 mit exemplarischer Darstellung der
Kulturen MSC 19 und MSC 22 (44 A). AnschlieBende Quantifizierung der detektierten
Proteinsignale von insgesamt n = 11 identisch durchgefiihrten Western Blot Analysen mittels AIDA
Image Analyzer Software, Standardisierung der a-SMA Signale auf die Ladekontrolle GAPDH und
Berechnung der Mittelwerte von Einzelversuchen an identischen MSC-Kulturen. Anschliel3ende
kulturibergreifende Zusammenfassung der AIDA Quantifizierungen an den Kulturen MSC 19, 21,
22, 25, 55 und 59 durch erneute Mittelwertbildung und statistische Auswertung signifikanter
Unterschiede in der a-SMA Expression mittels eines linearen, gemischten Modells. Abh&ngigkeiten
innerhalb einer Zellkultur wurden durch einen entsprechenden Random Effekt (Schatzung mit R
Package Ime 4 [1]) bertcksichtigt. Signifikanzniveau: p<0,05. TGF-B1 Haupteffekt: p<0,001;
Interaktion IL-1B/TGF-31: p = 0,019 (44 B).

Die Kombinationsstimulation mit TGF-B1 und TNF-a fihrte in den reprasentativ fur
insgesamt n = 10 Stimulationen dargestellten Western Blot Analysen der Kulturen MSC
19 und MSC 59 zu einer deutlichen Verminderung der TGF-B1 induzierten a-SMA
Expression (45 A). Die AIDA Quantifizierung aller in diesem experimentellen Setting
durchgefiihrten Stimulationen zeigt nach Einzelstimulation mit TNF-a seine unter 4.2.2.
vorbeschriebene Wirkung mit einer Reduktion der basalen a-SMA Expression (45 B). Die
nach alleiniger TGF-B1 Stimulation stark erhéhte Expression von a-SMA war gegenuber
der Kontrolle mit einem p<0,001 statistisch hochsignifikant vermehrt. Die simultan zu
TGF-B1 durchgeflihrte Stimulation mit TNF-a flhrte zu einer hochsignifikanten Interaktion
der beiden Zytokine (p<0,001) mit einer Reduktion der a-SMA Expression im Vergleich
zur TGF-B1 Einzelstimulation um 73% nach Mittelwertbildung (45 B). Die Interaktion von
TNF-a mit dem TGF-1 Signalweg inhibierte folglich kulturiibergreifend dessen induzierte

a-SMA Expression.
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Abbildung 45: Inhibition der TGF-B1 induzierten a-SMA Expression nach Kombinationsstimulation
mit TNF-a und TGF-f31

Durchfuhrung der Western Blot Analysen 48h nach Stimulation mit 300ng/ml TNF-a, 10ng/ml TGF-
B1 und der Kombination 300ng/ml TNF-a + 10ng/ml TGF-B1 mit exemplarischer Darstellung der
Kulturen MSC 19 und MSC 59. Fir eine sinnvolle, den anderen Graphiken entsprechende
Anordnung wurden Banden aus dem identischen Gel ausgeschnitten und in der abgebildeten
Reihenfolge, ohne weitere Bearbeitung wieder aneinander gefiigt (Markierung durch Trennlinien)
(45 A). AnschlieBende Quantifizierung der detektierten Proteinsignale von insgesamt n = 10
identisch durchgefihrten Western Blot Analysen mittels AIDA Image Analyzer Software,
Standardisierung der a-SMA Signale auf die Ladekontrolle GAPDH und Berechnung der
Mittelwerte von Einzelversuchen an identischen MSC-Kulturen. Anschliel3ende kulturibergreifende
Zusammenfassung der AIDA Quantifizierungen an den Kulturen MSC 19, 21, 22, 55 und 59 durch
erneute Mittelwertbildung und statistische Auswertung signifikanter Unterschiede in der a-SMA
Expression mittels eines linearen, gemischten Modells. Abh&ngigkeiten innerhalb einer Zellkultur
wurden durch einen entsprechenden Random Effekt (Schatzung mit R Package Ime 4 [1])
bertucksichtigt. Signifikanzniveau: p<0,05. TGF-1 Haupteffekt: p<0,001; Interaktion TNF-a/TGF-
1: p<0,001 (45 B).

Analog zu den vorangegangenen Simultanstimulationen induzierte ebenfalls die
Kombinationsstimulation der MSCs mit IL-6 und TGF-B1 eine deutliche Reduktion der
TGF-B1 induzierten a-SMA Expression in den exemplarisch dargestellten Kulturen MSC
30 und MSC 36 im Western Blot (46 A). In der AIDA Quantifizierung von insgesamtn =5
identisch stimulierten Versuchsansatzen, die MSCs von Friihgeborenen mit allen drei
BPD Schweregraden einschlossen (s. 4.1., Tab. 8), konnte kulturiibergreifend und
unabhangig vom BPD Schweregrad der jeweiligen Kinder die Reduktion sowohl der

basalen a-SMA Expression nach IL-6 Einzelstimulation als auch die Inhibition der TGF-f31
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induzierten a-SMA Expression reproduziert werden (46 B). Die Proteinexpression der
MSCs nach Kombinationsstimulation war gegentber der statistisch signifikant erhdhten a-
SMA Expression der TGF-B1 Einzelstimulation mit 38% deutlich reduziert. Die Interaktion

war jedoch nicht statistisch signifikant.
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Abbildung 46: Inhibition der TGF-B1 induzierten a-SMA Expression nach Kombinationsstimulation
mit IL-6 und TGF-31

Durchfuhrung der Western Blot Analysen 48h nach Stimulation mit 100ng/ml IL-6, 10ng/ml TGF-31
und der Kombination 100ng/ml IL-6 + 10ng/ml TGF-B1 mit exemplarischer Darstellung der Kulturen
MSC 30 und MSC 36. Fur eine sinnvolle, den anderen Graphiken entsprechende Anordnung
wurden bei MSC 30 Banden aus dem identischen Gel ausgeschnitten und in der abgebildeten
Reihenfolge, ohne weitere Bearbeitung wieder aneinander gefiigt (Markierung durch Trennlinie)
(46 A). AnschlieRende Quantifizierung der detektierten Proteinsignale von insgesamt n = 5
identisch durchgefiihrten Western Blot Analysen mittels AIDA Image Analyzer Software,
Standardisierung der a-SMA Signale auf die Ladekontrolle GAPDH und Berechnung der
Mittelwerte von Einzelversuchen an identischen MSC-Kulturen. Anschlief3ende kulturiibergreifende
Zusammenfassung der AIDA Quantifizierungen an den Kulturen MSC 22, 25, 30 und 36 durch
erneute Mittelwertbildung und statistische Auswertung signifikanter Unterschiede in der a-SMA
Expression mittels eines linearen, gemischten Modells. Abh&ngigkeiten innerhalb einer Zellkultur
wurden durch einen entsprechenden Random Effekt (Schatzung mit R Package Ime 4 [1])
berucksichtigt. Signifikanzniveau: p<0,05. TGF-B1 Haupteffekt: p = 0,01; Interaktion IL-6/TGF-31:
nicht signifikant (46 B).

Entsprechend den Kombinationsstimulationen mit IL-18, TNF-a und IL-6 flhrte die
Doppelstimulation von IL-8 mit TGF-B1 in den Western Blot Analysen der Kulturen MSC
30 und MSC 25 zu einer Reduktion der durch TGF-B1 induzierten a-SMA Expression (47
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A). Die Summe der zu den beiden Western Blots zugehdrigen AIDA Quantifizierungen (47
B) zeigte, neben einer Inhibierung der a-SMA Expression nach IL-8 Einzelstimulation im
Vergleich zur Kontrolle, eine Reduktion der durch TGF-B1 signifikant erhéhten a-SMA
Expression nach Simultanstimulation mit IL-8 und TGF-f1 um 73%. Aufgrund der
niedrigen Stichprobenzahl und der vergleichsweise unterschiedlich starken Lichtintensitat
der im Western Blot detektierten Banden der beiden Versuchsansatze waren die

Unterschiede in der a-SMA Expression jedoch nicht gegeneinander statistisch signifikant.
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Abbildung 47: Inhibition der TGF-B1 induzierten a-SMA Expression nach Kombinationsstimulation
mit IL-8 und TGF-31

Durchfuhrung der Western Blot Analysen 48h nach Stimulation mit 300ng/ml IL-8, 10ng/ml TGF-31
und der Kombination 300ng/ml IL-8 + 10ng/ml TGF-B1 mit exemplarischer Darstellung der Kulturen
MSC 30 und MSC 25. Fur eine sinnvolle, den anderen Graphiken entsprechende Anordnung
wurden Banden aus dem identischen Gel ausgeschnitten und in der abgebildeten Reihenfolge,
ohne weitere Bearbeitung wieder aneinander gefugt (Markierung durch Trennlinien) (47 A).
AnschlieRende Quantifizierung der detektierten Proteinsignale von insgesamt n = 2 identisch
durchgefiihrten Western Blot Analysen mittels AIDA Image Analyzer Software, Standardisierung
der a-SMA Signale auf die Ladekontrolle GAPDH und kulturiibergreifende Zusammenfassung von
MSC 25 und MSC 30 durch Mittelwertbildung. Die statistische Auswertung signifikanter
Unterschiede in der a-SMA Expression erfolgte mittels eines linearen, gemischten Modells.
Abhangigkeiten innerhalb einer Zellkultur wurden durch einen entsprechenden Random Effekt
(Schatzung mit R Package Ime 4 [1]) bericksichtigt. Signifikanzniveau: p<0,05. TGF-B1
Haupteffekt: p = 0,013; Interaktion IL-8/TGF-B1: nicht signifikant (47 B).

Insgesamt fuhrten die Kombinationsstimulationen der pro-inflammatorischen Zytokine mit
TGF-B1 nach Einsatz jedes der vier Zytokine IL-1B, TNF-a, IL-6 und IL-8 zu einer
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Inhibition der TGF-B1 induzierten a-SMA Expression. Dies setzt eine Interaktion der
Zytokine mit dem durch TGF-B1 aktivierten Smad-Signalweg auf molekularer Ebene

voraus.

4.5.3. Charakterisierung des Smad-Signhalwegs nach Doppelstimulation der
MSCs

Aufgrund der unter 4.5.2. gezeigten inhibitorischen Wirkung auf die TGF-B1 induzierte a-
SMA Expression mussten IL-1B, TNF-qa, IL-6 und IL-8 an einer bestimmten Stelle mit dem
Smad-Signalweg interferieren und dort die Weiterleitung des TGF-B1 Stimulus
unterbinden. Mit Kenntnis des Smad-Signalwegs (s. 1.2.3.3. Abb. 9) ist dies u.a.
intrazellular auf Ebene der Rezeptorproteine Smad2 und Smad3 mdglich, die fur die
Signalweiterleitung phosphoryliert werden missen und sich daraufhin vom Rezeptor
ablésen. Im Zytoplasma bilden p-Smad2 und p-Smad3 einen heteromeren Komplex mit
Smad4, der in den Zellkern wandert und dort alleine oder in Kombination mit DNA-
Bindeproteinen an bestimmte Promotorsequenzen des Zielproteins bindet und dessen
Transkription reguliert (Bartram and Speer 2004).

Ziel folgender Studien war, zu untersuchen, ob die Rezeptorproteine Smad2 und Smad3
auch noch nach Simultanstimulation der MSCs mit TGF-B1 und einem der pro-
inflammatorischen Zytokine zur Signalweiterleitung phosphoryliert und damit aktiviert
werden und ob damit der erste Schritt des TGF-B1 Signalweges nach Doppelstimulation
noch funktionsfahig ist. Dazu wurden MSCs aus dem Trachealsekret Frilhgeborener in
einem zu den bisherigen Simultanstimulationen identischen experimentellen Setting
stimuliert und die Smad-Phosphorylierung sowie die a-SMA Expression mittels Western
Blot untersucht. Die Versuchsreihe wurde mit den in dieser Arbeit schwerpunktmafiig
untersuchten Zytokinen IL-1p und TNF-a sowie zusatzlich mit IL-6 durchgefuhrt. Auf die
Stimulation mit IL-8 wurde verzichtet.

Die Stimulation der Kultur MSC 22 mit TGF-B1 fuhrte nach Phosphorylierung von Smad2
und Smad3 (48 A) zu einer erhfhten a-SMA Expression (48 B), die im Vergleich zur
Kontrolle mit einem p<0,001 signifikant erhoht war. Die Doppelstimulation der MSCs mit
IL-18 und TGF-B1 fuhrte zu einer signifikanten Interaktion der beiden Zytokine, die in
einer Reduktion der a-SMA Expression im Vergleich zur TGF-B1 Einzelstimulation um
44% resultierte (48 B). Es hatte folglich eine Inhibition der TGF-B1 induzierten a-SMA
Expression durch IL-18 und damit eine Interaktion mit dem Smad-Signalweg
stattgefunden.

Trotz offensichtlicher Interferenz von IL-1B in den TGF-B1 Signalweg zeigte sich im

Western Blot nach Doppelstimulation der MSCs ein deutliches p-Smad2 und p-Smad3
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Signal, das genauso stark ausgepragt war, wie das der allein mit TGF-B1 stimulierten
MSCs (48 A). Dieses Ergebnis bestatigte ebenfalls die aus n = 4 identischen
Stimulationen errechnete Ubersicht der AIDA Quantifizierungen: Der Unterschied der p-
Smad2- und p-Smad3-Signale nach TGF-B1 Einzelstimulation gegenlber der TGF-B1/IL-
18 Kombinationsstimulation war statistisch nicht signifikant (48 A). Der erste Schritt des
TGF-B1 Signalwegs war folglich auch nach Zugabe von IL-1f3 intakt. Smad2 und Smad3
wurden weiterhin vom Rezeptor, einer Serin/Threonin-Kinase, phosphoryliert und dieser
Prozess nicht durch die Zytokinprasenz blockiert.

Im Western Blot (48 A) ist ebenfalls sichtbar, dass zur intrazellularen Signalweiterleitung
auch Smad2 aktiviert wurde. In 4.4. wurde bereits die Beobachtung thematisiert, dass die
Signalweiterleitung in den untersuchten MSC-Kulturen in 7 von 11 Versuchen rein durch
p-Smad3 vermittelt wurde. Auch in den n = 4 mit IL-18 und TGF-B1 stimulierten
Versuchen Uberwog die vornehmliche Signalweiterleitung Uber p-Smad3. Der in 48 A
abgebildete Western Blot wurde daher zur Demonstration genutzt, um zu zeigen, dass im
Falle einer Smad2 Aktivierung auch diese Phosphorylierung nicht durch die pro-
inflammatorischen Zytokine gehemmt wurde. Ein Beispiel eines Western Blots nur mit p-
Smad3 Aktivierung zeigt Abbildung 50 (s. Seite 109-110).

A) IL-1B: p-Smad2 und p-Smad3

MSC 22 - 6h nach Stimulation

p-Smad2 — v > | 60kDa
p-Smad3 | w— m— | 52kDa
IL-18 - + - + P
TGF-81 = - s + P
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Abbildung 48: Kein Effekt der IL-18/TGF-B1 Doppelstimulation auf die Smad-Phosphorylierung
(48 A); Inhibition der TGF-B1 induzierten a-SMA Expression nach IL-1B/TGF-B1 Doppelstimulation

(48 B)

Durchfuhrung der Western Blot Analysen 6h (Smad2, Smad3/48 A) und 48h (a-SMA/48 B) nach
Stimulation mit 100ng/ml 1L-13, 10ng/ml TGF-f1 und der Kombination 100ng/ml IL-13 + 10ng/ml
TGF-B1 mit exemplarischer Darstellung der Kultur MSC 22. Fir eine sinnvolle Anordnung der
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Western Blot Banden in den Abbildungen wurden diese innerhalb identischer Gele ausgeschnitten
und in der abgebildeten Reihenfolge, ohne weitere Bearbeitung wieder aneinander gefligt
(Markierung durch Trennlinien in 48 A + B). Als Positivkontrolle (P) fiir die Smad-Phosphorylierung
wurden HelLa-Zellen (48 A), als Positivkontrolle fir die a-SMA Expression wurden zuvor mit TGF-
B1 stimulierte und auf ihren a-SMA Gehalt getestete Zellen der Kultur MSC 22 verwendet (48 B).
Die anschlieBende Quantifizierung der detektierten Proteinsignale jeder Western Blot Analyse
sowie die Standardisierung der Smad- bzw. a-SMA Signale auf die Ladekontrolle GAPDH erfolgte
mittels AIDA Image Analyzer Software. Die AIDA Quantifizierungen der n = 4 unter identischen
Experimentalbedingungen durchgefiihrten Stimulationen der Kulturen MSC 19, 22 (2 Versuche)
und 55 wurden nach Berechnung der Mittelwerte fir MSC 22 zusammengefasst, die
Standardfehler berechnet und die statistische Auswertung signifikanter Unterschiede mittels eines
gemischten linearen Modells zum Niveau 5% durchgefiihrt. 48 A: Haupteffekt des TGF-B1 bzgl. p-
Smad2: p<0,001; Haupteffekt des TGF-B1 bzgl. p-Smad3: p = 0,005; andere Effekte sind nicht
signifikant (n.s.). 48 B: Haupteffekt des TGF-B1: p<0,001; Interaktion IL-1B/TGF-B1: p = 0,003.

Auch nach Kombinationsstimulation mit TGF-f1 und TNF-a zeigte sich die
Phosphorylierung von Smad2 und Smad3 unverandert und entsprach der Smad-
Phosphorylierung nach TGF-B1 Einzelstimulation (49 A). Die zugehdrigen AIDA
Quantifizierungen aus n = 3 mit TNF-a und TGF-B1 stimulierten MSC-Kulturen wiesen
keinen statistisch signifikanten Unterschied der Smad2/3-Phosphorylierung nach isolierter
TGF-B1 Zugabe gegeniliber der TGF-B1+TNF-a Stimulation auf und bestatigen damit das
Ergebnis. Trotzdem war nach Doppelstimulation der MSCs die a-SMA Expression im
Vergleich zur TGF-B1 Einzelstimulation sowohl im Western Blot von MSC 22 als auch in
der AIDA Ubersicht aller mit dieser Zytokinkombination durchgefiihrten Versuche mit einer
Expressionsreduktion von 65% vermindert (49 B). TNF-a griff folglich wie IL-1B3
inhibierend, jedoch unabhéngig von Smad2/3 und auf einer der Smad-Phosphorylierung
nachfolgenden molekularen Ebene in den TGF-B1 Signalweg ein.

A) TNF-a: p-Smad2 und p-Smad3

MSC 22 - 6h nach Stimulation

p-Smad2 — — g | 60kDa
p-Smad3 -  —— o— 52kDa
GAPDH W . —— | 36kDa
TNF-a - + - + P
TGF-p1 - - + + P
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Abbildung 49: Kein Effekt der TNF-a/TGF-B1 Doppelstimulation auf die Smad-Phosphorylierung
(49 A); Inhibition der TGF-B1 induzierten o-SMA Expression nach TNF-a/TGF-1
Doppelstimulation (49 B)

Durchfuhrung der Western Blot Analysen 6h (Smad2, Smad3/49 A) und 48h (a-SMA/49 B) nach
Stimulation mit 300ng/ml TNF-a, 10ng/ml TGF-B1 und der Kombination 300ng/ml TNF-a + 10ng/ml
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TGF-B1 mit exemplarischer Darstellung der Kultur MSC 22. Fir eine sinnvolle Anordnung der
Western Blot Banden in den Abbildungen wurden diese innerhalb identischer Gele ausgeschnitten
und in der abgebildeten Reihenfolge, ohne weitere Bearbeitung wieder aneinander gefligt
(Markierung durch Trennlinien in 49 A + B). Als Positivkontrolle (P) fiir die Smad-Phosphorylierung
wurden HelLa-Zellen (49 A), als Positivkontrolle fur die a-SMA Expression wurden zuvor mit TGF-
B1 stimulierte und auf ihren a-SMA Gehalt getestete Zellen der Kultur MSC 22 verwendet (49 B).
Die anschlieBende Quantifizierung der detektierten Proteinsignale jeder Western Blot Analyse
sowie die Standardisierung der Smad- bzw. a-SMA Signale auf die Ladekontrolle GAPDH erfolgte
mittels AIDA Image Analyzer Software. Die AIDA Quantifizierungen der n = 3 unter identischen
Experimentalbedingungen durchgefihrten Stimulationen der Kulturen MSC 19, 21 und 22 wurden
durch Mittelwertbildung zusammengefasst, der Standardfehler berechnet und die statistische
Auswertung signifikanter Unterschiede mittels eines gemischten linearen Modells zum Niveau 5%
durchgefihrt. 49 A: Haupteffekt des TGF-B1 bzgl. p-Smad2: p<0,001; andere Effekte sind nicht
signifikant (n.s.). 49 B: Haupteffekt des TGF-B1: p<0,001; Interaktion TNF-a/TGF-B1: p = 0,057
(borderline signifikant).

Analog zu den Doppelstimulationen IL-1B/TGF-$1 (Abb. 48) und TNF-a/TGF-B1 (Abb. 49)
zeigte sich nach Simultanstimulation mit IL-6 und TGF-B1 das identische Ergebnis zu den
vorangegangen Untersuchungen (Abb. 50): Trotz Inhibition der TGF-B1 induzierten a-
SMA Expression durch die Kombinationsstimulation IL-6/TGF-f1 (50 B) blieb die
Phosphorylierung von Smad3 unbeeinflusst (50 A). Smad2 wurde, reprasentativ flr eine
der 7 Stimulationen, bei denen das TGF-B1 Signal ausschlieRlich Uber p-Smad3
weitergeleitet wurde, auch nach TGF-B1 Einzelstimulation und deutlicher Induktion der a-

SMA Expression nicht phosphoryliert.

A) IL-6: p-Smad2 und p-Smad3

MSC 22 - 6h nach Stimulation

p-Smad2 W 60kDa
p-Smad3 A e | 52kDa
GAPDH S — — o  36kDa
IL-6 - % - + | P
TGF-B1 - - | + | + [ P
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Abbildung 50: Kein Effekt der IL-6/TGF-p1 Doppelstimulation auf die Smad-Phosphorylierung (50
A); Inhibition der TGF-B1 induzierten a-SMA Expression nach IL-6/TGF-B1 Doppelstimulation (50
B)

Durchfihrung der Western Blot Analysen 6h (Smad2, Smad3/50 A) und 48h (a-SMA/50 B) nach
Stimulation mit 100ng/ml IL-6, 10ng/ml TGF-B1 und der Kombination 100ng/ml IL-6 + 10ng/ml
TGF-B1 an der Kultur MSC 22. Fur eine sinnvolle Anordnung der Western Blot Banden in den
Abbildungen wurden diese innerhalb identischer Gele ausgeschnitten und in der abgebildeten
Reihenfolge, ohne weitere Bearbeitung wieder aneinander gefugt (Markierung durch Trennlinien in
50 A + B). Als Positivkontrolle (P) fur die Smad-Phosphorylierung wurden HelLa-Zellen (50 A), als
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Positivkontrolle fiir die a-SMA Expression wurden zuvor mit TGF-B1 stimulierte und auf ihren a-
SMA Gehalt getestete Zellen der Kultur MSC 22 verwendet (50 B). Die anschlieBende
Quantifizierung der im Western Blot detektierten Proteinsignale sowie die Standardisierung der
Smad- bzw. a-SMA Signale auf die Ladekontrolle GAPDH erfolgte mittels AIDA Image Analyzer
Software.

Insgesamt zeigen diese Versuchsreihen, dass die pro-inflammatorischen Zytokine IL-1p,
TNF-a und IL-6 die TGF-B1 induzierte a-SMA Expression inhibierten und folglich mit dem
TGF-B1-Signalweg interagierten. Nach Kombinationsstimulation mit TGF-B1 und jedem
der drei untersuchten Zytokine bestand jedoch die Phosphorylierung von Smad2 und
Smad3 im Vergleich zur TGF-B1 Einzelstimulation unverandert fort, wahrend die a-SMA
Expression im Vergleich zur TGF-B1 Einzelstimulation signifikant vermindert war. Die
Interaktion der pro-inflammatorischen Zytokine mit dem TGF-B1-Signalweg liel3 folglich
den ersten Schritt des Signalwegs unbeeintrachtigt. Die Inhibition der a-SMA Expression
musste daher auf einer nachfolgenden Ebene stattgefunden haben.
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5. Diskussion

Die pro-inflammatorischen Zytokine IL-13, TNF-a, IL-6 und IL-8 stellen zentrale
Mediatoren der pulmonalen Inflammationsreaktion in der Pathogenese der BPD dar und
sind typische Aktivatoren des Transkriptionsfaktors NFKB (Niedermaier and Hilgendorff
2015). In der vorliegenden Arbeit wurden daher im Zellkulturmodell die Effekte dieser
Zytokine auf die phanotypischen und molekularen Eigenschaften mesenchymaler
Stromazellen (MSCs) aus dem Trachealsekret Frihgeborener untersucht. Besonderer
Fokus wurde auf die in einer Vorarbeit der Arbeitsgruppe identifizierten spezifischen
Veradnderungen des Phanotyps von MSC-Isolaten von Kindern mit schwerer BPD gelegt:
Ein hoher NFkB Aktivierungsstatus, eine geringe Expression des zytoskelettalen Proteins
a-SMA und eine schnelle Zellproliferation der MSCs waren mit einer schlechteren
pulmonalen Prognose assoziiert (Reicherzer et al. 2016). Die Ergebnisse zeigen, dass die
vier pro-inflammatorischen Zytokine neben der reproduzierbaren, starken Aktivierung von
NFkB den intrazellularen a-SMA Gehalt signifikant reduzierten und IL-18, TNF-a und IL-6
ebenfalls das Zellwachstum der MSCs signifikant gegeniber den Kontrollzellen
beschleunigten. Sie induzierten damit eben den Phanotyp, der mit einem schlechteren
pulmonalen Outcome assoziiert war. Weiterfihrende Untersuchungen auf molekularer
Ebene zeigten, dass dem Transkriptionsfaktor NFkB die zentrale Rolle in der
Dysregulation des Phanotyps zukommt: Nach Knockdown des Transkriptionsfaktors war
sowohl die Spontanproliferation als auch die Zytokin-induzierte Mehrproliferation
signifikant gegentber den Zellen ohne NFkB Knockdown reduziert. Des Weiteren konnte
eine inverse Regulation der a-SMA Expression in Zellen mit NFKB Knockdown gezeigt
werden. Nach Knockdown des Transkriptionsfaktors kam es zu einer Hochregulation der
a-SMA Expression. Diese Ergebnisse weisen dem Nuclear Factor-kB eine zentrale Rolle
als Mediator der Zytokineffekte auf molekularer Ebene zu.

Ein weiteres zentrales Zytokin in der BPD Pathogenese ist der Transforming Growth
Factor-B1 (TGF-B1), der einerseits eine wichtige Rolle in der physiologischen
Lungenentwicklung, der Begrenzung der Inflammationsreaktion und in
Reparaturmechanismen spielt, andererseits bei Ubermafiger Aktivierung jedoch einen
wichtigen profibrotischen Faktor mit negativem Einfluss auf die Lungenentwicklung
darstellt (Speer 2003, Shahzad, Radajewski et al. 2016). Im Gegensatz zur Wirkung von
IL-1B8, TNF-a, IL-6 und IL-8 konnte fuir TGF-B1 ein inhibierender Effekt auf die MSC-
Proliferation  nachgewiesen werden. Dieser Effekt zeigte sich auch in
Kombinationsstimulationen mit den pro-inflammatorischen Zytokinen, solange die Wirkung

von TGF-B1 Uberwog. Besonders hervorzuheben ist somit, dass der
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proliferationsinhibierende Effekt Dosis-abhangig war und der Nettoeffekt davon abhing, ob
die Wirkung der pro-inflammatorischen Zytokine oder die Wirkung des TGF-1 Uberwog.
Der Balance der beiden aktivierten Signalwege, der TGF-B1- und der NFkB-
Signaltransduktion, scheint folglich fur eine physiologische Entwicklung und ein
regelrechtes Zellwachstum eine besondere Bedeutung zuzukommen. Dies konnte bereits
in einer gerade publizierten Arbeit der Arbeitsgruppe in einem anderen Kontext gezeigt
werden. TNF-q, als klassischem Aktivator des NFkB Signalweges, kam eine bedeutende
Rolle in der Begrenzung einer (UbermafRigen, pathologischen TGF-1
Signalwegsaktivierung zu und verhinderte damit, als eigentlich pro-inflammatorisches
Zytokin, ein UberschieRen der Entziindungsreaktion durch Eindammen der TGF-B1
Aktivitat (Ehrhardt, Pritzke et al. 2016). Auch in der vorgelegten Arbeit konnte eine
Interaktion der Zytokine IL-1B, TNF-a, IL-6 und IL-8 mit dem TGF-B1 Signalweg nach
simultaner Zytokinstimulation der MSCs auf molekularer Ebene gezeigt werden. Die durch
TGF-B1 induzierte a-SMA Expression wurde durch die gleichzeitige Stimulation mit IL-13,
TNF-a, IL-6 oder IL-8 inhibiert. Gleichzeitig war die Phosphorylierung der Rezeptor-
Smads, Smad2 und Smad3, der erste Schritt des TGF-f1 Signalwegs, nach Einzel- und
Kombinationsstimulation noch intakt. Die Interaktion der Zytokine mit dem TGF-31
Signalweg muss daher auf einer nachfolgenden Ebene stattgefunden haben und lenkt, mit
Kenntnis obiger molekularer Befunde, das Augenmerk wieder auf NFkB, der an der
Transkription einer Vielzahl an Genen beteiligt ist (Alvira 2014). Tatsachlich zeigten
neueste Daten der Arbeitsgruppe eine Korrelation der NFkB Aktivitat mit der Expression
des TGF-B1 Inhibitors Smad7 (Ehrhardt, Pritzke et al. 2016). Diese Daten stellen eine
wichtige potentielle Schnittstelle der Verbindung beider Signalwege dar, die durch die
Arbeitsgruppe erst nach Abschluss des experimentellen Teils der vorgelegten Arbeit
identifiziert und daher hier nicht untersucht wurde.

Insgesamt verdeutlichen die Ergebnisse der vorgelegten Arbeit, dass sowohl das
Uberwiegen des NFkB-Signalwegs durch iibermaRige Stimulation durch IL-1B, TNF-a, IL-
6 und IL-8 als auch eine UbermafRige TGF-B1 Aktivitdt eine Dysregulation des MSC-
Phanotyps bewirken und damit der Balance beider Signalwege fiir eine physiologische

Lungenentwicklung eine besondere Bedeutung zukommit.

5.1. Die zentrale Rolle des Nuclear Factor-kB bei Inflammationsprozessen

Der Nuclear Factor-kB ist bereits als ubiquitar exprimierter Transkriptionsfaktor bekannt,
der als zentraler Mediator an verschiedensten biologischen Prozessen, wie der
Zellproliferation und -apoptose, der Zelldifferenzierung, der angeborenen und erworbenen

Immunantwort, aber vor allem an der Regulation inflammatorischer Prozesse beteiligt ist
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(Alvira 2014). Zahlreiche Erkrankungen mit entzindlicher Komponente, wie septische
Reaktionen, Autoimmunerkrankungen (rheumatoide Arthritis, Psoriasis, chronisch
entziindliche Darmerkrankungen, Typ-I-Diabetes u.v.m.), aber auch onkologische
Erkrankungen wie bestimmte Lymphomarten, Leber- und Lungentumoren sind mit einer
Uberschie3enden, dysregulierten NFkB Aktivitat assoziiert (Hoesel and Schmid 2013,
Herrington, Carmody et al. 2015). Letztere liegt ebenfalls bei Erkrankungen mit
pulmonaler Entziindungsreaktion vor und betrifft sowohl Erkrankungen des Erwachsenen,
wie z.B. das adulte ARDS, Asthma bronchiale und COPD, als auch padiatrische
Lungenerkrankungen mit entziindlicher Komponente, wie schwere Virusinfektionen des
Respirationstrakts, zystische Fibrose, deren zugrunde liegende Mutation eine konstitutive
Aktivierung von NFkB bewirkt, und die chronische Lungenerkrankung BPD des
Frihgeborenen (Alvira 2014, Schuliga 2015, Ehrhardt and Zimmer 2016).

Auf molekularer Ebene steht NFkKB im Zentrum eines komplexen Netzwerks
verschiedenster Signalwege, Uber die der Transkriptionsfaktor vielfaltige, z.T. auch
gegensatzliche Wirkungen entfalten kann. In der Pathogenese der BPD flihrt sowohl die
UberschieRende Aktivierung des NFkB als auch eine gezielte Inhibition des
Transkriptionsfaktors zu einer gestdrten Alveolarisierung und Vaskularisierung der sich
entwickelnden Lunge (Blackwell, Hipps et al. 2011, losef, Alastalo et al. 2012). Fir eine
Verschiebung des Gleichgewichts Richtung UbermafRiger NFkB Aktivitdt sind unter
anderem die pro-inflammatorischen Zytokine der pulmonalen Inflammationsreaktion der
BPD verantwortlich. IL-18 und TNF-a sind zusammen mit LPS bakterieller Zellwande als
klassische Aktivatoren des kanonischen, IkB Kinase Komplex abhangigen NFkB
Signalwegs bekannt (Hoesel and Schmid 2013) (s. auch 1.2.3.2., Abb. 8). Die Aktivierung
und nukledre Akkumulation der transkriptionsaktivierenden p65 Einheit des NFkB durch
IL-18 und TNF-a konnte im Ergebnisteil unter 4.2.1. als Voraussetzung weiterer Studien
reproduziert und auch fir IL-6 und IL-8 bestatigt werden. Umgekehrt werden IL-1B, TNF-
a, IL-6 und IL-8 nach Aktivierung des kanonischen Signalwegs Uber die p65-Einheit des
Nuclear Factor-kB, ebenso wie Adhasionsmolekille, Akute-Phase-Proteine und
Wachstumsfaktoren, transkribiert, fordern somit ihre eigene Bildung und verstarken ein
pro-entziindliches Umfeld (Blackwell and Christman 1997, Zhang and Sun 2015). In
diesem Umfeld der pulmonalen Entzindungsreaktion spielt neben den zentralen
inflammatorischen Faktoren besonders die Zellentitdt der MSCs eine Rolle. Sie sind in der
physiologischen Lungenentwicklung mafRgebend an der regelrechten Entwicklung des
Lungengerists, u.a. durch Bildung der extrazellularen Matrix, Koordination der beteiligten
Zellarten oder als Vorlauferzellen verschiedener mesenchymaler Zellentitaten, wie

Myofibroblasten oder Lipofibroblasten, beteiligt (Mobius and Rudiger 2016).
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Interessanterweise fiel in Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe ein veranderter Phéanotyp
in MSCs aus dem Trachealsekret Frilhgeborener auf, die an einer schweren Form der
BPD erkrankt waren: Die NFkB Aktivitat dieser Zellen war erhgéht und die Zellproliferation
beschleunigt (Reicherzer et al. 2016). Um zu untersuchen, ob IL-13, TNF-q, IL-6 und IL-8
als zentrale Zytokine der pulmonalen Inflammationsreaktion diese Dysregulation des
Phéanotyps auslosen konnen, wurden MSCs aus dem Trachealsekret verschiedener
Frihgeborener im Zellkulturmodell mit diesen vier Zytokinen stimuliert. Die
Proliferationsergebnisse wurden fur jedes Zytokin mit zwei unterschiedlichen und
voneinander unabhangigen Methoden der Proliferationsmessung, der Bestimmung der
Flachenbedeckung durch repetitive, automatisierte Lichtmikroskopie und der
elektonischen Impedanzmessung (s. 3.2.4. und 3.2.5.), verifiziert. IL-1B und TNF-a
induzierten kulturiibergreifend an allen getesteten MSC-Isolaten, unabhangig vom BPD
Schweregrad der erkrankten Kinder, eine statistisch signifikante Mehrproliferation (s.
4.1.2.). Dieselben Ergebnisse konnten auch fir IL-6 bestétigt werden. Fir IL-8 wurden
heterogene Ergebnisse erzielt. Ein Trend zu vermehrtem Zellwachstum konnte in einigen,
jedoch nicht in allen Experimenten nachvollzogen werden. Dabei gilt zu beachten, dass
zwei unterschiedliche Praparationen an rekombinantem IL-8 mit unterschiedlicher
Aminosauresequenz verwendet wurden. Eine Abhé&ngigkeit der Zytokinwirkung von der
Form des rekombinant hergestellten IL-8 wurde zun&chst in Betracht gezogen, konnte
jedoch nicht bestatigt werden. Weiterfuhrende Experimente wurden diesbezlglich nicht
durchgefuhrt, da fur IL-18 und TNF-a eine reproduzierbar starke und zuverlassig
signifikante proliferationsinduzierende Wirkung nachgewiesen werden konnte, die sogar
noch etwas den Effekt von IL-6 Ubertraf und damit als geeignete Grundlage fur
weiterfihrende molekulare Untersuchungen angesehen wurde. In diesen molekularen
Untersuchungen sollte der Nachweis der Kausalitat einer NFkB Abhangigkeit der Zytokin-
induzierten Mehrproliferation fur IL-1f und TNF-a tGber RNA Interferenz gegen NFkBp65
gefihrt werden. NFkB war aus verschiedenen Griinden als zentraler Mediator der
Zytokineffekte interessant: Aus der Literatur ist bereits bekannt, dass NFkB nicht nur
zentral an Inflammationsprozessen beteiligt ist und im Trachealsekret von Friihgeborenen
erhoht ist, die spater eine schwere Form der BPD entwickeln, sondern, dass er auch eine
wichtige Rolle in der Zellproliferation spielt (Bourbia, Cruz et al. 2006, Rahman and Fazal
2011, Hayden and Ghosh 2012). Uber vermehrte Expression von Zyklin D1 greift NFkB
direkt in den Zellzyklus ein und bewirkt die Progression von der G1-Phase zur S-Phase.
Zusétzlich fuhrt NFKB zu einer Hochregulation anti-apoptotischer Gene wie Bcl-2 (Hoesel
and Schmid 2013, Alvira 2014, Zhang and Sun 2015). Damit stehen auch die Ergebnisse
dieser Arbeit im Einklang mit der Literatur und dem detektierten pro-proliferativen Effekt
der Zytokine, die zeigen, dass weder IL-1B, TNF-a, IL-6 noch IL-8 Einfluss auf die
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Apoptose der MSCs nahmen. Die Stimulation mit keinem der vier Zytokine flihrte zu einer
signifikanten Anderung der Apoptoserate. Dariiber hinaus konnte in Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe unter Nicht-Stimulationsbedingungen eine positive Korrelation nicht nur
zwischen dem Proliferationsindex der MSCs und dem Schweregrad der BPD, sondern
auch zwischen dem Proliferationsindex und dem NFkB Aktivierungsstatus der Zellen
ermittelt werden (Reicherzer et al. 2016). Nach Knockdown des Transkriptionsfaktors
durch RNA Interferenz zeigte sich in der vorgelegten Arbeit zunachst an unstimulierten
MSC-Kulturen sowohl von Kindern mit einer milden als auch mit einer schweren Form der
BPD eine statistisch signifikant verminderte Spontanproliferation. Das spontane
Zellwachstum der MSCs war folglich, in Ubereinstimmung mit der Literatur und den
Vorbeobachtungen einer schnellen Zellproliferation bei MSCs mit hohem NFkB
Aktivierungsstatus, auf molekularer Ebene direkt von der Funktionstiichtigkeit des
Transkriptionsfaktors abhangig. Nach Transfektion der MSCs mit einer niedrigeren
siNFKBp65 Konzentration, sodass die Spontanproliferation nicht verandert wurde, konnte
in einem einzigartigen experimentellen Setting die Zytokin-induzierte Mehrproliferation auf
NFkB Abhéngigkeit Uberpruft werden. Es zeigte sich eine signifikant reduzierte
Mehrproliferation der mit siNFkBp65 transfizierten und nachfolgend Zytokin-stimulierten
MSCs, die sich dem Wachstum der Kontrolle annéherte (s. 4.3.1. und 4.3.2.). In dieser
Arbeit konnte folglich gezeigt werden, dass die pro-inflammatorischen Zytokine IL-13 und
TNF-a, die aufgrund ihrer starken proliferationsférdernden Wirkung zu den molekularen
Untersuchungen herangezogen worden waren, das Zellwachstum NFkB vermittelt

beschleunigen.

Ein weiterer bedeutender Biomarker im Rahmen der zellularen Proteinexpression ist das
zytoskelettale Strukturprotein a-Smooth Muscle Actin, das auch als phanotypischer
Marker fir den Differenzierungsgrad von MSCs und Fibroblasten dient (Wang, Zohar et
al. 2006). Die Relevanz a-SMA positiver Zellen unterstreichen Arbeiten, die einen
kompletten Arrest der Alveolarisierung bei akutem Mangel an Myofibroblasten im PDGF-
Knockout-Modell oder bei fehlender Differenzierung von MSCs zu Myofibroblasten zeigen
(Bostrom, Willetts et al. 1996, Popova, Bentley et al. 2014). Die separate Stimulation von
MSCs aus dem Trachealsekret Frihgeborener mit IL-13, TNF-a, IL-6 und IL-8 ergab bei
jedem der vier Zytokine eine Herunterregulation der basalen a-SMA Expression (s.
4.2.2.). In Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe konnte eine inverse Korrelation der
basalen Expression von a-SMA mit dem Schweregrad der BPD festgestellt werden.
Demzufolge haben Friihgeborene mit hoher basaler a-SMA Expression der MSCs ein
geringeres Risiko an einem schweren Grad der BPD zu erkranken als Frihgeborene mit

niedriger basaler a-SMA Expression (Reicherzer et al. 2016). Mit Kenntnis der Literatur,
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die a-SMA-positiven Zellen eine wichtige Rolle sowohl in der Lungenentwicklung als auch
bei pulmonalen Reparaturprozessen zuschreibt, ist eine negative Veranderung dieses
Biomarkers durch die Zytokine, als wichtige Mediatoren in der BPD Entstehung, daher gut
mit bisherigen Verdéffentlichungen vereinbar (Leslie, Mitchell et al. 1990, Bostrom, Willetts
et al. 1996, Pechkovsky, Hackett et al. 2010, Zhou, Wu et al. 2011).

Im Zytokinnetzwerk der pulmonalen Inflammationsreaktion ist auch der Transforming
Growth Factor-B1 beteiligt. Dieser wird im Rahmen von Reparaturmechanismen vermehrt
exprimiert und begrenzt durch Synthesereduktion der pro-inflammatorischen Zytokine den
Entzindungsprozess (Bose, Dammann et al. 2008, Speer 2009). Die Induktion der a-SMA
Expression durch die Aktivierung des Smad-Signalwegs durch TGF-1 ist bereits bekannt
und konnte unter 4.4. reproduziert werden (Hu, Wu et al. 2003). Hierbei fiel die
vornehmliche Signalweiterleitung durch p-Smad3 auf. Diese Besonderheit bestatigen
Veroffentlichungen, in denen zwar die Uberexpression von Smad3, jedoch nicht von
Smad2 zur Expression von a-SMA fiihrte und nur fiir Smad3 und den Co-Faktor Smad4
Bindestellen fur die DNA beschrieben wurden (Hu, Wu et al. 2003, Zhou, Wu et al. 2011).
Neben einer vermehrten a-SMA Expression fiihrte die Stimulation der MSCs mit TGF-31
zu einer signifikant verminderten Zellproliferation gegentber der unstimulierten Kontrolle
(s. 4.1.2.). TGF-B1 induzierte folglich einen den anderen untersuchten Zytokinen
entgegengesetzten Phanotyp mit hohem intrazellularen Gehalt an a-SMA und niedrigem
Proliferationsindex entsprechend dem Phénotyp, der in basalen Voruntersuchungen an
unstimulierten MSCs mit einer besseren pulmonalen Prognose assoziiert war. Die
Inhibition der Zellproliferation bis hin zum Wachstumsarrest durch TGF-B1 ist jedoch
trotzdem als schadlich fir eine sich entwickelnde und wachsende Lunge zu werten. In
Ubereinstimmung mit dieser Hypothese fiihrte die iberschieRende Expression von TGF-
B1 im Tiermodell zu einem schweren, der BPD &hnelnden Krankheitsbild mit gestorter
Lungenstruktur, inhibierter Alveolarisierung, interstitieller Fibrose und massiver
Ablagerung von extrazellularen Matrix Proteinen wie Fibronektin und Kollagen (Sime, Xing
et al. 1997, Gauldie, Galt et al. 2003). Die Unterbrechung des TGF-f1 induzierten
Signalwegs in Smad3 Knockout Mausen fuhrte ebenfalls aufgrund der bedeutenden Rolle
des Transforming Growth Factors-B1 in der physiologischen Lungenentwicklung zu einer
inhibierten Alveolarisierung und Entstehung eines zentrilobularen Emphysems (Chen, Sun
et al. 2005). Eine ausgewogene TGF-B1 Signalgebung ist folglich fir eine normale
Lungenentwicklung ebenso essentiell wie eine ausgewogene NFkB Signalgebung, deren
Ubermé&Rige oder mangelnde Aktivierung, wie zuvor beschrieben, ebenfalls verheerende
Folgen auf die Lungenentwicklung hat (Morty, Konigshoff et al. 2009, Blackwell, Hipps et
al. 2011, losef, Alastalo et al. 2012). Neueste Daten der Arbeitsgruppe zeigen, dass nicht

nur der Balance jedes Signalwegs fir sich, sondern, durch eine Interaktion des TGF-31
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Signalwegs und des NFkB Signalwegs, v.a. auch der Balance beider Signalwege
untereinander eine grolRe Rolle zukommt (Ehrhardt, Pritzke et al. 2016). Dies konnte in
detaillierten in vitro Experimenten mit Simultanstimulation durch TGF-B1 und jeweils IL-
1B, TNF-q, IL-6 oder IL-8 bestatigt werden (s. 4.5.):

Die kombinierte Stimulation der MSCs mit den proliferationsinduzierenden, NFkB
aktivierenden Zytokinen und parallel dazu mit TGF-B1 in unterschiedlichen
Konzentrationen fllhrte zu einer Dosis-abhédngigen Inhibition der induzierten
Mehrproliferation durch IL-18 und TNF-a. TGF-B1 in hoher Konzentration hob die
proliferationsbeschleunigende Wirkung des jeweiligen Zytokins vollstandig auf und senkte
das Zellwachstum sogar unter das der Kontrolle. In niedriger Dosierung Uberwog der
wachstumsférdernde Effekt von IL-18 oder TNF-a. Der Nettoeffekt hing folglich Dosis-
abhangig davon ab, ob die Wirkung der pro-inflammatorischen Zytokine oder des TGF-1
Uberwog (s. 4.5.1.).

Beziglich der Regulation der intrazellularen Proteinexpression filhrte die
Kombinationsstimulation von IL-18, TNF-a, IL-6 oder IL-8 mit TGF-B1 zu einer
signifikanten Inhibition der TGF-B1 induzierten a-SMA Expression (s. 4.5.2.). Nach
Knockdown des Transkriptionsfaktors NFkB zeigte sich eine inverse Regulation von a-
SMA mit Hochregulation dieses zytoskelettalen Proteins (s. 4.3.1.). Da aufgrund der
zytokinbedingten Inhibition der TGF-B1 induzierten a-SMA Expression eine Interaktion
zwischen IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-8 und dem von TGF-B1 aktivierten Smad-Signalweg
stattgefunden haben muss und v.a. die zuvor beschriebene Phosphorylierung der
Rezeptorsmads Smad2 und Smad3 unveréndert nachgewiesen werden konnte (s. 4.5.3.),
liegt die Annahme einer Interaktion Uber NFkB nahe. Der Nachweis der Interaktion konnte
jedoch nicht mehr im Rahmen der Promotion geklart werden. Erst kirzlich, nach
Abschluss des experimentellen Teils dieser Arbeit, vertffentlichte die Arbeitsgruppe
Daten, die in einem anderen Kontext das inhibitorische Smad7 als zentrale Schnittstelle
der beiden Signalwege aufzeigen. Eine verminderte Aktivitat des Transkriptionsfaktors
NFkB war mit einer verminderten Smad7 Expression kombiniert (Ehrhardt, Pritzke et al.
2016). Es ware folglich interessant zu klaren, ob auch im hiesigen Kontext Smad7 eine

entscheidende regulierende Wirkung bei der Interaktion der beiden Signalwege zukommit.

Zentrales Ergebnis der vorgelegten Arbeit ist, dass die Hauptzytokine der pulmonalen
Inflammationsreaktion, IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-8 und TGF-B1, unter in vitro Bedingungen
eine schwere Dysregulation des Phanotyps von MSCs aus dem Trachealsekret
Frihgeborener auslésen. Dies steht im Einklang mit der Literatur, die eine gestorte MSC
Funktion als Grundlage fiir eine pathologische Lungenentwicklung und -reifung postuliert
(Mobius and Rudiger 2016). IL-18, TNF-a, IL-6 und IL-8 induzierten in einem pro-
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inflammatorischen in vitro Setting, das die pathologische Situation der BPD Entstehung
nachempfand, einen schnellproliferativen Ph&notyp mit hohem Aktivierungsgrad an NFkB
und geringer a-SMA Expression entsprechend dem charakteristischen Profil, das in
Voruntersuchungen mit einer schlechteren Prognose der BPD assoziiert war. Die durch
UberméaRige TGF-B1 Stimulation ausgeltste Inhibition der Zellproliferation ist im Rahmen
der Lungenentwicklung mit Notwendigkeit zur weiteren Alveolarisierung durch
Zellwachstum ebenfalls negativ zu sehen. Nach Simultanstimulation von TGF-B1 mit den
pro-inflammatorischen Zytokinen hing die Art der Dysregulation des Phanotyps davon ab,
ob die Wirkung der Zytokine oder des TGF-B1 Uberwog. Insgesamt zeigen die Daten,
dass eine ausgewogene Signalgebung des NFkB Signalwegs, der als zentraler Mediator
in der Vermittlung der Zytokin-Effekte anhand der Untersuchung von IL-18 und TNF-a
identifiziert werden konnte, und des TGF-1 Signalwegs notwendig ist. Zusatzlich kommt
auch der Balance der Interaktion beider Signalwege eine grofRe Bedeutung zu: Sowohl
das Uberwiegen des Zytokin-induzierten NFkB Signalwegs als auch das Uberwiegen des
TGF-B1 Signalwegs fihrte in den Interaktionsstudien zu einer schweren Dysregulation
des MSC-Phéanotyps.

5.2. Vor-und Nachteile des Zellkulturmodells

In dieser Arbeit wurde die Wirkung der zentralen Zytokine der BPD Pathogenese IL-18,
TNF-q, IL-6, IL-8 und TGF-B1 auf MSCs im Zellkulturmodell in friiher Passage untersucht.
Hierzu wurden die MSCs direkt aus dem Trachealsekret Frihgeborener isoliert und
kultiviert (fir Details s. 3.2.2.1.): Bei der ersten Aufnahme des Trachealsekrets in
Kulturmedium waren noch weitere Bestandteile des Trachealsekrets wie Makrophagen,
Epithelzellen und Entziindungsfaktoren enthalten. Vorteil war, dass die MSCs so auch in
Zellkultur in ihrem pathophysiologischen Milieu heranwuchsen. Im Verlauf konnten jedoch
die MSCs, die als adharente Zellen am Boden haften blieben und im Lichtmikroskop
durch ihre charakteristische Spindelform leicht zu erkennen waren, zuverldssig durch
einmalige Passagierung aufgereinigt werden. Die anderen Bestandteile des
Trachealsekrets und die weiteren darin enthaltenen Zellen, die aufer den MSCs nicht
adharent waren, wurden durch Mediumwechsel auf den Kulturplatten mit dem Uberstand
entfernt. Somit konnten die Versuche letztendlich an MSC-Kulturen mit hohem
Reinheitsgrad durchgefuhrt werden. Dieser wurde in durchflusszytometrischen Studien
der Arbeitsgruppe auf Gber 97% festgelegt.

Das verwendete System bot folglich die einzigartige Mdglichkeit, an reinen MSC-Kulturen
verschiedener Frihgeborener singuldre Effekte von Zytokin-Einzelstimulationen isoliert

auf die MSCs zu untersuchen. So konnte die Wirkung jedes Zytokins einzeln oder auch
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gezielt in Kombination mit TGF-B1 analysiert werden und die phanotypischen und
molekularen Veradnderungen der MSCs nach Stimulation eindeutig auf das jeweilige
Zytokin zurickgefihrt werden. Aufgrund dessen eignete sich dieses Modell besonders gut
zur gezielten Charakterisierung einzelner Zytokine und zur Bestimmung selektiver
Kombinationseffekte von zwei oder ggf. mehreren Zytokinen.

Nachteil dieses Modells war die notwendige Passagierung der MSCs uber einen l&angeren
Zeitraum. In Voruntersuchungen konnte zwischen Passage 3 bis 7 ein stabiler Phanotyp
nachgewiesen werden (s. 3.2.2.2.). Erst in hoheren Passagen verlangsamte sich die
Spontanproliferation, weshalb diese Zellkulturen von Experimenten ausgeschlossen
wurden. Des Weiteren weist jedes Zellkulturmodell Einschrankungen gegentber in vivo
Versuchen am Tiermodell auf. Die Komplexitdt der Wirkung der vielfaltigen
Einflussfaktoren auf die BPD-Entstehung kann in diesem System nicht nachgebildet
werden. Ebenfalls ist der Beobachtungszeitraum auf wenige Tage limitiert.

Zur isolierten Voruntersuchung der genauen Zytokinwirkungen und zum Schaffen einer
soliden Grundlage fur ein weiterfihrendes Tiermodell mit eindeutiger Vorbeschreibung
klarer und mit Sicherheit auf die pro-inflammatorischen Zytokine zurickzufihrender

Effekte ist jedoch das Zellkulturmodell besonders gut geeignet.

5.3. Ausblick und weiterfiihrende Experimente

Durch Imitation der in vivo Situation durch Exposition von MSCs aus dem Trachealsekret
Frihgeborener mit pro-inflammatorischen Stimuli im Zellkulturmodell konnten neue
Erkenntnisse Uber die Veranderung der zellularen Charaktereigenschaften durch IL-1,
TNF-a, IL-6, IL-8 und TGF-f1 gewonnen werden. Als molekularer Mediator der
Zytokineffekte wurde, anhand der Untersuchungen von IL-1B und TNF-a, der
Transkriptionsfaktor NFkB identifiziert, der den Phanotyp der MSCs induzierte, der in
Voruntersuchungen mit einem schwereren BPD Grad assoziiert war (s. 1.2.4.). Dies
macht den Transkriptionsfaktor als Ansatzpunkt fir weitere Untersuchungen interessant.

In einem auf dieser Arbeit, analog zum Zellkulturmodell, aufbauenden Tiermodell kénnte
beispielsweise durch Hyperoxie-Exposition von Mausen eine den Frihgeborenen
vergleichbare, pro-inflammatorische, pulmonale Entzindungsreaktion hervorgerufen
werden. Es ware interessant, ob dadurch in vivo der identische, schnellproliferative
Phanotyp isolierter MSCs mit hohem NFkB Aktivierungstatus und niedriger a-SMA
Expression, entsprechend dem Phanotyp nach Zytokinstimulation in vitro, reproduziert
werden kann. In einem nachfolgenden Schritt kdnnte dann beispielsweise durch tracheale
Applikation von siNFkBp65 oder die intraperitoneale Gabe eines "small compounds" mit

NFkB hemmender Wirkung der Phanotyp auf Reversibilitat Gberprift und der molekulare
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Zusammenhang auch in vivo bestatigt werden. Weiterfihrend konnte durch eine
therapeutische Inhibierung von NFkB tierexperimentell getestet werden, ob hier
Moglichkeiten bestehen, den BPD Schweregrad zu mildern und ob bestimmte
Patientengruppen z.B. mit hoher Sauerstoffexposition von einer derartigen Therapie
profitieren kénnten.

Fiur diesen Ansatz spricht die Erkenntnis, dass nach UbermaRiger NFkB Aktivierung in
Mé&usen die Lungenentwicklung entsprechend dem histologischen Bild der BPD gestort ist
und NFkB eine starke Inflammations-induzierende Wirkung hat (Blackwell, Hipps et al.
2011). Gegen die vollstandige Blockade von NFkB sprechen eine dadurch induzierte
schwere Schadigung der Lungenentwicklung mit gestoérter Alveolarisierung und
Vaskularisierung, die damit eine wesentliche Beteiligung von NFkB an der
physiologischen Lungenentwicklung aufzeigt (losef, Alastalo et al. 2012), sowie
Mausmodelle, in denen der Knockout der p65-Einheit sogar letale Folgen hat und das
Fehlen der p50-Einheit zu einem schweren Immundefekt mit Infektanfalligkeit flhrt
(Barnes and Karin 1997). Neueste Daten postulieren fiir NFkB sogar anti-
inflammatorische und lungenprotektive Eigenschaften und schreiben ihm nicht nur eine
groRe Rolle in der Induktion, sondern auch in der Beendigung der Inflammationsreaktion
zu (Alvira, Abate et al. 2007, Alvira 2014). Von einer umfassenden Blockade eines so
komplexen Transkriptionsfaktors, der nicht nur an der unerwiinschten, Gberschiel3enden
Inflammationsreaktion der BPD beteiligt, sondern auch fir die normale Zellfunktion,
Homdoostase und vieles mehr verantwortlich ist, ist damit wohl abzusehen (Herrington,
Carmody et al. 2015). Umso wichtiger ist aufgrund der komplexen Signalgebung daher, in
Nachfolgearbeiten herauszuarbeiten, welche distal gelegenen Proteine und Signalwege
durch die NFkB Aktivierung im Rahmen der BPD Entstehung und der damit assoziierten
Zytokin-Einwirkung verandert werden. So kénnte in Zukunft durch gezielte Blockade von
Faktoren in der u.a. durch die pro-inflammatorischen Zytokine induzierten Signalkaskade
des Nuclear Factor-kB die Blockade dieses Ubergeordneten Transkriptionsfaktors durch
Blockade untergeordneter Faktoren vermieden und damit das Risiko mdglicher schwerer
Nebenwirkungen reduziert werden (Barnes and Karin 1997, Hoesel and Schmid 2013).
Insgesamt ware die Entwicklung einer entziindungsreduzierenden, spezifisch
angreifenden Therapiealternative zu den systemisch wirksamen, nebenwirkungsreichen
Glukokortikoiden winschenswert, die ihre Wirkung z.T. ebenfalls Uber Inhibition der
nukledren Translokation von NFkB bzw. Uber direkte Inhibition von aktivem NFkBp65
entfalten (Herrington, Carmody et al. 2015). Somit fihrt der Einsatz der Glukokortikoide
ebenfalls zu einer Hemmung des Lungenwachstums (Bird, McDougall et al. 2015). Des
Weiteren gilt zu bedenken, dass neben der pulmonalen Inflammationsreaktion in der BPD

Entstehung weitere Einflussfaktoren, wie genetische Polymorphismen, das Geburtsalter
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und -gewicht, prd- und postnatale Infektionen, ein persistierender Ductus arteriosus etc.
eine Rolle spielen (Jobe and Bancalari 2001, Speer 2003). Daher wiirde die erfolgreiche
Therapie der Inflammationsreaktion wahrscheinlich, &hnlich der bereits etablierten
Surfactant-Therapie, den Schweregrad der BPD senken, jedoch nicht die Entstehung der

Erkrankung vollstéandig verhindern (Speer 2003).

Insgesamt zeigen die vorgelegten Daten erneut, wie komplex die Interaktion der
beteiligten Signalwege und Faktoren in der Lunge bzw. in den pulmonalen Zellen des
Fruhgeborenen sowohl im Rahmen der physiologischen Lungenentwicklung als auch im
Rahmen der pathophysiologischen Krankheitsentstehung ist. Insbesondere wird die
Komplexitat der Interaktion der besonders relevanten Signalwege des Nuclear Factors-kB
und des Transforming-Growth-Factors-B1 deutlich. Dabei kommt beiden Signalwegen
nicht nur eine kritische Rolle in der Lungenentwicklung, sondern auch in der Pathogenese
der BPD zu (Bartram and Speer 2004, Alvira 2014). Ein noch besseres Verstandnis
sowohl der notwendigen als auch der UuberschieBenden Aktivierungen in den
verschiedenen Stadien der Lungenentwicklung sowie der physiologischen und
pathophysiologischen Situation ist Voraussetzung dafiir, dass neue Therapien erfolgreich
in die klinische Therapie implementiert werden kdnnen. Die dargestellte Komplexitat ist
vermutlich dafur verantwortlich, dass die zuletzt im klinischen Setting in Multicenterstudien
Uberpriften Therapieanséatze, wie inhalatives Stickstoffmonoxid, im Gegensatz zu den
Anderungen der Beatmungsstrategie und der Einfiihrung der Surfactantapplikation, die
Uber eine verminderte postnatale Schadigung der Lunge durch hohe
Sauerstoffkonzentrationen und rhythmische Dehnung und Schéadigung der Lunge durch
Beatmung wirken, derzeit zu keiner Reduktion der BPD Inzidenz gefiihrt haben
(Greenough and Ahmed 2013). Neuer Hoffnungstrager ist die MSC-Therapie, die mit
intravendser oder intratrachealer Applikation allogener MSCs gesunder Individuen und
damit intakter Zellfunktion nicht nur in tierexperimentellen Studien positive Effekte auf die
Alveolar- und GefaRRentwicklung sowie auf die pulmonale Inflammationsreaktion gezeigt
hat: Sie erzielte ebenfalls in der bisher einzigen klinischen Phase 1 Studie an 9
Frihgeborenen positive Resultate (Chang, Ahn et al. 2014, O'Reilly and Thebaud 2015,
Mueller, Wolfs et al. 2016). Aufgrund ausgepréagter parakriner Aktivitat der MSCs scheint
auch die alleinige Applikation des Zellkulturiberstandes vielversprechend zu sein, der
essentielle von den MSCs sezernierte Faktoren, wie anti-inflammatorische Mediatoren,
Wachstumsfaktoren und sogar kleine membranumhilite Vesikel, sogenannte Exosomen,
enthalt, die Uber ihre Inhaltsstoffe, wie mikroRNA, die Transkription verschiedener Gene
beeinflussen kdnnen (Mobius and Rudiger 2016). Studien mit reiner Applikation des
Kulturmediums erzielten vergleichbare Ergebnisse zur Applikation ganzer Zellen (Aslam,

Baveja et al. 2009). Ein genaues Verstandnis der physiologischen MSC-Funktion, aber
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auch der im Rahmen der BPD stattgefundenen Dysregulation ist folglich fir die

Weiterentwicklung dieser vielversprechenden Therapieansatze notwendig.
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6. Zusammenfassung

Die bronchopulmonale Dysplasie (BPD) des Friihgeborenen ist eine multifaktoriell
bedingte chronische Lungenerkrankung, die durch eine Stérung der Alveolarisierung und
Vaskularisierung mit Beeintrachtigung der normalen Lungenentwicklung gekennzeichnet
ist. Im Zentrum der Pathogenese steht eine schwere pulmonale Inflammationsreaktion mit
einem fur die Krankheit charakteristischen Ungleichgewicht pro- und anti-
inflammatorischer Mediatoren zugunsten der pro-entziindlichen Seite. Therapeutisch sind
die Moglichkeiten eingeschrankt und der Einsatz entziindungshemmender Steroide ist
aufgrund ihrer gravierenden Nebenwirkungen v.a. auf die psychomotorische Entwicklung
nur bei Versagen aller anderen Therapieoptionen zu rechtfertigen. Daher ist ein
grundlegendes Verstandnis der Inflammationsreaktion und der Wirkungsweise der zentral
beteiligten Zytokine IL-1B3, TNF-a, IL-6, IL-8 und TGF-B1 notwendige Voraussetzung zur
Entwicklung spezifischer und moglichst selektiv angreifender, nebenwirkungsarmer
Therapien.

Aus der Literatur ist bekannt, dass die Prdsenz von mesenchymalen Stromazellen
(MSCs) pulmonalen Ursprungs im Trachealsekret Frihgeborener einen negativen
Pradiktor fur die Entwicklung einer BPD darstellt. In Vorarbeiten der eigenen
Arbeitsgruppe konnten diese Ergebnisse erweitert werden, da diese Zellen bei allen
Frihgeborenen aus dem Trachealsekret isoliert werden konnten, die MSC-Isolate unter
Zellkulturbedingungen jedoch eine erhdhte Wachstumsgeschwindigkeit aufwiesen, die
positiv mit der Beatmungsdauer und dem spéateren BPD-Schweregrad korrelierte. Der
gestorte Phénotyp der MSCs bei Kindern mit schwerer BPD ging mit den
charakteristischen intrazellularen Veranderungen einer verstarkten Aktivierung des
Transkriptionsfaktors Nuclear Factor-kB (NFkB) und einer verminderten Expression des
zytoskelettalen Proteins a-Smooth Muscle Actin (a-SMA) einher.

In dieser Arbeit wurde daher die Wirkung der zentralen Zytokine der Lungenschadigung
im pulmonalen Inflammationsprozess IL-13, TNF-a, IL-6, IL-8 und TGF-B1 auf die
phénotypischen und molekularen Eigenschaften von MSCs untersucht, die aus dem
Trachealsekret intubierter Frihgeborener isoliert worden waren. Bestimmungen der
Wachstumsgeschwindigkeit der MSCs mittels automatisierter, repetitiver Mikroskopie und
Impedanzmessung nach Stimulation der Zellen mit den pro-inflammatorischen Zytokinen
IL-18, TNF-a und IL-6 ergaben eine statistisch signifikante Proliferationsinduktion im
Vergleich zu den unstimulierten Kontrollzellen. Fir IL-8 wurde in einigen Versuchsreihen
ebenfalls eine Mehrproliferation der stimulierten MSCs, jedoch insgesamt kein stabiler

Effekt detektiert. TGF-1, das v.a. in der Limitierung der Inflammationsreaktion eine Rolle
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spielt und Reparaturmechanismen initiiert, fihrte dagegen zu einer signifikanten
Hemmung des MSC Wachstums. Somit Ubten die verschiedenen Zytokine alle einen
Einfluss auf die Spontanproliferation der MSCs aus, wahrend weder IL-13, TNF-a, IL-6,
IL-8 noch TGF-B1 Einfluss auf die Apoptose, den programmierten Zelltod, nahmen.
Beziiglich der Proteinexpression fuhrte die Stimulation mit IL-18, TNF-a, IL-6 und IL-8 zu
einer Induktion des Transkriptionsfaktors NFkB und zu einer Inhibition der basalen a-SMA
Expression. Dagegen bewirkte die Stimulation mit TGF-B1 bei allen untersuchten MSC-
Isolaten eine Aktivierung des TGF-B1 Signalwegs mit Phosphorylierung von Smad3 und
nachfolgend verstarkter a-SMA Expression.

Zur Bestatigung eines molekularen Zusammenhangs zwischen der NFkB Expression und
dem Proliferationsverhalten der MSCs wurde dieses nach Knockdown des
Transkriptionsfaktors mittels siRNA Interferenz untersucht. Es zeigte sich eine NFkB
Abhangigkeit sowohl der Spontanproliferation der MSCs als auch der Zytokin-induzierten
Mehrproliferation. Ebenfalls stieg nach Knockdown von NFkB die a-SMA Expression an.
Wurden die pro-inflammatorischen Zytokine in simultaner Stimulation mit TGF-B1
untersucht, so ergab sich ein Dosis-wirkungsabhéngiger Effekt mit Proliferationsinhibition
der MSCs bei Uberwiegen der TGF-B1 Konzentration und einer Mehrproliferation bei
Uberwiegen der Wirkung von IL-1B oder TNF-a.

Auf molekularer Ebene bewirkten IL-18, TNF-a, IL-6 und IL-8 jeweils nach
Kombinationsstimulation mit TGF-B1 eine Inhibition der TGF-B1 induzierten a-SMA
Expression. Weiterfuhrende Untersuchungen des TGF-B1 Signalwegs nach simultaner
Stimulation der MSCs mit TGF-1 und jeweils einem der Zytokine IL-13, TNF-a oder IL-6
zeigten trotz inhibierter a-SMA Expression und der damit offensichtlichen Interferenz
dieser Zytokine mit dem TGF-B1 Signalweg eine weiterhin unbeeintrachtigte Smad-
Phosphorylierung. Dementsprechend war der erste Schritt des Signalwegs noch intakt.
Die Interaktion der pro-inflammatorischen Zytokine mit TGF-B1 fand folglich auf einer
nachfolgenden Ebene der Signaltransduktion statt.

Zusammenfassend fihrten die Zytokine IL-1B, TNF-a und IL-6 zu einem schnell
proliferativen Phanotyp. Ebenfalls resultierte die Stimulation mit IL-18, TNF-a, IL-6 und IL-
8 in einem hohen NFkB Aktivierungsstatus und einer niedrigen a-SMA Expression,
entsprechend dem Phanotyp der MSCs, der in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe aus dem
Trachealsekret Frihgeborener mit schwerer BPD isoliert werden konnte und friher
Marker einer schlechteren, pulmonalen Prognose war. Vermutlich ist jedoch auch die
Wachstumsinhibition der MSCs durch TGF-B1 negativ fir die Lungenentwicklung zu
werten, da pulmonale residente MSCs zentrale Regulatoren der Lungenentwicklung

darstellen.
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Aufgrund der komplexen Wirkung der Zytokine in ihrem Netzwerk, in dem sowohl ein
Mangel einzelner Faktoren, als auch ihr Uberschuss schwerwiegende Folgen auf die
Lungenentwicklung haben und v.a. eine Balance der Faktoren untereinander fur eine
physiologische Entwicklung ausschlaggebend ist, sind weitere Untersuchungen
notwendig, um die bisher erzielten Erkenntnisse umfassend und im Kontext der
vielfaltigen Aktivierungen und Inhibierungen von Signalwegen zu verstehen und daraus

therapeutische Ansatze zu entwickeln.
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8. Anhang

8.1. Abkirzungsverzeichnis

Abkurzungen werden in der Regel bei erster Nennung in den jeweiligen Kapiteln erlautert.
Einige Abkurzungen finden sich nachfolgend. Physikalische Grél3en wurden entsprechend

dem System der Sl-Einheiten ("Systéme international d'unités") bezeichnet.

A Ampere

Abb. Abbildung

ANOVA Analysis of Variance

APS Ammoniumpersulfat

ARDS Akutes Atemnotsyndrom ("Acute Respiratory Distress
Syndrome")

BPD Bronchopulmonale Dysplasie

BSA Bovines Serumalbumin

bzgl. bezlglich

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

CD Cluster of Differentiation

cm Zentimeter

Co Kontrolle

COPD Chronisch obstruktive Lungenerkrankung ("Chronic
Obstructive Pulmonary Disease")

d Tag ("day")

dd doppelt destilliert ("double-distilled™)

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure ("Deoxyribonucleic acid")

ECL Enhanced Chemilumineszenz - Losung

etc. et cetera

FACS Fluorescence Activated Cell Sorting

FCS Fetales Kalberserum ("Fetal Calf Serum"”)

FGF Fibroblast Growth Factor

g Gramm

GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase

ggf. gegebenenfalls
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HIF
HRP

kDa
KNS
LPS

Hg

pl

mA
mg

ml

mm
mM
MRNA
MSC

NFkB
ng
NLS
nM

n.s.

p.m.
PBS

PDGF-A
PEEP

pH

PI
p-Smad
PVDF

QL

Anhang

Stunde ("hour")

Hypoxie-induzierter Faktor

Meerrettichperoxidase ("Horseradish Peroxidase")
Interleukin (z.B. IL-1B/Interleukin-1beta)

Kilo Dalton

koagulasenegative Staphylokokken
Lipopolysaccharid

Mikrogramm

Mikroliter

Milliampere

Milligramm

Milliliter

Millimeter

Millimolar

Ribonukleinsaure ("messenger Ribonucleic Acid")
Mesenchymale Stromazelle

("mesenchymal stromal cell")

natirliche Zahl

Nuclear Factor - Kappa B

Nanogramm

nukleares Lokalisierungssignal

Nanomolar

Nicht signifikant

Passage (Zellkultur), Signifikanzwert (Statistik)
Positivkontrolle

post menstruationem

Phosphatgepufferte Salzlésung ("phosphate buffered
saline")

Platelet-derived Growth Factor-A

Positiver Endexspiratorischer Druck ("positive end-
expiratory pressure")

Negativer dekadischer Logarithmus der
H*-lonenkonzentration

Proliferationsindex

phospho-Smad

Polyvinylidenfluorid

Quanten Licht
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RNA

rpm

RTCA DP
S.

S.

SDS
SDS-PAGE

SEM
SIRNA
SiNFKBp65

a-SMA
SSW
TBST
TEMED
TGF-B1
TNF-a
Tris

U

u.a.

u.v.m.

v.a.
VEGF
VS.
z.B.
z.T.

Anhang

Ribonukleinséure ("Ribonucleic Acid")
Umdrehungen pro Minute ("revolutions per minute")
Real-Time Cell Analysis Dual Purpose

Seite

siehe

Sodium (Natrium) - Dodecylsulfat
Sodium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese

Standardfehler ("standard error of the mean")
small interfering Ribonucleic Acid/Ribonukleinséaure
small interfering RNA gegen

Nuclear Factor - Kappa Bp65

alpha - Smooth Muscle Actin
Schwangerschaftswoche

Mischung aus Tris-buffered saline und Tween20
N,N,N’,N"-Tetramethylethylendiamin
Transforming Growth Factor-beta 1

Tumor Necrosis Factor-alpha
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Unit (Einheit)

unter anderem

und vieles mehr

Volt

vor allem

Vascular Endothelial Growth Factor

versus

zum Beispiel

zum Teil
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