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Zusammenfassung

Der ATP-binding cassette (ABC) Transporter A3 (ABCA3) befindet sich in der
auBeren Membran der Lamellarkdrperchen (LB) in den Typ Il Pneumozyten. Er ist
einerseits fir den strukturellen Aufbau der LBs und andererseits flr den ATP-
abhangigen Transport von Lipiden aus dem Zytosol in die LBs von entscheidender
Bedeutung. Die LBs werden exozytiert und stellen damit den Surfactant auf der
Lungenoberflache bereit. Mutationen im ABCA3 Gen kénnen den Transporter sowohl
strukturell als auch funktionell beeintréachtigen. Diese kdnnen zu einem akuten
Atemnotsyndrom bei Neugeborenen, mit friihem letalen Ausgang, bzw. zu diffusen

interstitiellen Lungenerkrankungen bei Kindern und Erwachsenen flhren.

Bis dato gab es keine Mdoglichkeit die Funktionen des ABCAS Proteins
(Lipidtransport, LB Herstellung) auf dem Level der LBs innerhalb der Zelle zu
analysieren. Um dieser Fragestellung nachzugehen wurde in dieser Arbeit ein an
Haemagglutinin- (HA-) gekoppeltes Wildtyp (WT) bzw. mutiertes ABCAS Protein
stabil in A549 Zellen exprimiert. Es wurden Liposomen hergestellt, die dem
Lungensurfactant in ihrer Zusammensetzung nachempfunden wurden und das
fluoreszierende Top Fluor Phosphatidylcholin (TopF-PC) enthielten. Die Inkubation
der Zellen mit den Liposomen erfolgte unter verschiedenen Versuchsbedingungen.
Daran anschlieBend wurden die Zellen mit Hilfe eines Konfokalmikroskopes in
mehreren axialen Ebenen dargestellt. Die so entstanden Fluoreszenzbilder wurden
mit einem umfangreichen Bildanalyse Tool ausgewertet und dabei sowohl die
Fluoreszenzintensitat der Top Fluor Lipide innerhalb der ABCA3-positiven (ABCA3+)
Vesikel als auch das Volumen der ABCA3+ Vesikel bestimmt. Die fluoreszierenden
Lipide akkumulierten innerhalo der ABCA3+ Vesikel sowohl zeit- als auch
konzentrationsabhangig, was sich durch eine Zunahme der Fluoreszenzintensitat in
den ABCAS3+ Vesikeln zeigte, wahrend das Volumen der ABCAS3+ Vesikel
unverandert blieb. Nachdem die ATPase Aktivitdit des ABCAS3 Transporters mit
Orthovanadat gehemmt wurde, kam es zu einer verminderten Transportaktivitat und
die Fluoreszenzintensitat innerhalb der ABCAS3+ Vesikel nahm ab. Ahnliche
Ergebnisse waren in Zellen mit der ABCA3 Mutation p.K1388N zu finden. Diese ist in
der Nahe der Nukleotid Binde Doméane (NBD) des ABCAS Transporters lokalisiert,
und beeinflusst somit den Lipidtransport. Im Gegenzug dazu hat die Mutation



p.E292V, die im ersten zytoplasmatischen Protein Loop lokalisiert ist, keinen Einfluss
auf die Transportaktivitat, wohl aber auf das Volumen der LBs und damit auf ihre

Genese.

Die in dieser Arbeit neu entwickelte Methode wird in Zukunft sehr von Nutzen sein,
um weitere ABCA3 Mutationen naher zu klassifizieren, um ABCAS Inhibitoren zu
evaluieren und um Korrektoren sowie Potentiatoren fir die Mutationen zu finden und
zu testen. Diese Korrektoren und Potentiatoren kénnten nach erfolgreicher Testung
die Grundlage fir einen Therapieansatz bilden, da es bisher noch keine

Therapieoptionen fiir Krankheiten bedingt durch ABCA3 Mutationen gibt.
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1 Einleitung

1.1 Anatomie der Atemwege und Lunge

Die Atemwege kénnen anatomisch in obere und untere Atemwege aufgeteilt werden.
Sie werden zur Luftleitung bendtigt. Die oberen Atemwege, die der Reinigung,
Aufwarmung und Anfeuchtung der Atemluft dienen, verlaufen vom Nasenrachenraum
bis zur Epiglottis. Mit dem Kehlkopf beginnt der Abschnitt der unteren Atemwege.
Dieser startet mit der Trachea, die sich dann in die beiden Hauptbronchien aufzweigt
und diese wiederum verzweigen sich in die Lappenbronchien, Segmentbronchien
und Subsegmentbronchien bis hin zu den Bronchioli terminales. Dort beginnt mit den
Brochioli respiratorii und den Alveolen der gasaustauschende Abschnitt!.

Die Lunge besteht aus zwei Lungenfliigeln, Pulmones dexter und sinister, die sich
durch die Anzahl der Lungenlappen und Segmente unterschieden. Der rechte
Lungenfliigel besteht aus drei Lappen mit zehn Segmenten, der linke Lungenfliigel
nur aus zwei Lappen mit neun Segmenten. Die Aufteilung in die Segmente entsteht
durch die Verzweigungen des Brochialbaumes. Die Segmente wiederum kdénnen
weiter in Ladppchen aufgeteilt werden' (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1 Zusammenhang zwischen Abschnitten des Bronchialbaumes und dem
zugehorigen Lungengewebe. Nach Duale Reihe Anatomie 3. Auflage S. 550'.

Lungengewebe Trenn-Strukturen Bronchialbaum- | Anzahl Anzahl
Einheit abschnitt rechts links
Lobus pulmonalis Fissurae Bonchus lobaris | 3/ Lunge 2/ Lunge
Segmentum Bindegewebssepten | Bronchus 10/ Lunge 9/ Lunge
bronchopulmonale segmentalis
Lobus pulmonalis Bindegewebe, Bronchus Ca. 4000/ Lunge
unvollstandige lobularis
Trennung
Azinus - Bronchiolus Ca. 12-18 Azini/
terminalis mit | Lobulus
Bronchiolus
respiratorius
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Ductus alveolaris

Sacculus

alveolares

Alveolen Ca. 200
Alveolen/

Bronchiolus

respiratorius

Die Lunge stellt das zentrale Organ fiir den Gasaustausch im menschlichen Koérper
dar. Der Gasaustausch erfolgt in den Bronchioli respiratorii und in den Ductuus und
Sacculi alveolares. Der Aufbau dieser Lungenblasschen erfolgt durch zwei
morphologisch und funktionell verschiedene Zellarten, die Typ | Pneumozyten (flach,
Deckzellen, 40% der Alveolarepithelzellen) und die Typ Il Pneumozyten (kuboid,
Surfactantproduzenten, 60% der Alveolarepithelzellen) (siehe Abbildung 1). Die
Alveolen werden von schmalen bindegewebigen Septen umgeben und durch ein
Kapillarnetz umspannt. Durch die Verschmelzung der Basalmembranen von den
flachen Typ | Pneumozyten, die 90% der Alveolaroberflache ausmachen, und den
Endothelzellen der Kapillaren, entsteht eine sehr diinne Diffusionsbarriere (Blut-Luft-
Schranke), die den Gasaustausch ermdglicht. Die Typ | Pneumozyten regulieren
tber ihre lonentransporter den Ein- und Ausstrom von Wasser in die Alveolen und
spielen damit eine entscheidende Rolle im Balanceakt zwischen ausreichender
Feuchtigkeit in der Lunge und einem Alveolarodem? Die kleineren
Typ Il Pneumozyten sind mengenmafig starker vertreten (60% der Zellen), als die
Typ | Pneumozyten, machen aber durch ihre kuboide Form einen geringeren
Flachenanteil aus (10%), um den Gasaustausch nicht zu stéren. Die Funktion der
Typ Il Pneumozyten beruht auf der Surfactantproduktion und sie kdnnen durch ihre

Teilungsfahigkeit geschadigte Typ | Pneumozyten ersetzen?3.

Die Aa. pulmonales transportieren sauerstoffarmes Blut aus der rechten
Herzkammer zum alveolaren Kapillarnetz, wo der Gasaustausch stattfindet. Das mit
Sauerstoff angereicherte Blut wird im Anschluss Uber die Vv. pulmonales zum linken

Vorhof transportiert und gelangt von dort aus in den Korperkreislauf2.
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Trachea

Bronchialbau

Typ | Pneumozyt
Typ Il Pneumozyt

Alveolen

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Lunge und einer Alveole

Schematische Zeichnung einer Lunge mit Trachea, Bronchialbaum und Alveolen (links).
Daraus vergréBert dargestellt ist eine einzelne Alveole mit Surfactant, sowie Typ| und
Typ Il Pneumozyten (rechts). Die Abbildung wurde mit freundlicher Genehmigung von Frau
U. Schindlbeck zur Verfligung gestellt.

1.2 Pulmonaler Surfactant

1.2.1 Entstehung von Surfactant

Der Begriff Surfactant ist ein Kunstwort aus den Wértern ,surface active agent®. Er
wird aber auch Anti-Atelektase-Faktor genannt. Darunter versteht man biochemisch
gesehen ein  Gemisch aus bestimmten Lipiden und spezialisierten
Surfactant Proteinen (SP) -A, -B, -C und -D. Die SP werden im Endoplasmatischen
Reticulum (ER) und Golgi der Typ Il Pneumozyten synthetisiert und prozessiert. Die
Surfactant Lipide, SP-B und SP-C werden in den Typ Il Pneumozyten innerhalb der
LBs gespeichert*. Die SP-A und -D werden unabhangig von den LBs an die
Lungenoberflache abgegeben. Die LBs werden exozytiert und der Inhalt bildet in der
Hypophase (Flissigkeitsphase) auf den Pneumozyten einen Lipoproteinkomplex,
das sogenannte Tubulare Myelin (TM), das der Surfactant Reserve dient. Es bildet
rGhrenartige Strukturen, die je nach Bedarf in den Surfactantfilm eingebaut oder bei
Verkleinerung der Oberflache herausgenommen werden kdnnen. Der Surfactant

3
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selbst breitet sich als dinner Film Gber der Hypophase auf den Pneumozyten aus.
Ein Teil des Surfactantfiims wird von den Alveolarmakrophagen phagozytiert>26. Der
andere Teil wird von den Typ Il Pneumozyten erneut aufgenommen’ und in den
Multivesicular Bodies (MVB) bzw. LBs recycelt® oder aber in den Lysosomen
abgebaut (siehe Abbildung 2)*. Jacobs et al. konnten zeigen, dass jede Stunde ca.
10% des Surfactants in die Typ Il Pneumozyten wieder aufgenommen und recycelt

wird?®.

Luft

Phago-
ose
Surfactant-, ‘
recycling Alveolar
Makro-
phage
MVB \ /
Lysosom

AT Il Zelle )

\

Abbildung 2 Schematische Darstellung der Surfactanthomdostase.

Die Surfactantproduktion (Lipide, SP-B, -C) findet in den Lamellarkérperchen (LBs) statt, die
LBs werden exozytiert und bilden zusammen mit SP-A das Tubulare Myelin. Dieses gilt in
der wassrigen Hypophase als Speicher fir den Surfactant, der sich als Monolayer-multilayer
Film zwischen der Hypophase und der Luft im Alveolarraum befindet. Surfactantbestandteile
kénnen entweder wieder in die Typ Il Pneumozyten (AT Il Zelle) aufgenommen und in den
Multivesicular Bodies (MVBs) recycelt bzw. in den Lysosomen abgebaut werden oder sie
werden von Alveolarmakrophagen phagozytierté.

1.2.2 Zusammensetzung von Surfactant

Surfactant besteht zu 90% aus Lipiden und zu 10% aus Proteinen (siehe
Abbildung 3). Der Lipidbestandteil setzt sich vor allem aus Phosphatidylcholin (PC)
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zusammen, von dem wiederum mehr als 65% als gesattigtes
Dipalmitoylphophatidylcholin (DPPC) vorliegen. DPPC ist durch seinen amphiphilen
Charakter von groBer Bedeutung fiir die Herabsetzung der Oberflachenspannung?®
(siehe Abbildung 4).

Neben dem Lipidbestandteil spielen auch die Surfactantproteine eine wichtige Rolle.
Man unterscheidet die hydrophoben Proteine SP-B und SP-C, sowie die hydrophilen
Proteine SP-A und SP-D'.

Surfactant Zusammensetzung

W Lipide

& Proteine

Abbildung 3 Zusammensetzung pulmonaler Surfactant

Surfactant besteht zu 90% aus Lipiden und 10% aus Proteinen. Die Surfactant Proteine
setzen sich aus den hydrophilen SP-A und SP-D sowie den hydrophoben SP-B und SP-C
zusammen.
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Surfactant Lipidzusammensetzung

2% i Freies Cholesterol

8%
8% & Cholesteryl Ester

7%
6% Phosphatidylcholin

3% & Lysophosphatidylcholine

3% e
Phosphatidylglycerol
% V’V p ylgly
T———

Phosphatidylinositol
Phosphatidylethanolamin
Phosphatidylserin

Andere Lipide
61%

Abbildung 4 Lipidzusammensetzung von pulmonalem Surfactant

Zu den prozentual am meisten vertretenen Lipiden z&hlen Phosphatidylcholin (PC) mit seiner
Untergruppe Dipalmitoylphophatidylcholin (DPPC). Abbildung mit Werten nach Griese et
alm.

1.2.3 Funktionen des Surfactants

Funktionell wird der Surfactant benétigt, um die Oberflachenspannung der Lunge
herab zu setzen und damit bei der Exspiration einen Kollaps der Alveolen zu
verhindern'2. Die Phospholipide kénnen sich mit ihnrem amphiphilen Aufbau zwischen
wassriger Phase und Gasphase ausrichten und damit einen Kontakt zwischen Luft
und Wasserschicht verhindern, wodurch die Oberflachenspannung der Lunge an der
Grenzflache reduziert wird'3. Dadurch kann das Volumen der Alveolen muhelos

verandert werden.

Die SP-A und SP-B dienen der strukturellen Bildung des tubuldren Myelins. SP-B
und SP-C férdern durch ihren starken hydrophoben Charakter die Adsorption der
Lipide an der Grenzflache und die strukturelle Organisation des Surfactants, sowie
die Stabilisierung der Phospholipidmembran wéhren der Atemexkursion'*'5, Fehlt
Surfactant in der Lunge kommt es bei der Exspiration zum Kollaps der Alveolen, die
6
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bei der Inspiration mit viel Druck wieder ge6ffnet werden missen. Dadurch entsteht
ein Bild der Lunge mit wenigen emphysematésen Bezirken und vielen kleinen

kollabierten Alveolen.

Neben dieser wichtigen atemphysiologischen Funktion hat der Surfactant auch eine
Bedeutung bei der Immunabwehr in der Lunge. Die Surfactant Proteine SP-A und
SP-D kénnen die Abwehr gegen Viren und Bakterien verstarken. Dazu kénnen die C-
Terminalen Lektin-Doméanen dieser Proteine die viralen und bakteriellen
Oligosaccharide binden und damit opsonieren, d.h. fir das angeborene

Immunsystem erkennbar machen'®.

1.3 Der ABCAS3 Lipidtransporter

1.3.1 Die ABC-Transporter Subklassen

Die Familie der ABC Transporter kann in allen pro- und eukaryotischen Spezies
nachgewiesen werden und ist flir den ATP-abhangigen Substrattransport durch
verschiedene zelluldre Membranen von groBer Bedeutung. Charakteristisch flr die
ABC Transporter sind zwei Nukleotid-bindende Doménen (NBDs), die durch die
Hydrolyse von ATP die notwendige Energie fiir den Substrattransport zur Verfligung
stellen, sowie zwei Transmembrandomanen (TMDs), die das Protein in der
Zellmembran verankern und die Passage durch die Membran bilden'”. Die TMDs
sind je nach ABC Untergruppe aus funf bis zwolf membrandurchspannenden
Einheiten aufgebaut und kénnen die jeweils spezifischen Substrate durch die
Membran transportieren. Die beiden NBDs enthalten die konservierten
Walker A und B Motive, sowie ein jeweils fir die verschiedenen ABC Transporter
charakteristisches C Motiv'8. Insgesamt sind im humanen Genom 49 funktionelle
ABC Transporter Gene zu finden, die durch ihre jeweiligen strukturellen
Ahnlichkeiten in sieben Gruppen unterteilt werden kénnen (ABCA bis ABCG)'®.

Die ABC-Transporter sind unter anderem von physiologischer Bedeutung fiir die
Antigenpréasentation im Lumen des endoplasmatischen Retikulums
(ABCB2/ABCB3)2°, den lonentransport (ABCC7 (CFTR))?', den Lipidtransport in den
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Typ Il Pneumozyten (ABCA3) und fiir die Resistenz gegen Medikamente in
Tumorzellen (ABCB1)?2,

Dabei ist die Gruppe der ABCA Transporter eine der gréBten Untergruppen mit 12
verschiedenen Transportern (ABCA1 bis ABCA13, ABCA11 stellte sich als Artefakt
heraus). Die ABCA-Transporter bestehen aus ca. 2300 Aminosauren und weisen ein
breites Expressionsspektrum im humanen Gewebe auf'”. Defekte in
ABCA Transportern kdnnen zu autosomal rezessiv vererbten Krankheiten flhren.
Dazu zahlen verschiedene Erkrankungen, wie die durch einen ABCA1 Gen Defekt
ausgeloste Tangier-Krankheit>®, der durch einen ABCA3 Defekt ausgeldste
Surfactantmangel, die durch einen ABCA4 Defekt ausgeldoste Netzhautdystrophie®*
sowie die durch einen ABCA12 Defekt ausgeldsten lamellaren Ichthyosen?31”.

1.3.2 Aufbau des ABCA3 Transporters

Der ABCAS3 Transporter wird in vielen verschiedenen Geweben exprimiert, unter
anderem im Magen, im Darm, in der Leber, in den Nieren, im Gehirn, vor allem aber
in den Typ Il Pneumozyten der Lunge. In den Typ Il Pneumozyten befindet sich der
ABCABS Transporter in der auBeren Membran der LBs. Das ABCA3 Gen ist auf dem
Chromosom 16p13.3 lokalisiert und beinhaltet 33 Exons, von denen 30 transkribiert
werden und flir das 1704 Aminosauren groBe ABCA3 Protein codieren?®. Das Protein
besteht wie alle ABCA Transporter aus vier Hauptdomanen, die zwei &ahnlich
aufgebaute Untereinheiten bilden. Diese Untereinheiten bestehen jeweils aus sechs
Transmembrandomanen und einer zytosolischen ATP-Binde Stelle (ATP-binding
cassette, NBD). Die ATP-Binde Stelle wiederum beinhaltet zwei konservierte Peptid
Motive, auch bekannt als Walker A und Walker B Sequenz, sowie eine fiir die
ABCA Transporter typische Walker C Sequenz?’ (siehe Abbildung 5). Die TMDs
bilden einen Kanal in der Phospholipidmembran der LBs durch den die Lipide mit der

von den NBDs bereit gestellten Energie transportiert werden?,
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Abbildung 5 Schematische Darstellung des ABCA3 Proteins mit Lage der zwei unter-
suchten Mutationen (p.E292V und p.K1388N).

Der ABCAS3 Transporter besteht aus zwei Nukleotid Binde Doménen (NBD1 und NBD2) mit
den Walker A (A), Walker B (B) und Walker C (C) Motiven, aus 12 Transmembran Doménen
und aus zwei extrazellularen (im vesikularen Lumen gelegen) Loops (EL1, EL2). Am EL1
findet die N-Glykosylierung an Asn'?* und Asn'#’, sowie die Prozessierung statt.

1.3.3 Synthese und Prozessierung des ABCA3 Transporters

Das ABCA3 Protein wird im ER synthetisiert, gefaltet und mit mannosehaltigen
Oligosacchariden an den N-Glykosylierungsstellen (Asn'?4 und Asn'4%) bestlckt. Dies
ist fUr die Stabilitédt des Proteins entscheidend. Im Anschluss gelangt es dann in den
Golgi Apparat, wo die Oligosaccharide durch komplexe Zuckerstrukturen ersetzt
werden?®. Vom Golgi Apparat selbst schniiren sich die ersten Vesikel, sogenannte
,sorting vesicles (SV) ab, aus welchen im Verlauf multivesikulare Kérperchen
(multivesicular bodies, MVBs) entstehen. Mehrere MVBs lagern sich zu sogenannten
,composite bodies“ (CB) zusammen, die dann weiter zu LBs reifen®® (siehe
Abbildung 6). Sie enthalten in ihrer auBeren Membran die ABCA3 Transporter. Die
LBs werden exozytiert und ihr Inhalt wird in das TM eingespeist. Die
ABCAS3 Transporter selbst verbleiben in der Zellmembran und werden (Uber

Endozytose wieder zurlick in die Zelle aufgenommen 3'. Die ABCA3 Transporter
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kénnen im Anschluss entweder erneut den MVBs, oder den Lysosomen zugefihrt
werden (siehe Abbildung 6). Dort findet eine Cathepsin-L vermittelte proteolytische
Spaltung im 1. extrazellularen Loop (EL1) statt (siehe Abbildung 5), wodurch ein
verklrztes Protein entsteht®2. Die Spaltung dient dem Abbau des ABCAS3 Proteins.

———
Sekretion — 4 Lipide

LB

Lysosom

AT |l Zelle

Abbildung 6 Synthese des ABCA3 Transporters und Zyklus innerhalb der Typ Il Pneu-
mozyten

Das ABCAS3 Protein wird im Endoplasmatischen Retikulim (ER) synthetisiert und zum Golgi
Apparat transportiert. Dort schnuren sich die ,sorting vesicles” (SV) ab, die sich im Anschluss
zu ,multivesicular bodies“ (MVB) zusammenlagern. Daraus entstehen in einem weiteren
Schritt die ,composite bodies* (CB) und schlussendlich die LBs, die exozytiert werden und
die Surfactant Lipide und Proteine an der Lungenoberfliche bereitstellen. Das
ABCAS3 Protein verbleibt in der Zellmembran und wird entweder recycelt oder in den
Lysosomen abgebaut.

10
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1.3.4 Funktionen des ABCA3 Transporters

Der ABCAS Transporter fungiert einerseits als Lipid Transporter und ist andererseits
auch von entscheidender Bedeutung fir die Regulation der Biogenese der LBs und
far den Surfactant Metabolismus®33435  Als Lipid Transporter transportiert das
ABCAZ3 Protein die Lipide PC, PG, Sphingomyelin, Cholesterol,
Phosphatidylethanolamin und Phosphatidylserin (siehe Abbildung 7)%. Neugeborene
mit homozygoten ABCA3 Mutationen leiden unter Surfactant Mangel und einem
Atemnot Syndrom?’. Bei ihnen kann in der Bronchoalveolaren Lavage (BAL) eine
deutlich Reduktion des PC und PG Gehaltes mit einer signifikant reduzierten
Oberflachenaktivitat festgestellt werden38. In elektronenmikroskopischen Aufnahmen
des Lungengewebes der betroffenen Babys konnte gezeigt werden, dass sie in ihren
Typ Il Pneumozyten keine reifen LBs bilden kénnen. Sie weisen nur viele kleinere

und dichter gepackte LBs auf®.

11
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ABCA3 Transporter

EL2

Vesikellumen
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Abbildung 7 Funktion des ABCA3 Transporters
Das ABCAS Protein transportiert Lipide aus dem Zytoplasma ATP-abhangig in das
Vesikellumen der LBs. EL, Extrazellularer Loop; NBD, Nukleotid Binde Doméne.

1.3.5 Mutationen im ABCA3 Transportergen

Bisher konnten {ber 200 Mutationen im ABCAS3 Gen identifiziert werden.
Homozygote = ABCAS Mutationen  gelten als  wichtigste  Ursache von
Lungenerkrankungen, die zu einem Surfactant Mangel flhrenC. Bisher wurden
verschiedene Arten von Mutationen in codierenden und nicht-codierenden
Abschnitten des ABCA3 Gens beschrieben. Darunter findet man Missense-,
Nonsense-, Raster- und Spilce Mutationen, Insertionen, sowie Deletionen. Die
meisten Mutationen fihren zu einem Defekt im ABCAS Protein und daraus folgend
zu einem relevanten Surfactant Mangel mit Lungenversagen und Exitus letalis
innerhalb der ersten Lebensmonate®.

12
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Histopathologisch  zeigen die Patienten eine pulmonale Fibrose mit
Typ Il Pneumozyten Hyperplasie, eine Verbreiterung des Interstitiums und eine
Einwanderung von Schaumzellen in den Alveolarraum#'. In der Pathologie wird
dieses Krankheitsbild als chronische Pneumonitis der Kindheit (Chronic pneumonitis
of infancy, CPI), als unspezifische interstitielle Pneumonie und als neonatale oder
kongenitale pulmonale Alveolarproteinose bezeichnet. Deutlich seltener treten
ABCAS3 Mutationen auf, die eine chronische Verlaufsform bei Kindern oder
Erwachsenen zeigen und damit zu einer chronischen interstitiellen
Lungenerkrankung  flihren*?43,  Hierbei liegt ein  Funktionsverlust des
ABCAS Transporters durch eine fehlerhafte Proteinsynthese oder durch eine

eingeschrankte Lipid-Pumpfunktion vor.

Im Jahr 2012 konnten Wambach et al. in einer in den USA durchgefihrten Studie
zeigen, dass auch heterozygote ABCA3 Mutationen das Risiko flir das Respiratory
Distress Syndrom (RDS) bei Neugeborenen steigern. In der Kohorte mit Kindern, die
an RDS erkrankt sind, wiesen 14,3% eine einzelne ABCAS3 Mutation auf, in der
gesunden Kontrollgruppe hingegen hatten nur 3,7% der Kinder eine einzelne
ABCAS Mutation. Am haufigsten waren bei den betroffenen Kindern die Mutationen
p.E292V und p.R288K zu finden. Insgesamt konnte aus diesen Daten in der
Bevdlkerung eine Haufigkeit von etwa 1:3100 fir eine ABCAS3 Mutation ermittelt

werden. Dies entspricht in etwa der Haufigkeit der Erkrankung Mukoviszidose*4.

Wittmann et al. konnten 2016 nachweisen, dass auch die heterozygote
ABCAS3 Mutation p.R288K das Risiko fir die Entwicklung von interstitiellen
Lungenerkrankungen erhéht. Eine Erklarung hierflr kann eine gesteigerte Anfalligkeit
flr externe Faktoren, wie Infektionen oder Frihgeburtlichkeit sein4.

Insgesamt lasst sich bisher ausgehend von der Mutation keine direkte Vorhersage
Uber die Schwere der daraus resultierenden Erkrankungen treffen. Schindlbeck et al.
hat in einer 2017 verdffentlichen Publikation Methoden entwickelt, mit deren Hilfe
Mutationen in verschiedene Kategorien eingeteilt werden kénnen. Dazu z&hlen
Mutationen, die die ABCAS Lokalisation innerhalb der Zelle verandern, oder die den
Lipidtransport des ABCA3 Transporters beeinflussen. Zudem gibt es Mutationen, die
durch bisher unbekannte Mechanismen zu interstitiellen Lungenerkrankungen

13
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fuhren3?. Ziel dieser Klassifikation soll es sein, die Mutationen besser verstehen und
entsprechende Therapieoptionen finden zu kénnen.

1.3.6 Maoglichkeiten zur Analyse des ABCA3 Transporters

Innerhalb der letzten Jahre wurden einige Methoden entwickelt, um den
ABCAS Transporter mit seinen Funktionen genauer analysieren zu koénnen.
Verschiedene Forschungsgruppen haben z.B. Saccharose Fraktionierungen von
intrazellularen Kompartimenten, biochemische Lipidanalysen und
Elektronenmikroskopie angewendet, um nachzuweisen, dass der
ABCA3 Transporter die Lipidaufnahme in die Lamellarkérperchen vermittelt und fir
dessen Herstellung bendtigt wird®6: 46, Cehong et al. konnten zeigen, dass eine
Blockierung des ABCA3 Transporters mit kleiner RNA, die Aufnahme von PC in die
ABCAS3 exprimierenden Zellen blockiert und deshalb PC ein Substrat des
ABCA3 Transporters sein muss*’. Mit Hilfe von Immunfluoreszenz Farbungen konnte
bisher die raumliche Verteilung und die zellulare Dysfunktion von mutierten
ABCA3 Proteinen genauer charakterisiert werden*®4°. Andere Arbeitsgruppen
konnten die ABCAS3 Aktivitdt indirekt messen, indem sie die ABCAS3 Funktion,

Doxorubicin und Imatinib abbauen zu kénnen, genutzt haben®°.

All diese Experimente konnten bereits viele Fragestellungen zur Charakterisierung
des ABCAS Transporters beantworten. Bislang konnte aber der ABCAS3 abhéangige
Lipidtransport noch nicht auf dem Level der LBs innerhalb der Zelle dargestellt und

analysiert werden.

1.4 Interstitielle Lungenerkrankungen

1.4.1 Definition und Klassifikation

Unter interstitiellen Lungenerkrankungen (ILE) versteht man seltene, chronische
Lungenerkrankungen, die durch entzindliche und fibrotische Veranderungen im
Bereich der Alveolen und der angrenzenden distalen Atemwege gekennzeichnet
sind. Klinisch fallen bei diesen Patienten eine (Tachy-) Dyspnoe, eine Hypoxamie

14
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und knisternde Rasselgerausche auf. In der Bildgebung sieht man diffuse Infiltrate, in
der Lungenfunktion liegt eine Restriktion der Atemwege vor'?. Man unterteilt die ILEs
nach Manifestationszeitpunkt und Atiologie (siehe Tabelle 2).

Tabelle 2 Klassifikation von interstitiellen Lungenerkrankungen im Kindesalter'®

1. Manifestation der ILE bei Neugeborenen und Sauglingen bis zum
2. Lebensjahr nach Deutsch et al.%’

- diffuse Entwicklungs- und Wachstumsstérungen (z.B.
Lungenhypoplasie)

- spezifische Entititen unbekannter Atiologie (z.B. pulmonale
interstitielle Glykogenose)

- Surfactant Stérungen (z.B. ABCA3 Mutationen)

- genetisch determinierte ILE mit neonataler Manifestation (z.B.
NKX2.1 Mutationen)

2. Manifestation der ILE in allen Altersgruppen

- idiopathische interstitielle Pneumonien (z.B. akute interstitielle
Pneumonie (AIP))

- Primare Lungenerkrankungen unbekannter Atiologie (z.B. Eosinophile
Lungenerkrankungen)

- ILE bekannter Atiologie (z.B. Exogen allergische Alveolitis)

- Systemerkrankungen mit Lungenbeteiligung (z.B. Sarkoidose)

- ILE bei Immundefizienz (z.B. nach Organ-/ Stammzelltransplantation)

3. (Aktuell) nicht klassifizierbare ILE

1.4.2 Epidemiologie und Krankheitsursache

Da die ILE im Kindesalter zu den seltenen Erkrankungen zahlt, gibt es hierzu nur
relativ wenig statistische Angaben. In Deutschland wurden im Jahr 2005 und 2006
aus der Erhebungseinheit fir seltene padiatrische Erkrankungen epidemiologische
Daten flr die Pravalenz von ILEs erhoben. Dazu wurden Neugeborene >36
Schwangerschaftswochen (SSW) bis zum Alter von unter 17 Jahren eingeschlossen.
Es ergab sich eine Inzidenz flr padiatrische ILEs von 1,32 neue Félle pro 1 Million
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Kinder und Jahr. Das Madchen-dJungen Verhélinis belief sich auf 1,10. Bei etwa
einem Drittel der Kinder manifestierte sich die Erkrankung innerhalb ihres ersten
Lebensjahres. Haufig fuhrten vor allem Erkrankungen, ausgelést durch
monogenetische Defekte, zu einem Erkrankungsbeginn im frihen Kindesalter,
wohingegen die ILEs, die durch exogene Faktoren ausgeldst wurden, erst spater in
der Kindheit und Adoleszenz auftraten®2.

Die Analyse der Pathogenese und die Identifikation der Ursache der ILEs erweist
sich in vielen Féllen als schwierig, da die Erkrankungen insgesamt sehr selten
auftreten und zur Diagnosestellung ein spezialisiertes Team benétigt wird. Auch in
Frankreich wurde 2012 eine groBe Studie veréffentlicht, in der man die dortige
Datenbank fir seltene Lungenerkrankungen analysiert hat. Dabei konnte bei 72,7%
der Patienten die Atiologie der ILE gefunden werden. Dazu zahlten in 17,6% der
Falle ein Surfactant Mangel, in 9,7% die Alveolarproteinose, in 11,2% eine
Hamosiderose, sowie in 10,2% eine Sarkoidose. In 27,3% der Falle blieb die

Krankheitsursache jedoch unklar53,

Die haufigste Ursache fir ILEs im Kindesalter war sowohl in Deutschland als auch in
Frankreich die Surfactant Dysfunktion, die durch Mutationen in den Genen der SP-B,
SP-C und ABCABS Proteinen ausgel6st wird. Bei der in Deutschland durchgefiihrten
Datenanalyse war die ABCAS3 Mutation die haufigste Ursache fiir einen

Surfactantmangel®2.

1.4.3 Pathogenese

Bei der Entstehung von ILEs spielen die Alveolarepithelzellen eine entscheidende
Rolle. Nach einer Schadigung des Alveolarepithels z.B. durch Bakterien oder Viren,
kommt es im Normalfall zu einem komplexen Reparaturvorgang, bei dem das
defekte Alveolarepithel mit Hilfe von proliferierenden Typ Il Pneumozyten ersetzt
wird. Die Typ Il Pneumozyten kénnen sich im Anschluss zu Typ | Pneumozyten
weiter differenzieren und Uberschissiges Zellmaterial wird durch Apoptose abgebaut,
sodass am Ende wieder die urspriinglichen Verhéltnisse vorliegen.

Unter bestimmten genetischen Einflissen und auch in Abhangigkeit von der Art der

Noxe, kann es aber auch zu einem Remodeling des Alveolarepithels kommen (siehe
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Abbildung 8). Dabei nimmt ein Teil der Pneumozyten mesenchymale Eigenschaften
an. Es kommt unter dem Einsatz von verschiedenen Mediatoren zur VergréBerung
und Verbreiterung der extrazellularen Matrix und zur Einsprossung von neuen
BlutgefaBen, die in einer irreversiblen Lungenfibrose resultiert>*. Kaltenborn et al.
konnten 2012 den Einfluss des Respiratory syncytial virus (RSV) auf
Alveolarepithelzellen mit mutiertem ABCAS3 Protein nachweisen. Die Infektion flhrte

bei diesen Zellen zu einer Zunahme der mesenchymalen Eigenschaften®.

| Lungenentwicklung |

Genetische Faktoren =) l <=3  Noxen, Infektionen

; Umbau des Alveolarepithels |

Epitheliale Apoptose
Myofibroblasten Proliferation
Angiogenese

Genetische Pradisposition — =
fur alveolares Remodeling

Diffuse parenchymale Lungenerkrankung und Fibrose |

Abbildung 8 Schematische Darstellung der Entstehung von interstitiellen Lungen Er-
krankungen®*

1.4.4 Symptomatik

Da die Symptomatik der ILE im Kindesalter oft schleichend beginnt, wird diese haufig
erst spat erkannt. Bei Sauglingen treten initial oftmals Trinkschwachen und
Gedeihstdrungen auf. Bei Stérungen der Surfactant Produktion kann sich aber auch
schon bereits kurz nach der Geburt eine respiratorische Insuffizienz mit Dyspnoe,
Tachypnoe, Orthopnoe und Zyanose manifestieren. Klinisch fallen dabei interkostale
Einziehungen und Nasenfliigeln auf. Altere Kinder klagen im Verlauf tber einen
Leistungsknick im Alltag, sowie eine mangelnde GréBen- und Gewichtszunahme. Die

Patienten zeigen eine rasselnde Atmung mit Knistern oder Pfeifen, einen
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anhaltenden Husten und Zyanosezeichen. Im Verlauf entwickeln sie
Trommelschlagelfinger und Uhrglasnagel als Zeichen einer chronischen Hypoxie'©.

1.4.5 Diagnostik

In einer ausfihrlichen Anamnese sollte neben pulmonalen Symptomen auch auf
Hinweise fur Systemerkrankungen, gestortes Trinkverhalten, Gedeihstérungen,
mogliche Aspirationen, auf Schwangerschafts- und Geburtsverlauf, sowie auf die
ausfuhrliche Familienanamnese eingegangen werden. Dabei sollte nach
Lungenerkrankungen, Immundefekten und unklaren Todesursachen gefragt werden.
Des Weitern ist bei alteren Kindern eine Umgebungsanamnese bezliglich Stauben,
Schadstoffen und Medikamenten wichtig'®.

Zur initialen Diagnostik geh6rt die Kontrolle der Sauerstoffsattigung und eine
Blutgasanalyse in Ruhe sowie bei Belastung, eine Lungenfunktionsdiagnostik, ein
Roéntgen Thorax, ein Elektrokardiogramm (EKG), eine Echografie, eine
infektiologische Diagnostik mit immunologischer Basisdiagnostik, sowie der
Ausschluss wichtiger Differenzialdiagnosen mit SchweiBtest, Zilienfunktion und pH-
Metrie. Wenn sich aus diesen diagnostischen Mitteln noch keine Diagnose ergibt,
muss eine erweiterte Diagnostik durchgefihrt werden. Dazu zahlen ein High
Resolution CT (HR-CT), eine Bronchoskopie mit BAL und eine molekulargenetische
Diagnostik. Falls auch diese Untersuchungsergebnisse nicht eindeutig sind, muss

eine Lungenbiopsie erfolgen36:1°,

Goldstandard der Bildgebung ist ein HR-CT des Thorax, bei dem am haufigsten
typische Milchglasverdichtungen zu sehen sind. Es kdénnen aber auch nodulére,
retikulare, zystische und wabenartige Strukturen auffallen. Auf einer normalen
Réntgen Thorax Aufnahme kann aufgrund der geringen Sensitivitat eine ILE nicht
ausgeschlossen werden. Eine fir eine ILE typische Aufnahme wirde diffuse,
milchglasartige Verschattungen und retikulare  Zeichnugsvermehrungen

aufweisens6:10,

In der Lungenfunktion fallt eine restriktive Ventilationsstérung auf. Neben der
Bodyplethysmographie  kann  auch  die  Lungencompliance und  CO-

Diffusionskapazitdt gemessen werden, die entsprechend erniedrigt sind. Leider kann
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diese Methode erst ab dem 5.-6. Lebensjahr eingesetzt werden, gilt dann aber als
wichtigste nicht-invasive Methode zum Verlaufsmonitoring™.

Die Bronchoskopie dient dem Ausschluss von Atemwegsanomalien, die BAL dem
Ausschluss bzw. Nachweis von Infektionen, Nachweis von krankheitsspezifischen
Zellen, z.B. Schaumzellenmakrophagen, und der Surfactant Analyse. Der
gewonnene Surfactant kann im Verlauf biochemisch aufbereitet und der Lipid- und
Proteinanteil mit Hilfe von Massenspektrometrie, Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) und Western Blots analysiert werden'!57.

Eine Lungenbiopsie wird nur dann durchgefihrt, wenn mit allen anderen Methoden
keine sichere Diagnose gestellt werden konnte. Die Entnahmestelle wird mit Hilfe der
HR-CT bestimmt. Die Proben sollten im Anschluss in Formalin fixiert und in eine
Referenzpathologie zur Diagnostik geschickt werden©,

Bei Verdacht auf das Vorliegen einer familidaren Erkrankung sollte eine genetische
Untersuchung durchgefihrt werden. Dabei sollte der Fokus auf den folgenden Genen
liegen, die zu einer ILE fUhren kénnen: SFTPB (codierend fur SP-B), SFTPC
(codierend fur SP-C), ABCA3, NKX2.1 (codierend flr den Thyroid transcription
factor-1 (TTF1)) sowie CSFRA und CSFRB (codierend fir die Granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) Rezeptoren a und PB)%. Eine
Haploinsuffizienz im NKX2.1-Gen kann zum Brain-Lung-Thyroid Syndrom und damit
zu einem respiratorischen Versagen fiihren®, Mutationen im SFTPC-Gen flihren zu
einer Surfactantinsuffizienz mit Alveolar Proteinose und ILE und Mutationen im
SFTPB-Gen sind mit einem akuten RDS assoziiert.

1.4.6 Therapieoptionen

Da die ILEs in der Padiatrie nur sehr selten auftreten, gibt es aktuell keine
systematischen Therapiestudien und keine zielgerichteten Therapien. Die am
haufigsten angewendeten Medikamente sind antiinflammatorische Glukokortikoide,
sowie Hydroxychloroquin, das antifibrotisch wirken soll. Falls diese Medikamente
keine Wirkung zeigen, kann man Uber den Einsatz von weiteren Immunsuppressiva
nachdenken. Hier kénnen Azathioprin, Cyclophosphamid, Methotrexat, Cyclosporin,
Anti-Tumor Nekrose Faktor (Anti-TNF) Medikamente und Immunglobuline zum
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Einsatz kommen. Die Ultima Ratio stellt am Ende bei ausbleibendem

Therapieansprechen eine Lungentransplantation dar'®.

Supportiv sollte an regelméaBige Physiotherapie und bei Gedeihstérungen an
didtische MaBnahmen, mit ggf. einer perkutanen endoskopischen Gastrostomie-
(PEG-) Anlage, gedacht werden. Infektionen sollten bereits friihzeitig antibiotisch
therapiert werden und ein ausreichender Impfschutz inklusive Influenza sollte
angestrebt werden. Die Patienten sollten von inhalativen Noxen z.B. Tabakrauch
ferngehalten werden. Bei Sauerstoffbedarf sollte friihzeitig mit einer Oz-Therapie

begonnen werden, um die Ausbildung eines Cor pulmonale zu verhindern?©,

Neben der medikamentdsen und supportiven Therapie sollten die Patienten und ihre

Angehdrigen psychosozial begleitet und unterstitzt werden.

20



2 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit sollte es sein, eine Methode zu entwickeln, mit deren Hilfe man

direkt die Funktion des ABCAS3 Transporters analysieren kann. Zum aktuellen

Zeitpunkt gab es lediglich Methoden, die die Lipidzusammensetzung der gesamten

Zelle analysieren kénnen (z.B. Massenspektrometrie), jedoch keine, die die Funktion

des ABCA3 Transporters auf Ebene der LBs in den Fokus nehmen kann. Die

Herausforderung die sich bei der Analyse des ABCA3 Transporters ergibt, ist, dass

dieser vorwiegend intrazellular lokalisiert ist und dort seine Funktion in der &uBeren

Membran der LBs ausiibt.

Die Anspriche die an die Methode gestellt wurden und die Fragen die zu

beantworten waren:

Entwicklung einer Methode, die den Lipidtransport auf Ebene der LBs messen
kann.

Dazu wurden Lipidmischungen (Liposomen), die dem humanen Surfactant in
ihrer Zusammensetzung nachempfunden waren und fluoreszierendes
Phosphatidylcholin (TopF-PC) enthielten, hergestellt und die ABCA3-HA
Wildtyp (WT) bzw. mutierten Zellen (p.E292V, p.K1388N) mit dieser
Lipidmischung inkubiert. Im Anschluss konnten innerhalb der ABCA3+ Vesikel
die fluoreszierenden Lipide mit dem Konfokalmikroskop dargestellt werden
und die Fluoreszenzintensitdt des TopF-PCs mit Hilfe des Fiji Plug-Ins
Particle_in_Cell-8D gemessen werden. Neben der Fluoreszenzintensitat
wurde auch das Volumen der LBs bestimmt.

Wie entwickelt sich der Lipidtransport tiber einen Zeitraum von 24h?

Dazu wurden ABCA3 WT-Zellen Uber 24h mit Lipiden inkubiert und die
Lipidkonzentration in den ABCAS3+ Vesikeln zum Zeitpunkt Oh, 4h, 8h, 12h
und 24h gemessen.

Welche Auswirkungen haben eine hoéhere und eine niedrigere
Lipidkonzentration auf die Transportfunktion?

Dazu wurden die ABCA3 WT-Zellen mit Liposomenverdinnungen von 1:2,
1:20 und 1:200 Uber 24h inkubiert und im Anschluss die Lipidkonzentration in

den Vesikeln bestimmt.
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Ist der Lipidtransport ABCA3 abhangig und kann dieser inhibiert werden?
Kann hier ein Unterschied mit der neuen Methode nachgewiesen werden?
Dazu wurden ABCA3 WT Zellen far 24h mit den Liposomen und fir 22h mit
dem ATPase Inhibitor Orthovanadat behandelt und im Anschluss die
Lipidkonzentration in den ABCA3+ Vesikeln gemessen und mit Zellen
verglichen, die nur mit den Liposomen behandelt wurden.

Welche Auswirkungen haben die Mutationen p.K1388N und p.E292V auf den
Lipidtransport?

Dazu wurden Zellen mit diesen ABCA3 Mutationen fiir 24h mit den Liposomen
inkubiert und im Anschluss die Lipidkonzentration in den LBs mit ABCA3 WT

Zellen verglichen.



3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate

Gerat

Hersteller

Arbeitsbank Zellkultur

Blot-Kammer Xcell SureLock™ Mincell
Blot-Modul Xcell II™ E19051
Brutschrank Galaxy® 170R

Bunsenbrenner Fireboy Plus

Cellometer® Auto T4 Cell Counter
Fast Real-Time PCR System 7900HT
Feinwaage R200D
Flussigstickstofftank Cryo 200
Gefrierbehélter Mr. Frosty
Gefrierschrank (-20°C)
Gefrierschrank (-80°C)

Glaskolben Duran 50ml

Inkubator New Brunswick Galaxy 170R
Konfokalmikroskop Leica
Kahlschrank (+8°C)

Kdhlzentrifuge 5417R

Malvern laser particle analyser

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
New Brunswick Scientific, Edison, USA

INTEGRA Bioscience AG,
Schweiz

Zizers,

Nexcelom Bioscience, Lawrence, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Sartorius AG, Géttingen, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Liebherr, Ochsenhausen, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Lenz Laborglas, Wertheim, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Leica, Wetzlar, Deutschland

Liebherr, Ochsenhausen, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Zetasizer, Malvern Instruments GmbH,
Herrenberg, Deutschland
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Mehrfachdispenser HandyStep®
Mikroplatten Spektralphotometer Eon™

Mini Zentrifuge Rotilabo®

Mini-Zentrifuge Spectrafuge

NS-Hahn, Ubergangsstiick
PCRThermocycler T1
Pipette Xplorer® 15-300ul
Pipetten Research® Plus

(2,5 ul, 10 pl, 20 pl, 100 pl, 200 pl, 1000
pl)
Pipettierhilfe Easypet® 4421

Pipettierhilfe pipetus®

Plattenzentrifuge PerfectSpin P

Schattler Vortex-Genie 2
Spektralphotometer NanoDrop™
ThermoBlock TDB 120
Ultrazentrifuge Optima™ TLX

Ultrazentrifuge Heraeus® Megafuge®
1.0R

Vortex Schittler 7-2020

Wasserbad Zellkultur

BRAND GmbH, Wertheim, Deutschland

BioTek Instruments, Vermont, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland
neoLab Migge GmbH, Heidelberg,

Deutschland

Lenz Laborglas, Wertheim, Deutschland
Biometra, Goéttingen, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt,

Deutschland

VWR

Deutschland

International GmbH, Erlangen,

Scientific Industries, Bohemia, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
BioSan, Riga, Lettland

Beckman Coulter, Bera, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

neoLab Migge GmbH, Heidelberg,

Deutschland

GFL, Burgwedel, Deutschland
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3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Material Hersteller

Cellometer® Einweg-Zahlkammern Nexcelom Bioscience, Lawrence, USA
Gefriergefal3 CryoPure (1,6ml) Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Ibidi-Slides p-Slide 8 Well Ibidi, Planegg, Deutschland
Pasteurpipetten Glas (225mm) BRAND GmbH, Wertheim,

Deutschland

Pipettenspitzen (10ul, 100 pl, 200 ul, Eppendorf, Hamburg, Deutschland
1000ul)

Pipettenspitzen Combitips advanced® Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
(5 ml, 10 ml)

ReaktionsgefaBe Safe-Lock (0.5 ml, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
1.5 ml, 2 ml)

Real time PCR Plates 96 well Peglab, Erlangen, Deutschland

Serologische Einwegpipetten Costar® Corning Life Science, Corning, USA
Stripette® (2ml, 5ml, 10ml, 25ml,
50ml)

Zellkulturflaschen T75 (250ml/ 75cm?)  BD, Heidelberg, Deutschland

Zellkultur Platten 12-Well Sigma-Aldrich, Steinheim,

Deutschland
Zellkultur Platten 96-Well Sarstedt, Nlrnbrecht, Deutschland
Zentrifugen Tubes (10 ml) Sarstedt, Nirnbrecht, Deutschland

Zentrifugen Tubes Falcon™ (15 ml, 50 BD, Heidelberg, Deutschland

ml)
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3.1.3 Chemikalien und Pufferlésungen

Chemikalie

Hersteller

Cholesterol

1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan (DABCO)

Bovines Serum Albumin (BSA)
Diamidinphenylindol (DAPI)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dithiothreitol (DTT)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(DPBS)

Ethylendiamintetraacid (EDTA)
Fetales Kalber-Serum (FCS)
Formaldehyd

Glutaraldehyd

Glycerin

Hydroxyethylpiperazinylethan-
sulfonsdure (HEPES)

Magermilchpulver

Methanol

Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Ortho-vanadate

OptiMEM reduced Serum Medium

Phenazinmethosulfat (PMS)

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Merck Schuchardt,
Deutschland

Darmstadt,

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Carl Roth
Deutschland

GmbH, Karlsruhe,

Merck Millipore, Burlington, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Merck Millipore, Burlington, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Merck Millipore, Burlington, USA

Merck Millipore, Burlington, USA
Merck Millipore, Burlington, USA
Merck Millipore, Burlington, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma, Taufkirchen, Deutschland
ThermoFisher, Waltham, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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Pre-stained Protein Standard Novex®
Sharp

Propargylcholine
L-a-Phosphatidylcholine (Egg-PC)
16:0 Phosphatidylcholine
Phosphatidylglycerol

Puromycin

RPMI
Gibco®

1640 Medium + GlutaMAX™

Saponine
SYBR® Green PCR Master Mix
5-TAMRA-PEGS3-Azide

Terralin® protect

TopFluor Phosphatidylcholine (TopF-PC)
Triphenyltetrazoliumchlorid (XTT)
Triton® X-100

Trypsin-EDTA

TWEEN® 20

X-tremeGENE HP DANN transfection
reagent

Wasser (nukleasefrei)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Jena Bioscience, Jena, Deutschland
Avanti Polar Lipid, Alabaster, USA
Avanti Polar Lipid, Alabaster, USA
Avanti Polar Lipid, Alabaster, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Karl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Base click, Neuried, Deutschland

Schilke & Mayr GmbH, Norderstedt,
Deutschland

Avanti Polar Lipid, Alabaster, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Roche, Mannheim, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Immunfluoreszenz-Puffer (IF-Puffer)

FCS
BSA

10%

3%
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3.1.4 Gerate und Kits

Kit

Hersteller

BCA Protein Assay Kit Pierce™

CytoTox96®
Cytotoxicity Assay

Non-Radioactive

High Pure RNA Isolation Kit

Lightrun Sanger Sequenzierservice

Lipofektamin 3000

Plasmid DNA Midi Prep
NucleoBond®Xtra
Plasmid DNA Mini Prep Kit |

peqGOLD
Q5® site-direcetd mutagenesis kit

SuperSignal™ West Femto Substrat

Tetro cDNA Synthese Kit

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Promega, Madison, USA

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

GATC
Deutschland

Biotech, Konstanz,

Thermo Fisher Scientifc, Waltham,
USA

MACHEREY-NAGEL GmbH, Diren,
Deutschland

VWR International GmbH, Erlangen,
Deutschland

NEB, Ipswich, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Bioline, London, United Kingdom

3.1.5 Zelllinien und Plasmide

Zelllinie ArtikelInummer Hersteller

A549 # ACC 107 DMSZ, Braunschweig,
Deutschland

Escherichia coli # C 2987 New England Biolabs,
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Ipswich, USA
Plasmid Artikelnummer Hersteller
pT2/HB Transposon # 26557 Addgene, Cambridge,
Vektor USA
pCMV(CAT)T7-SB100 # 34879 Addgene, Cambridge,
Transposase USA

3.1.6 Primer fiir Site Directed Mutagenesis und qPCR

Alle Primer wurden von metabion

hergestellt.

international

AG, Planegg,

Deutschland,

ABCA3 Mutation

Forward (5°-3’)

Reverse (5°-3’)

p.E292V (c.875A>T)

p.K1388N (c.4164G>C)

AGGCTGAAGGTGTACATGCGC

AGCTCTCCAACGTGTACGAGC

CCTTTCCTTCTCCTGCAC

CCTTGATAATCAGAGGTGTG

ABCA3 Mutation

Forward (5°-3°)

Reverse (5°-3’)

p.E292V (c.875A>T)
p.K1388N (c.4164G>C)

AGGCTGAAGGTGTACATGCGC

AGCTCTCCAACGTGTACGAGC

CCTTTCCTTCTCCTGCAC

CCTTGATAATCAGAGGTGTG

Gen in der gPCR

Forward (5°-3’)

Reverse (5-3)

ABCA3 CATGGTCAGCACCTTCTTCA TTCTGGCTCAGAGTCATCCA
p.K1388N (c.4164G>C) AGCTGACCTGCTGGATTAC TGCGACCTTGACCATCTT
3.1.7 Antikorper

Primarantikorper Hersteller
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Anti-HA (monoklonal, Ratte)

Roche, Mannheim, Deutschland

Sekundarantikérper

Hersteller

Alexa-Fluor® 555 Anti-Ratte IgG Roche, Mannheim, Deutschland

(Ziege)

3.1.8 Software

Software Version

Hersteller

Clone Manager Suite 6.0

Fiji
GraphPad Prism 5.0
ImageJ 1.5

Leica Microsystems LAS
AF

NEBaseChanger™ 1.2

Sci-Ed Software, Denver,
USA

Wayne Rasband, National
Institutes of Health, USA

GraphPad Software, La
Jolla, USA

Wayne Rasband, National
Institutes of Health, USA

Leica, Wetzlar,
Deutschland

New England BiolLabs,
Ipswich, USA
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3.2 Methoden

3.2.1 Klonierung und stabile Transfektion von A549-Zellen

Zur besseren Detektierungsmdglichkeit wurde ein ¢ terminaler HA- Tag an die
humane ABCA3 complementary DNA (cDNA) (Referenz: NM_001089) gebunden
und um die Expression zu steigern, an einen Cytomegalievirus- (CMV-) Promotor
gekoppelt. Diese CMV-ABCA3-HA-Sequenz wurde in einen pT2/HB-Transposon
Vektor kloniert, der ein Puromycin-Resistenzgen inklusive zugehdrigem
Phosphoglyceratkinase- (PGK-) Promotor enthielt. Dies ermdglichte eine spatere
Selektion nach der Zelltransfektion.

Amp Promotor 10343...10315 317_334 IR/DR L
433 1159 CMV Promotor

AmpR 100075...9416

ID/DR R 7937...7954 i

>

: 1191_6335 hABCA3

HA tag 6306...6332 <

Abbildung 9 Vektor pT2/HB-Transposon-Vektor mit humanem ABCA3

Darstellung des klonierten Vektors mit Gen Abschnitten codierend fir den
ABCAS3 Transporter (grin) mit HAtag (hellgrin), CMV Promotor (tUrkis) und
Puromycinresistenz (PurR) mit PKG-Promotor (orange). Die umgebenden inverted repeats
(IR) dienen als Schnittstelle fir die sleeping beauty Transposase SB100. Zusétzlich befindet
sich auf dem Plasmid, dem bakteriellen Replikationsursprung entsprechend, in umgekehrter
Leserichtung eine Ampicillinresistenz mit zugehérigem Promotor (lila) flr die positive
Selektion transformierter Bakterien.

Die jeweiligen ABCAS3 Mutationen wurden durch gezielte Mutagenese mit dem Q5
Site-Directed Mutagnesis Kit eingefligt. Die entsprechenden Primer wurden mit der
Software NEBaseChanger™ entworfen und von Metabion als Mismatch Primer
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synthetisiert. Die PCR Reaktion wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.
Alle Mutationen wurden mit Hilfe von Sanger Sequenzierung verifiziert.

In Summe wurden damit flr diese Arbeit folgende Plasmidvektoren hergestellt:
pT2/HB-Puro-ABCA3-HA als ABCA3 WT, sowie die entsprechenden Mutationen
p.E292V (c.875A>T) und p.K1388N (c.4164G>C).

Im Anschluss daran wurden nun die Plasmidvekioren in E. coli Bakterien
vervielfaltigt. Dazu wurden die Plasmide, die zuséatzlich ein Ampicillin Resistenzgen
im Leseraster nach dem bakteriellen Replikationsursprung beinhalten, mit Hilfe von
Elektroporation bei 1,80kV in E. coli eingebracht. Die Selektion erfolgte mittels
Ampicillin im Kulturmedium. Die Plasmidvektoren wurde im Anschluss mit dem
Plasmid DNA Prep Kit isoliert.

3.2.2 Zellkultur

Alle folgenden Zellversuche wurden unter sterilen Bedingungen an einer Zellkultur
Arbeitsbank unter Verwendung von ausschlieBlich sterilen Reagenzien und Geréaten

durchgefihrt.

3.2.2.1 Kultur von A549 Zellen

Die in Stickstoff gelagerten A549 Zellen wurden im Wasserbad bei 37°C aufgetaut
und in eine mit 10ml Nahrmedium (RPMI+10%fetales bovines Serum (FBS)) gefillte
T75-Flasche gegeben. Diese wurde im Inkubator bei 37°C und 5% CO: flr ca. zwei
Tage aufbewahrt bis sich die Zellen am Flaschenboden angelagert haben und das
Medium gewechselt werden konnte. Dafiir wurde das Nahrmedium abgesaugt und

durch 10ml frisches Nadhrmedium ersetzt.

Nach ca. funf Tagen hatten sich die Zellen ausreichend vermehrt und konnten
gesplittet werden. Dazu wurde das Nahrmedium abgesaugt, die Zellen mit 10ml
Phosphate-Buffered Saline (PBS) gewaschen und flr zehn Minuten mit 5ml Trypsin
vom Flaschenboden gelést. Nach der Inkubation wurden 5ml Nahrmedium
zugegeben, um den Ablésungsvorgang durch Inhibition des Trypsins zu stoppen. 9ml
der Zellsuspension wurden abgenommen und verworfen bzw. flir weitere

Experimente verwendet, 1ml wurde in der T75-Flasche zurlickgelassen und mit 9ml
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Nahrmedium aufgeflllt. AnschlieBend wurden die Zellen zurlck in den Inkubator

gestellt.

Zur langfristigen Lagerung wurden die Zellen aus einer dicht bewachsenen T75
Flasche geldst, das Medium wurde abzentrifugiert und abgesaugt und die Zellen in
iml  Einfriermedium  (50%FBS, 40%RPMI, 10%Dimethylsulfoxid (DMSQO))
resuspendiert und in Cryotubes transferiert. Diese wurden flr mindestens 24h bei
-80°C aufbewahrt, bevor sie in flissigen Stickstoff (-180°C) umgelagert werden

konnten.

3.2.2.2 Stabile Transfektion von A549 Zellen

Ziel der stabilen Transfektion ist es, die fremde DNA dauerhaft in das Genom der
Zelle zu integrieren. Hierflr wurde in dieser Arbeit das Sleeping-Beauty-Transposon
System verwendet®'. Dazu musste die passenden DNA in einen Transposon Vektor
mit flankierenden, sich gegenlaufig wiederholenden Endsequenzen kloniert werden.
An den Endsequenzen konnte die passende Sleeping Beauty Transposase SB100
schneiden, um gezielt den Abschnitt mit der zu transfizierenden DNA aus dem Vektor
freizusetzen und in das Genom der Zelle einzufliigen. Dazu wurden A549 Zellen mit
einer Konzentration von 400.000 Zellen/ml in 6-Well-Zelkulturplatten ausgebracht
und nach 24h Lagerung im Brutschrank durch Lipofektion mit Lipofektamin P3000
transfiziert. Daflr musste zuerst die DNA (4ug, Plasmidvektor und Transposase,
Verhdltnis 5:2) mit 8ul P3000 in Opti-MEM gelést, anschlieBend mit 7,54l
Lipofektamin vermischt und fir 5min bei Raumtemperatur inkubiert werden. In
diesem Zeitraum konnte die DNA von Lipofektamin eingeschlossen werden. Im
Anschluss daran wurde die DNA in die entsprechenden Wells mit den A549 Zellen
gegeben werden, damit die Zellen die DNA inkorporieren konnten. Nach 48h
Inkubation im Brutschrank wurde die Selektion der positiv transfizierten Zellen durch
Zugabe von 1ug/ml Puromycin in das Kulturmedium durchgefihrt. Nach 7d wurden
die erfolgreich transfizierten Zellen vereinzelt, in dem sie auf 5 Zellen/ml verdinnt
und mit je 200ul pro Well in 96-Well Platten vereinzelt wurden. Durch tagliche
Kontrolle der Platten konnten bereits nach wenigen Tagen einzelne Zellkolonien, die
von einer einzelnen Vorlaufer Zelle ausgegangen sind, unter dem Mikroskop
detektiert werden. Diese Kolonien wurde manuell abgelést und nach und nach in
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groBere Zellkulturschalen gegeben und mit RPMI 1640 Medium, angereichert mit
10% FCS und 1ug/ml Puromycin fir die kontinuierliche Selektion, kultiviert.

Diese Arbeit erfolgte in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. rer. nat T. Wittmann und Frau
U. Schindlbeck. Die weitere Auswahl der Einzelzellklone mittels gPCR und Western

Immunoblotting wurde freundlicherweise von Frau Schindlbeck durchgefihrt.

3.2.2.3 Behandlung der Zellen mit fluoreszierenden Lipiden

Um den Lipidtransport darstellen zu kbénnen wurde in dieser Arbeit das
fluoreszierende Phosphatidylcholin Top Fluor Phosphatidylcholin (TopF-PC) (siehe
Abbildung 9) verwendet, das deutlich stabiler und weiniger lichtsensibel ist, sowie
intensiver fluoresziert, als das in anderen Arbeiten verwendete NBD-PC®2.

Abbildung 10 Strukturformel Top Fluor Phosphatidylcholin
Copyright und Erlaubnis zur Abbildung von Avanti Polar Lipids Inc.
(https://avantilipids.com/images/structures/810281s.gif, Download 2017-08-06)

Da die fluoreszierenden Lipide empfindlich gegenlber starker Lichteinstrahlung sind,

mussten die folgenden Arbeitsschritte lichtgeschitzt durchgeflhrt werden.

Zur Herstellung von Liposomen, die dem humanen Surfactant in ihrer
Zusammensetzung nachempfunden sind, wurden in Chloroform geléstes TopF-
PC (1umol), Egg-PC (1,67umol), 16:0 PC (2,33umol),
Phosphatidylglycerol (0,67umol) und Cholesterol (1umol) in einem Glaskolben
gemischt. AnschlieBend wurde das Chloroform unter Stickstoffstrom abgedampft. Die
getrockneten Lipide wurden im Anschluss in 1,7ml PBS unter sterilen Bedingungen
gelést und in ein 2ml Gefal geflllt. Die Lipidmischung wurde anschlieBend fir 30min
bei 50°C in einem Ultraschallbad sonifiziert, um Liposomen herzustellen. Um gréBere
Partikel zu entfernen wurde die Liposomenmischung bei 1000g fir 20min
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zentrifugiert, die flissige Phase mit den Liposomen abgenommen, in ein steriles 2ml
Gefal3 gegeben und bei 4°C lichtgeschiitzt bis zum endgultigen Gebrauch gelagert.

Mit einem Malvern Laser Particle Analyser wurde bestéatigt, dass die Liposomen
unilamellar waren, eine GréBe von ca. 100nm aufwiesen und einen Polydispersity

Index von 0,4 hatten.

Zur Behandlung der Zellen mit den Surfactant-artigen Liposomen, wurden diese in
OptiIMEM Medium in einem Verhéaltnis von 1:20 fur alle grundlegenden Experimente
bzw. in einem Verhéltnis von 1:2 und 1:200 fir die dosisabhangigen Experimente

geldst.

Zur Durchfihrung der Experimente wurden die Zellen in p-slides mit acht einzelnen
Zellkammern ausgesaht und fir 24h bei 37°C und 5% CO2z inkubiert. Fur die
folgenden Experimente wurden die gleichen Konditionen jeweils als Duplikate
angefertigt. Nach der 24 stiindigen Inkubation wurden die Zellen fir 15min bei 4°C
gelagert, um den Zellstoffwechsel herunter zu fahren. Das Zellmedium wurde
abgesaugt und durch die OptiMEM-Liposomen Mischung (100ul/ Well) ersetzt. Die
Zellen wurden nun fir 30min bei 4°C inkubiert, damit sich die Liposomen an der
Zelloberflache anlagern kdnnen (siehe Abbildung 11A). Darauf folgend wurde die
Liposomenmischung durch angewarmtes OptiMEM Medium (200ul) ersetzt und die
Zellen wurden je nach Experiment fur unterschiedliche Zeitperioden (4h, 8h, 12h,
24h) oder fir ausschlieBlich 24h im Inkubator bei 37°C und 5% CO:2 inkubiert. In
diesem Zeitraum konnten die Zellen die Lipide Uber den Lipid Recycling
Mechanismus in die Zelle aufnehmen und im Anschluss ABCAS vermittelt in die LBs
transportieren (siehe Abbildung 11B). Um die Lipidaufnahme in die Zelle zu beenden
und die Lipide von der &uBeren Zellmembran zu entfernen, wurde das OptiMEM
durch gekiihltes 5% bovines Serum Albumin (BSA) geldst in PBS ersetzt und es
folgte eine Inkubation bei 4°C flr weitere 30min. AbschlieBend wurden die Zellen mit
3,7% Formaldehyd in PBS fur 20min fixiert und mit 0,1% Gilycin far 10min behandelt.

In einem Versuchsansatz wurde 2h nach der Zugabe der Liposomen, das Medium
durch OptiMEM mit 12,5mM Orthovanadat ersetzt, um die ATPase Aktivitdt des
ABCA3 Transporters zu hemmen (siehe Abbildung 11C).
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Abbildung 11 Schematische Darstellung der Zellbehandlung mit den Liposomen

Die Liposomen werden zu den Zellen gegeben und inkubiert (A). Dabei werden die Lipide in
die Zellen aufgenommen (B) und dann ABCA3 abhangig in die Lamellarkdrperchen
transportiert (C). Der Transport kann durch Mutationen oder Orthovanadat gehemmt werden.

3.2.2.4 Zytotoxizitdt von TopF-PC

Um eine Zytotoxizitdt von TopF-PC auf die Zellviabilitdt ausschlieBen zu kdnnen
wurde ein XTT-Assay durchgefihrt. Dazu wurden WT-ABCA3 Zellen mit einer
Konzentration von 50.000 Zellen/ml in phenolrotfreiem RPMI Medium mit 10% fetal
calf serum (FCS) in 96-Well Platten ausgebracht und fir 24h inkubiert. Im Anschluss
wurde die Liposomenmischung in einem Verhaltnis von 1:20 in OptiMEM gelést und
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fir weitere 24h in einen Teil der Wells gegeben. Nach der Inkubationszeit wurde
Triphenyltetrazoliumchlorid- (XTT-) Salz in phenolrotfreiem RPMI (1mg XTT/ml)
geldst und zusammen mit Phenazinmethosulfat (PMS) auf die Zellen mit bzw. ohne
Liposomen gegeben. Wahrend einer Inkubationszeit von 30min kénnen metabolisch
aktive Zellen das XTT durch komplexe zellulare Mechanismen in Formazan
umwandeln. Dieser Stoffwechselschritt kann nur in lebendigen Zellen ablaufen und
ist von der NAD(P)H Produktion in der Glykolyse abhangig. Dadurch korreliert die
Menge an Formazan im Zelliberstand direkt mit der Anzahl an metabolisch aktiven
Zellen. Mit Hilfe eines Spektralphotometers kann die Absorption, und damit die
Menge von Formazan bei 450nm gemessen werden. Je hoher die Absorption
ausfallt, desto mehr lebendige Zellen, die XTT zu Formazan umwandeln kdnnen,

liegen vor.

3.2.2.5 Immunofluoreszenzbehandlung

Die fixierten Zellen wurden bei Raumtemperatur mit 0.5% Saponin geldst in PBS far
10min permeabilisert und im Anschluss fir 30min mit einem Blocking Puffer, der
3% BSA und 10% FBS (= IF-Puffer) enthalt, inkubiert. Im weiteren Verlauf wurden
die Zellen mit einem primaren Antikdrper, gerichtet gegen die HA-Markierung (rat anti
HA), fir eine Stunde behandelt. Der Antikdrper wurde in IF-Puffer gelést und 100ul
der Lésung wurden je Well zugegeben. Nachdem die Zellen drei mal mit 300ul PBS
gewaschen wurden, wurde der Sekundarantikdrper Alexa 555 goat anti rat, ebenfalls
in IF-Puffer geldst, fir 30min zugegeben. Nach einem weiteren Waschvorgang mit
300ul PBS wurden die Zellen fir 10min mit DAPI inkubiert, ein weiteres Mal mit PBS
gewaschen und zur Lagerung mit Mounting Medium beschichtet. Dieses bestand aus
90% Glycerin und 20% DABCO (1,4-diazabicyclo(2.2.2)octane; geldst in PBS).

3.2.3 Mikroskopie

Von jeder Zellkammer wurden jeweils drei axiale Z-Stacks (Bildstapelserie) (siehe
Abbildung 12) mit einer Héhe von 0,4um, 123,02um Lange und 123,02um Breite mit
einem Leica Konfokalmikroskop angefertigt, sodass von jeder Behandlungskondition
sechs Z-Stacks vorlagen. Das Mikroskop verfligte Uber eine 405 Diode, einen Argon-
und einen Helium-Neon 543 Laser. Alle Aufnahmen wurden unter den gleichen
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Bedingungen flr die Laser Intensitat, Verstarkung, Offset und Blendengré3e
durchgefuhrt, um eine Vergleichbarkeit zu erreichen. FlUr die Darstellung der
TopFluor-PC Lipide wurde ein Anregungsfilter von 488nm, flir den Alexa 555
Antikérper ein Filter von 543nm und fir DAPI ein Filter von 405nm verwendet, da

hierbei jeweils die starkste Absorption vorlag.

Abbildung 12 3D Darstellung einer Zelle mit WT ABCA3
Der ABCA3 Transporter ist in griin und die Lipide in rot dargestellt.

3.2.4 Fluoreszenzanalyse mit dem Fiji-Plugin Particle_in_Cell-3D

Von jedem Z-Stack wurden 20 ABCA3+ Vesikel mit einer Vorlage, die 20 Felder
enthalt, ausgewahlt (siehe Abbildung 13). Um eine unvoreingenommene Auswahl
der Vesikel sicherzustellen, wurden die ABCA3 Vesikel im 543nm Filter ausgewahlt,
der keine Rlckschlisse darauf zuladsst, ob die Vesikel mit Lipiden geflllt sind, oder
nicht. Im Anschluss wurden die Lipide im 488nm Filter sichtbar gemacht und die
Fluoreszenz Intensitat innerhalb der Vesikel, die proportional zum Gehalt an TopF-
PC ist, mit dem Fiji-Plugin Particle_in_Cell-3D Routine 4 gemessen®. Dies ist ein
Plugin, das urspringlich fir die Analyse von Nanopartikeln in einzelnen Zellen
verwendet und nun fir diese Arbeit an die Analyse von multiplen Vesikeln angepasst

wurde. Die Methode erlaubt die Quantifizierung der Lipidaufnahme in die Vesikel.
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Abbildung 13 Auswahl der ABCA3+ Vesikel (griin) flir die weitere Analyse aus einem
Z-Stack

Uber die Abbildung wurde ein Raster mit 20 K&stchen gelegt, aus denen nacheinander 20
einzelne Vesikel fir die Analyse mit dem Fiji Plugin Particle_in_Cell-3D ausgewahlt wurden.

3.2.5 Vesikel Volumen

Der Durchmesser der zuvor ausgewahlten Vesikel wurde mit der Fiji Software

gemessen und das Volumen wurde mit der folgenden Formel unter der Annahme,

dass spharische Vesikel vorliegen, berechnet: V = %n . (%)3
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3.2.6 Prozentsatz an gefillten Vesikeln

Um die Menge an ABCA3+ Vesikeln, die mit fluoreszierenden Lipiden geflllt sind zu
bestimmen, wurde der Prozentsatz der geflllten Vesikel je analysierter Z-Stack (20
ausgewertete Vesikel) berechnet. Ein Gesamtdurchschnitt wurde ermittelt, indem die

einzelnen Stack-Ergebnisse einer Kondition zusammengefasst wurden.

3.2.7 Statistische Analyse

Von allen gefillten ABCA3+ Vesikeln wurde der Mittelwert und der Standard Fehler
der Fluoreszenzintensitat berechnet. Zum Vergleich von verschiedenen Gruppen
wurde ein one-way repeated measure ANOVA mit Dunnett’s multiple comparison
Test durchgeflhrt. Zum Vergleich von zwei Gruppen wurde der Student’s t-Test
angewendet. Fir eine bessere Ubersicht wurden nur statistisch signifikante
Unterschiede zwischen dem ABCA3-WT und den jeweiligen zu untersuchenden
Graphen eingezeichnet.

FOr die Auswertung und Erstellung der Graphen wurde die Software Graph Pad
Prism 5.0 verwendet. P-Werte <0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet. Es gilt:

*=p<0.05 *=p<0,01

=% _ 5 < 0,01

40



4 Ergebnisse
4.1 Herstellung von A549 Zellen mit ABCA3 Expression

Um die Funktion des ABCABS Lipidtransporters analysieren zu kénnen, wurde ein in
vitro Zellmodel bendtigt. Dazu wurden A549 Zellen verwendet, die als Zellmodell fir
Typ Il Pneumozyten fungieren. In das Genom dieser Zellen wurde entweder das
ABCA3 WT Gen, oder jeweils eine der in Patienten entdeckten Mutationen
(p-K1388N, p.E292V) kloniert. Die Klonierung erfolgte mit Hilfe des Sleeping Beauty
Transposon Systems SB1006' und einem CMV-Promotor, die zusammen eine stabile
Transfektion und eine ca. 200-fache Uberexpression des ABCA3 Vektors
ermdglichten. Dadurch waren die Ergebnisse untereinander vergleichbar.

Die Auswahl der Zellklone anhand ihrer mRNA Expression und ihres Protein Levels
wurde von Frau Ulrike Schindlbeck durchgefiihrt und die ausgewahlten Klone flr die
weitere Arbeit freundlicherweise zur Verfligung gestellt3.

4.2 Darstellung des ABCA3-Transporters

Um den ABCAS3 Transporter optisch darstellen zu kénnen, wurde dieser mit einem
Hamagglutinin- (HA)-Tag markiert, an den ein Primarantikdrper spezifisch binden
konnte. Dieser wiederum konnte Uber einen fluoreszierenden Sekundarantikdrper

Konfokal-mikroskopisch dargestellt werden.

4.3 Einfluss der Lipide auf die Zelllebensfahigkeit

Mit Hilfe des XTT-Assays konnte der Einfluss der TopF-PC beinhaltenden
Liposomen auf die Lebensfahigkeit der Zellen spektroskopisch gemessen und
quantifiziert werden. Dazu wurden ABCA3 WT Zellen, die Uber 24h mit TopF-PC
beinhaltenden Liposomen behandelt wurden und unbehandelte ABCA3 WT Zellen
mit einem ungepaarten t-Test verglichen. Es ergab sich kein signifikanter (n.s.)
Unterschied (siehe Abbildung 14), sodass davon ausgegangen werden kann, dass
die TopF-PC beinhaltenden Liposomen keinen Einfluss auf die Lebensfahigkeit der
Zellen haben.
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Abbildung 14  Einfluss der Liposomen auf die Zelllebensfahigkeit
Metabolische Aktivitdt von ABCA3 Wildtyp Zellen mit bzw. ohne Liposomenbehandlung nach
24h Inkubation. Die Aktivitat wird mit Hilfe des XTT Assays bestimmt und dabei die spektrale
Absorption von Formazan bestimmt. (SEM, n.s.)

4.4 Zeitabhangigkeit der Lipidaufnahme in ABCA3+ Vesikel

Um die zunehmende Lipidaufnahme in die ABCA3+ Vesikel Uiber einen Zeitraum von
24 Stunden darstellen zu kénnen, wurden die Zellen fiir jeweils 4h, 8h, 12h und 24h
mit den Lipiden inkubiert und im Anschluss daran die Fluoreszenzintensitat der
Lipide innerhalb der ABCA3+ Vesikel bestimmt (siehe Abbildung 15).

Abbildung 15 Zeitabhangigkeit der Lipidaufnahme in ABCA3+ Vesikel
Immunfluoreszenzfarbung von ABCA3-HA WT Protein (grin) in A549 Zellen, jeweils nach
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Behandlung der Zellen mit TopF-PC (rot) fir Oh, 4h, 8h, 12h und 24h. Die Zellkerne wurden
mit DAPI in blau dargestellt. Der Messbalken entspricht 10um.

Es konnte gezeigt werden, dass die Fluoreszenzintensitat innerhalb der ABCA3+
Vesikel Uber den Zeitraum von 24h zugenommen hat (siehe Abbildung 15 und 16)

und somit die Lipidaufnahme zeitabhangig ist.

50000+
40000+
300004
200004
10000+

Vesikel (a.u.)

Fluoreszenz Intensitat/

~ Wildtyp

Abbildung 16 Zeitabhangigkeit der Lipidaufnahme in ABCA3+ Vesikel

Die Fluoreszenzintensitat innerhalo von ABCAS3+ Vesikeln steigt Uber einen
Inkubationszeitraum von 24h an. Die Fluoreszenzmessung erfolgte mit dem Fiji Plugin
Particle_in_Cell-3D, Angabe in arbitrary units (a.u.).

Der Prozentsatz der gefllliten Vesikel stieg ebenfalls entsprechend im Verlauf von
12h an, stagnierte dann aber bis zum Zeitpunkt von 24h (siehe Abbildung 17),
sodass fur die folgenden Versuche eine 24 stiindige Inkubationszeit der Zellen mit

den Liposomen verwendet wurde.
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Abbildung 17 Zeitabhéngigkeit der Lipidaufnahme in ABCA3+ Vesikel
Prozentsatz der mit TopF-PC gefliliten ABCA3+ Vesikel innerhalb von 24h Inkubation.

Das Volumen der ABCA3+ Vesikel war Uber den Inkubationszeitraum von 24h mit
den Lipiden gleichbleibend (siehe Abbildung 18).
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Abbildung 18 Zeitabhangigkeit der Lipidaufnahme in ABCA3+ Vesikel
Volumen der ABCA3+ Vesikel in um? {ber einen Zeitraum von 24h. Das Volumen wurde
basierend auf dem mit Fiji bestimmten Durchmesser der Vesikel berechnet.
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4.5 Konzentrationsabhangigkeit der Lipidaufnahme in ABCA3+
Vesikel

In einer weiteren Versuchsreihe wurden verschiedene Liposomenverdinnungen in
OptiMEM Medium (1:200, 1:20, 1:2) verglichen (siehe Abbildung 19).

ABCA3-HA TopF-PC Uberlagerung

Verdiunn-
ung
1:200

Verdinn-
ung
1:20

Verdunn-
ung
1:2

Abbildung 19 Konzentrationsabhangigkeit der Lipidaufnahme in ABCA3+ Vesikel
Immunfluoreszenzfarbung nach Behandlung der ABCA3 WT Zellen mit verschiedenen Lipid-
Konzentrationen. Der ABCA3 Transporter wurde mit einem Sekundéarantikdrper grin
markiert. Die Lipide (TopF-PC) sind in rot dargestellt. Dabei wurden TopF-PC beinhaltende
Liposomen in OptiMEM im Verhaltnis ein Teil Liposomen und 200 Teile OptiMEM, ein Teil
Liposomen und 20 Teile OptiMEM sowie ein Teil Liposomen und zwei Teile OptiMEM gel6st
und die Zellen damit jeweils fir 24h inkubiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI blau markiert.
Der Messbalken entspricht 10um.

Dabei zeigte sich, dass je mehr Lipide der Zelle angeboten wurden, desto effektiver
wurden diese ABCAS vermittelt in die Vesikel transportiert. Die Unterschiede in der
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Fluoreszenzintensitat innerhalb der ABCA3+ Vesikel waren signifikant in den drei
Versuchsgruppen (siehe Abbildung 20).
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Abbildung 20 Effekte verschiedener Liposomenkonzentrationen auf die Fluoreszenz-
intensitat in den ABCA3+ Vesikeln

Fluoreszenz Intensitat je ABCA3+ Vesikel nach 24h Inkubation mit der entsprechenden
Lipidkonzentration in a.u., gemessen mit dem Fiji Plugin Particle_in_Cell-3D. (SEM, *** = p <
0,001, ** = p < 0,01).

Auch die Berechnung des prozentualen Anteils an geflllten Vesikeln zeigte
signifikante Unterschiede zwischen den Einzelnen Liposomen Verdinnungen (siehe
Abbildung 21). Je mehr Liposomen dem ABCA3 Transporter angeboten wurden,
desto mehr transportierte dieser in die LBs und desto mehr LBs waren insgesamt mit
Lipiden gefullt.
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Abbildung 21 Effekte verschiedener Liposomenkonzentrationen auf den Prozentsatz
an geflllten ABCA3+ Vesikeln
Prozentsatz der ABCA3+ Vesikel, die TopF-PC beinhalten. (SEM, ** = p < 0,01).

Dabei blieb das Volumen der ABCA3+ Vesikel in allen Versuchsgruppen annahernd
gleich (siehe Abbildung 22) und es zeigte sich kein signifikanter Unterschied.
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Abbildung 22 Effekte verschiedener Liposomenkonzentrationen auf das Volumen von

ABCA3+ Vesikeln
Volumen von ABCAS3+ Vesikeln nach Behandlung der Zellen mit verschiedenen

Liposomenkonzentrationen fur 24h.
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Diese Versuchsreihe stellte die Grundlage fir die Verwendung der 1:20 Verdiinnung
der Liposomen in OptiMEM fir alle weiteren Experimente dar.

4.6 ABCAS3 spezifische Lipidaufnahme in die Lamellarkorperchen

Um nachzuweisen, dass die Lipidaufnahme in die Vesikel aktiv durch ABCA3
durchgefihrt wird und keine passive Diffusion der Lipide in die LBs vorliegt, wurden
WT-Zellen mit Orthovanadat behandelt. Orthovanadat hemmt die ATPase Aktivitat
und damit den Motor der ABC Transporter6465. Um einen Einfluss von Orthovanadat
bei der Lipidaufnahme in die Zelle auszuschlieBen, wurden die Zellen fir 2h
ausschlieBlich mit den Liposomen behandelt und im Anschluss daran wurde fir 22h
Orthovanadat 12,5mM ins Zellmedium zugegeben (siehe Abbildung 23).

ABCA3-HA TopF-PC Uberlagerung

Ohne
Ortho-
vanadat

Mit
Ortho-
vanadat
12.5 mM

Abbildung 23 ABCAS spezifische Lipidaufnahme

Fluoreszenzdarstellung der Zellen nach Behandlung mit Liposomen (rot) fir 24h und mit
bzw. ohne Orthovanadat fur 22h. ABCA3-HA Proteine wurden mit Antikérpern markiert
(griin). Der Zellkern wurde mit DAPI dargestellt (blau). Der Messbalken entspricht 10um.
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Dabei zeigte sich ein signifikanter Abfall in der Fluoreszenz Intensitat in mit

Orthovanadat behandelten Zellen im Vergleich zu den unbehandelten Zellen (siehe

Abbildung 24).
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Abbildung 24 Effekte von Orthovanadat auf den ABCA3 Lipidtransport

Fluoreszenz Intensitat der Liposomen in ABCA3+ Vesikel in a.u., gemessen mit dem Fiji
Plugin Particle_in_Cell-3D. Zellen nach Zustand mit bzw. ohne Behandlung mit

Orthovanadat 12.5mM fur 22h. SEM, *** P < 0,001.

Der Prozentsatz der gefillten Vesikel zeigte sich leicht reduziert, jedoch gab es

keinen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe (siehe Abbildung 25).
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Abbildung 25 Effekte von Orthovanadat auf den ABCA3 Lipidtransport

Prozentsatz der ABCA3+ Vesikel, die TopF-PC enthaltende Liposomen aufgenommen
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haben, nachdem sie mit Orthovanadat 12.5mM fur 22h behandelt wurden. Hier dargestellt im
Vergleich zu unbehandelten Zellen.

Die Behandlung mit Orthovanadat hatte keinen Einfluss auf das Volumen der Vesikel
(siehe Abbildung 26).

Volumen (um?3)
n

Wildtyp

3 ohne Orthovanadat
M mit Orthovanadat 12.5mM

Abbildung 26 Effekte von Orthovanadat auf das Volumen der ABCA3+ Vesikel
Volumen der ABCA3+ Vesikel mit bzw. ohne Behandlung mit Orthovanadat 12.5mM.

4.7 Effekte der Mutationen auf den ABCA3 abhangigen
Phosphatidylcholin-Transport und das Vesikelvolumen

Um den Effekt von ABCA3 Mutationen auf den Lipidtransport und die Form der
Vesikel untersuchen zu kdénnen, wurden zwei verschiedene Mutationen (p.K1388N,
p.E292V) ausgewahlt, die an unterschiedlichen Stellen im ABCAS Protein lokalisiert
sind (siehe Abbildung 5). Diese Zellen wurden jeweils fir 24h mit den Liposomen
inkubiert und im Anschluss daran der Lipidgehalt in den LBs und das Volumen der
LBs bestimmt (siehe Abbildung 27).
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ABCA3-HA TopF-PC Uberlagerung

K1388N

Abbildung 27 Effekte von ABCA3 Mutationen auf den ABCA3 abhéngigen Lipid-
transport und das Volumen der ABCA3+ Vesikel

Immunfluoreszenz Darstellung von HA-ABCA3-WT, HA-ABCAS3-p.K1388N und HA-ABCAS-
p.E292V nach Inkubation mit TopF-PC enthaltenden Liposomen fur 24h. Der Messbalken
entspricht 10pm.

Die ABCAS Mutation p.K1388N, die in raumlicher Nahe zur NBD2 Domaéane des
ABCAB3 Proteins lokalisiert ist (siehe Abbildung 5), zeigte einen deutlichen Effekt auf
den Lipidtransport des ABCAS3 Proteins. Sowohl die Lipidaufnahme (siehe
Abbildung 28), als auch der Prozentsatz der mit Lipiden geflllten Vesikel war im
Vergleich zum WT signifikant verringert (siehe Abbildung 29), ebenso war das
Volumen der p.K1388N ABCAS3+ Vesikel deutlich kleiner (siehe Abbildung 30).

Im Vergleich dazu zeigte die ABCA3 Mutation p.E292V, die sich in einem
Verbindungsstick zwischen zwei Transmembrandoménen befindet (siehe

Abbildung 5), einen etwas geringer ausgepragten Effekt auf die Transportfunktion der
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Lipide. Die Fluoreszenz Intensitat in den ABCAS3+ Vesikeln unterschied sich nicht
signifikant zum WT-ABCA3 (siehe Abbildung 28). Das Volumen hingegen war
signifikant verringert im Vergleich zum WT-ABCAS (siehe Abbildung 30), sodass von
einem Effekt auf die Herstellung der Lamellarkérperchen ausgegangen werden kann.
Ebenso war der Prozentsatz der geflllten Vesikel verringert, wenn auch nicht
signifikant (siehe Abbildung 29).

Die Statistiken in diesem Experiment wurden mit einem 1-way ANOVA Test
berechnet, um jeweils den WT mit den Mutationen vergleichen zu kénnen.
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Abbildung 28 Effekte der ABCA3 Mutationen p.K1388N und p.E292V auf den ABCA3
abhéangigen Lipidtransport

Fluoreszenz Intensitat per Vesikel in a.u., gemessen mit dem Fiji-Plugin Particle_in_Cell-3D
nach 24h Inkubation (SEM, *** P < 0,001).
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Abbildung 29 Effekte der ABCA3 Mutationen p.K1388N und p.E292V auf den Prozent-
satz an gefiillten ABCA3+ Vesikeln

Prozentsatz der mit Lipiden geflllten Vesikel in den Zellen mit den ABCA3 Mutationen
p.K1388N und p.E292V im Vergleich zum WT-ABCAS.
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Abbildung 30 Effekte der ABCA3 Mutationen p.K1388N und p.E292V auf das Volumen
von ABCA3+ Vesikeln

Vesikel Volumen von ABCA3 WT im Vergleich zu zwei ABCA3 Mutationen, gemessen mit
Fiji (SEM, *** P < 0.001).
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5 Diskussion

Der ABCAS3 Transporter ist von essentieller Bedeutung flir die Surfactantproduktion3®
und die Biogenese der LBs in den Typ Il Pneumozyten®®. Er transportiert ATP-
abhéangig spezifische Lipide in die intrazellularen Vesikel, die im Anschluss exozytiert
werden und den lipid- und proteinhaltigen Surfactant bereitstellen. Mutationen im
ABCAS Gen kénnen zu schweren interstitiellen Lungenerkrankungen fihren, die mit

einem respiratorischen Versagen einher gehen kdnnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Methode entwickelt, mit deren Hilfe man die
Transportfunktion des ABCA3 Transporters messen und quantifizieren kann. Dies ist
eine wichtige Voraussetzung fir die Analyse und Kategorisierung von
ABCA3 Mutationen. Es konnte gezeigt werden, dass der ABCAS Lipidtransport zeit-
und konzentrationsabhangig ist. Je langer die Zellen mit den fluoreszierenden
Lipiden Uber einen Zeitraum von 24h inkubiert wurden, desto mehr Lipide haben sie
im Verlauf in ihren LBs gespeichert. Bei einem erhdhten Lipidangebot lag eine
gesteigerte Lipidaufnahme in die ABCA3+ Vesikel vor. Des Weiteren zeigte sich,
dass der von ABCA3 durchgeflhrte Lipidtransport ATP-abhangig ist und mit dem
ATPase Inhibitor Orthovanadat gehemmt werden kann. Interessanterweise variierten
in den jeweiligen Versuchen nur die Fluoreszenzintensitat je Vesikel und der
Prozentsatz an geflllten Vesikeln. Das Volumen der LBs hingegen blieb in den
ABCA3 WT Zellen bei allen Konditionen konstant. Ein deutlich kleineres Volumen der
ABCAS3 Vesikel, jeweils in Bezug auf den WT, konnte hingegen bei den ABCAGS-
Muationen p.K1388N und p.E292V gezeigt werden. Die Mutation p.K1388N zeigte

zudem eine reduzierte Transportfunktion.

Die neue Methode wird bendtigt, um Korrektoren und Potentiatoren, die das
fehlgefaltete und funktionslose bzw. funktionseingeschrankte ABCAS Protein
korrigieren sollen, testen und finden zu kénnen. In den letzten Jahren wurden bereits
einige Methoden entwickelt, die die Funktion des ABCA3 Transporters analysieren
kénnen, jedoch gab es bisher keine Mdglichkeit, dies auf der Ebene der LBs
durchzufihren. Die Schwierigkeit lag dabei immer darin, dass der
ABCAS Transporter intrazellular lokalisiert ist und nur Lipide transportiert. Ein
anderer ABC Transporter, ABCC7 (CFTR-Transporter) z.B. transportiert Chlorid
lonen, sodass ein Ladungsunterschied in der Zelle mit Hilfe der Patch Clamp
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Methode messbar isté”-68. Diese Methode ist fiir den Lipidtransporter ABCA3 leider

nicht anwendbar.

5.1 Herstellung stabiler Zellklone mit ABCA3 Expression in A549
Zellen

Als Versuchsmodell wurden in dieser Arbeit humane A549 Zellen verwendet. Die
Zellen wurden urspringlich 1972 als Alveolarepithelzellen aus einem kaukasischen,
humanen Adenokarzinom gewonnen. Seitdem werden sie in Kultur gehalten und als
Zellmodell fur die Forschung an Typ Il Pneumozyten verwendet. Durch den Ursprung
der Zellen in einem humanen Karzinom sind diese Zellen meist hypotriploid
(Chromosomenzahl 66) und weisen einige Mutationen in ihrem Genom auf®. Uber
den langen Zeitraum, den diese Zellen nun schon in Kultur gehalten werden, haben
sie ihre Méglichkeit zur endogenen LB Bildung verloren. Schindlbeck et al. konnten in
der Elektronenmikroskopie der hier verwendeten A549 Zellen keine endogenen LBs
mehr nachweisen, sodass davon auszugehen ist, dass alle hier beobachteten Effekte
auf die stabile ABCA3 Transfektion und Uberexpression zuriick zu filhren sind.
Durch die ca. 200-fache ABCA3 Uberexpression in den stabil transfizierten
Zelleklonen wird zudem die geringe endogene ABCAS3 Expression der A549 Zellen
Uberlagert. Leider standen bis dato keine A549 Zellen mit ABCA3 Knock out zur
Verfigung, mit denen man ausschlieBlich den Effekt des stabil transfizierten
ABCAS Proteins hatte beobachten kdnnen.

Insgesamt sollte also bedacht werden, dass es sich bei diesem Zellmodell nur um ein
artifizielles System handelt und der endogene Einfluss der seit langem kultivierten
A549 Zellen mit ihrem hypotriploidem Chromosomensatz nicht herausgerechnet
werden kann. Alternativ kénnte man in der Zukunft Gber kultivierte Patientenzellen
mit den entsprechenden ABCA3 Mutationen oder (ber pluripotente Lungenepithel
Stammzellen mit der jeweiligen Mutationsexpression nachdenken. Zum Zeitpunkt
dieser Arbeit standen diese Zellen aber noch nicht zur Verfligung.
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5.2 Darstellung des ABCA3 Transporters und Volumen der LBs

In der Arbeit von Wittmann et al. konnte gezeigt werden, dass das ABCA3 Protein
mit dem Oberflachenmarker CD63 kolokalisiert. CD63 ist ein Marker flir spéte
Endosomen und LBs*. Da sich der ABCA3 Transporter in der auBeren Schicht der
LBs befindet, konnte somit eine Aussage Uber die Form und Struktur, sowie das

Volumen der LBs getroffen werden.

5.3 Zusammensetzung und Aufnahme der Liposomen in die A549
Zellen

Um den ABCAS Lipidtransport optisch darstellen zu kdnnen wurden in dieser Arbeit
Liposomen verwendet, die in ihrer Lipidzusammensetzung dem Lungensurfactant
nachempfunden sind. Muller et al. wiesen 1995 nach, dass surfactantartige
Liposomen, die ein fluoreszierendes PC-Analogon (NBD-PC) enthalten,
endozytotisch in Typ Il Pneumozyten aufgenommen werden’. Dies entspricht der
Annahme, dass die Surfactantlipide von den Typ Il Pneumozyten recycelt werden
kénnen und nach der Aufnahme in die Typ Il Pneumozyten erneut der Surfactant
Synthese durch den ABCAS3 Transporter zur Verfligung stehen?.

In dieser Arbeit wurde ein fluoreszierendes PC (TopF-PC) als Bestandteil der
Liposomen verwendet, da PC ein Substrat des ABCAS Transporters ist und
mengenmanig den gréBten Anteil des Surfactants ausmacht®. Bis Dato wurde vor
allem NBD-PC in diesem Zusammenhang benutzt. Der Vorteil von TopF-PC
gegenlber NBD-PC ist, dass dieses stabiler ist und weniger schnell bei Lichtkontakt
ausbleicht®271.72, Dadurch war es mdglich auch kleine Lipidmengen in den LBs mit
dem Konfokalmikroskop zu detektieren und die Fluoreszenzintensitdt mit dem Fiji
Plugin Particle_in_Cell-3D zu quantifizieren. Selbst kleine Unterschiede bei der
Lipidaufnahme Uber einen Zeitraum von 24h waren dadurch messbar.

In einem zu Beginn dieser Arbeit durchgefliihrten Experiment konnte gezeigt werden,
dass nur TopF-PC alleine in OptiMEM geldst nicht von den Zellen aufgenommen
werden kann. Deshalb ist die Mischung mit den anderen Lipiden zu den Surfactant-

artigen Liposomen notwendig.
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5.4 Zeitabhangigkeit der Lipidaufnahme

Um zu zeigen, dass die Lipidkonzentration in den ABCA3+ Vesikeln im Zeitverlauf
zunimmt, wurden die Zellen far jeweils 4h, 8h, 12h und 24h mit den Liposomen
inkubiert und im Anschluss daran die Lipidkonzentration in den Vesikeln gemessen.
Durch die ausgepragte Fluoreszenz von TopF-PC konnten bereits nach 4h Lipide in
den LBs nachgewiesen werden. Die Fluoreszenzintensitat innerhalo der
ABCAS3+ Vesikeln stieg im Verlauf von 24h kontinuierlich an, der Prozentsatz der
gefullten Vesikel stieg innerhalb der ersten 12h, blieb dann aber vergleichbar
zwischen 12h und 24h. In der Zusammenschau wurde deshalb fir alle weiteren
Experimente eine Lipidinkubationszeit von 24h gewahlt, da zu diesem Zeitpunkt
sicher Unterschiede zwischen den einzelnen Vergleichsgruppen detektiert werden

konnten.

5.5 Konzentrationsabhangigkeit der Lipidaufnahme

Nagata et al. stellten 2004 fest, dass die ATPase Aktivitdt des ABCAS3 Transporters
von der Menge der angebotenen Lipide abhangig ist. Stehen keine Lipide zur
Verfigung kommt es zu einer verminderten ATPase Aktivitdt des
ABCAS3 Transporters*®. In dieser Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass zudem die
Transportaktivitdt von ABCA3 durch ein gréBeres Lipidangebot gesteigert werden
kann. Je mehr Lipide der Zelle und damit auch dem ABCAS Transporter zur
Verfagung stehen, desto mehr Lipide werden in die Lamellarkérperchen transportiert.
Dazu wurden drei Verdinnungen der Liposomen in OptiMEM Medium verwendet
(1:2, 1:20, 1:200). Sowohl die Fluoreszenz Intensitat als auch der Prozentsatz an mit
Lipiden gefillten Vesikeln zeigte signifikante Unterschiede zwischen den
Konzentrationen und eine jeweils deutliche Zunahme bei gréBerem Lipidangebot.
Das Volumen der ABCA3+ Vesikel blieb hingegen bei allen Verdiinnungen gleich
grof3. Damit ist davon auszugehen, dass die Lipide innerhalb der LBs dichter gepackt

werden.
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Diese Versuchsreihe stellte die Grundlage flir die Verwendung der Verdinnung 1:20
Liposomen in OptiMEM fur alle weiteren Experimente dar. Bei der Verdiinnung 1:200
standen der Zelle zu wenig Lipide zu Verfigung, und bei der Verdinnung 1:20 zu
viele Lipide, sodass ein kleiner Unterschied in den weiteren Experimenten vermutlich
nicht messbar gewesen wéare. Auch rein optisch gesehen (berzeugte die
Verdinnung 1:20.

5.6 ABCAS3 spezifische Lipidaufnahme in die Lamellarkorperchen

Um sicher zu stellen, dass die Lipidaufnahme in die LBs aktiv durch den
ABCABS Transporter vermittelt wird, und es sich nicht um eine passive Lipiddiffusion
handelt, wurden die Zellen in dieser Arbeit mit Orthovanadat behandelt. Kluth et al.
konnte zeigen, dass Orthovanadat die ATPase Aktivitat in ABC Transportern und
damit ihre Funktion hemmt®. Nagata et al. wiesen nach, dass auch direkt die
ATPase Funktion des ABCA3 Transporters durch Orthovanadat gehemmt werden
kann*. Nach 22h Behandlung der Zellen mit Orthovanadat war in dieser Arbeit die
Lipidkonzentration in den ABCA3+ Vesikeln und der Prozentsatz an mit Lipiden
gefillten ABCA3+ Vesikeln signifikant geringer im Vergleich zu den unbehandelten
Zellen. Um auszuschlieBen, dass durch das Orthovanadat nicht die Lipidaufnahme in
die Zelle beeinflusst, sondern nur der ABCAS3 abhangige Transport gehemmt wird,
wurde das Orthovanadat 2h nach Beginn der Inkubation der Zellen mit den
Liposomen ins Zellmedium zugegeben. Nach diesen 2h waren bereits TopF-PC
Lipide innerhalb der Zelle konfokalmikroskopisch darstelloar. Die verringerte
Lipidkonzentration in die ABCA3+ Vesikel nach Behandlung der Zellen mit
Orthovanadat hat bestatigt, dass die Lipide ABCA3abhangig in die
Lamellarkdrperchen transportiert werden und nicht passiv diffundieren. Trotzdem
sollte bedacht werden, dass Orthovanadat alle ATPasen hemmt und nicht rein
spezifisch den ABCAS Transporter. Nachdem es bis dato aber keine Mdéglichkeit gibt,
selektiv den ABCAS3 Transporter zu hemmen, ohne dabei die ABCA3 Expression zu
beeinflussen, wie es z.B. bei siRNA der Fall ware, war Orthovanadat die beste Wahl

fur dieses Experiment.
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Das Volumen der ABCA3+ Vesikel blieb wahrend der Behandlung der Zellen mit
Orthovanadat vergleichbar zu den unbehandelten Zellen, sodass davon
ausgegangen werden kann, dass Orthovanadat in diesem Inkubationszeitraum
keinen direkten Einfluss auf die Genese der LBs hat.

5.7 Einfluss der ABCA3 Mutationen p.E292V und p.K1388N auf den
Lipidtransport und das Vesikelvolumen

In einem weiteren Versuchsansatz wurde der Einfluss der ABCA3 Mutationen
p.E292V und p.K1388N auf den Lipidtransport und die Genese der Vesikel
untersucht. Wittmann et al. und Schindlbeck et al. charakterisierten die Mutationen
p.K1388N und p.E292V in ihren Arbeiten genauer und Kklassifizierten diese als
ABCA3 Varianten mit gestdrtem Lipidtransport. Beide ABCA3 Mutanten wurden
sowohl im ER als auch im Golgi Apparat korrekt prozessiert, wobei auffiel, dass im
Vergleich zum WT-ABCAS3 ein geringerer Anteil den Golgi Apparat passiert hatte.
Sowohl Zellen mit der p.E292V und der p.K1388N Mutation zeigten eine
Kolokalisation des ABCAS Proteins mit dem vesikularen Marker CD63, was
wiederum bedeutet, dass beide mutierten ABCAS Proteine in den LBs ankommen
und diese generieren. Dabei war bei der Mutation p.K1388N zusatzlich noch ein
schwéacheres diffuses ABCAS3 Signal in den Zellen zu beobachten, das als
zytoplasmatische Proteinlokalisation von fehlgefaltetem ABCAS3 Protein gewertet
wurde. In der Elektronenmikroskopie konnte bei den Zellen mit stabiler p.K1388N
Expression deformierte LBs nachgewiesen werden, die vermutlich in ihrer Fahigkeit
Surfactant bereit zu stellen eingeschrankt sind. Zudem wurde sowohl bei der
p.E292V, als auch bei der p.K1388N Mutation im Vergleich zum WT ein intrazellular
verminderter PC und DPPC Gehalt mit der Massenspektrometrie gemessen. Dies
spricht mutmaBlich fir eine veradnderte Surfactantzusammensetzung in diesen

Zellend9: 48,

In dieser Arbeit wurden Zellen verwendet, in die die Mutationen p.K1388N und
p.E292V jeweils stabil transfiziert wurden. Innerhalb des ABCAS Proteins liegt die
Mutation p.K1388N in raumlicher Nahe zur NBD2 und hat damit vermutlich einen
Einfluss auf diese Proteineinheit. Mit der Funktionsanalyse dieser Mutation sollte
noch einmal eruiert werden, welche Rolle eine intakte ATPase Domane im
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ABCAS Protein fur den Lipidtransport und auch fir den strukturellen Aufbau der
Lamellarkdrperchen spielt. Zellen mit der Mutation p.K1388N konnten Vesikel
formen, aber diese Vesikel waren signifikant kleiner als beim WT-ABCAS. Ebenso
war der Lipidgehalt in den Vesikeln signifikant geringer im Vergleich zum WT und der
Prozentsatz an geflllten Vesikeln geringer als beim WT. Jedoch war dieser
Unterschied nicht signifikant. Damit konnte gezeigt werden, dass die
Surfactantproduktion nicht nur von der LB-Genese, sondern auch von der
Transportfunktion des ABCAS3 Proteins abhangig ist.

Im Vergleich zur Mutation p.K1388N liegt die ABCA3 Mutation p.E292V in einem
zytoplasmatischen Loop des ABCAS3 Proteins® und hat damit einen deutlich
geringeren Einfluss auf den ABCAS3 Lipidtransport. Dieser war im Verhaltnis zum WT
nicht signifikant verringert, nur das Volumen der LBs zeigte sich signifikant kleiner
und auch der Prozentsatz an geflllten Vesikeln war geringer. Daraus lasst sich
schlieBen, dass die Mutation p.E292V die LB Bildung einschréankt und dadurch
insgesamt die Surfactant Produktion negativ beeinflusst. Diese Ergebnisse stimmen
mit den zuvor verdffentlichten Ergebnissen von Matsumura et. al Uberein, der auch
nur eine geringe Einschrankung des Lipidtransportes feststellen konnte®*. Daraus
lasst sich ableiten, dass Mutationen in einem Protein Loop die LB Herstellung
beeinflussen, aber eher nicht den Lipidtransport, fir den die NBD Domanen die
entscheidende Rolle spielen.

Diese Ergebnisse befinden sich im Einklang mit der klinischen Prasentation der
Patienten. Die Patienten mit der homozygoten Mutation p.E292V entwickelten im
Verlauf eine interstitielle Lungenerkrankung, teilweise bereits im Kindesalter, manche
aber auch erst im Erwachsenenalter’®7475. Die klinische Bandbreite dieser
ABCA3 Mutation ist insgesamt sehr gro3 und bedarf auch in Zukunft einer weiteren
Charakterisierung des Phéanotyps. Die Patienten haben aber im Vergleich zu
Patienten mit der Mutation p.K1388N durchschnittlich eine héhere Lebenserwartung.
Diese neue Mutation wurde von Wittmann et al. genauer beschrieben. Die Patientin,
bei der die Mutation p.K1388N homozygot vorlag, entwickelte postnatal ein schweres
neonatales Atemnotsyndrom mit einem Exitus letalis bereits im Sauglingsalter®.
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5.8 Bedeutung der neuen Methode

Schindlbeck et al. haben 2018 in ihrer Arbeit verschiedene Methoden angewendet,
um die unterschiedlichen ABCAS3 Mutationen, die bei Patienten mit ILE aufgefallen
waren, naher zu charakterisieren und einzuordnen3®. Um die Funktion des
ABCAS3 Transporters zu messen, wurden Analysen der intrazellularen PC und DPPC
Mengen mit Hilfe der Massenspektrometrie durchgefihrt. Dies wiederum sollte
Rlckschlisse auf die intrazellulare Surfactant Synthese geben. Der Vorteil dieser
Methode ist, dass die Massenspektrometrie eine sehr weitldufig angewendete
Methode im Bereich des Lipidmetabolismus ist und exakt die verschiedenen
angereicherten Lipide innerhalb einer Zelle messen und ihre jeweilige Konzentration
bestimmen kann. Der Nachteil wiederum ist, dass mit dieser Methode keine direkte
Aussage Uber die LBs als einzelne Zellorganellen und die direkte Funktion des
ABCAS3 Transporters getroffen werden kann. Fir diese konkrete Messung wird die
hier erarbeitete neue Methode bendtigt. Die Methode erlaubt es den PC Transport
durch das ABCAS Protein direkt innerhalb der Zelle in ihrem natlrlichen Milieu
messen und quantifizieren zu kénnen. Da dies ein neuer Ansatz zur Analyse der
ABCABS Funktion ist und es bis dato keine andere Standard Methode daflr gab,
konnte leider keine unabhangige Kontrolle der Ergebnisse durchgefiihrt werden.

In Zukunft soll die Methode angewendet werden, um weitere ABCA3 Mutationen zu
charakterisieren und verschiedene Korrektoren und Potentiatoren far
ABCA3 Mutationen zu screenen.
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6 Ausblick

6.1 Anwendung der Quantifizierungsmethode bei der Auswahl von
Korrektoren fiir ABCA3 Mutationen

Kinting et al. konnten 2017 bereits die hier vorgestellte Methode in ihrer Arbeit
anwenden. Das Ziel der Arbeit war es, kleine Moleklle als Korrektoren flr
verschiedene ABCA3 Mutationen in vitro zu testen und diejenigen auszuwahlen, die
sowohl einen ABCAS3 Trafficking Defekt, als auch eine funktionelle Einschrankung
des Transporters Kkorrigieren konnten. Die verwendeten Korrektoren kommen
urspringlich aus der Forschung zur Erkrankung Mukoviszidose (Cystische Fibrose
(CF)), wo man sie zur Korrektur von Mutationen im ABCC7 Protein (CFTR- Kanal)
anwendet. Mittlerweile gibt es dafir zugelassene Medikamente (lvacaftor,
Lumacaftor), die den gleichen molekularen Ursprung haben, wie die von Kinting et al.
verwendeten Korrektoren. Ivacaftor und Lumacaftor sind seit geraumer Zeit in
klinischer Erprobung bei CF-Patienten und die Ergebnisse sind durchaus
vielversprechend’®”’. Um die Korrektoren im Bezug auf das ABCAS3 Protein zu
testen, wurden finf verschiedene Mutationen ausgewahlt, die zu einer Fehlfaltung
und Fehllokalisation des Proteins innerhalb der Zelle fihren (p.K1388N, p.M760R,
p.Q215K, p.A1046E, p.G1421R). Es wurden verschiedene kleine Molekile
angewendet und unterschiedliche Molekll Konzentrationen ausprobiert, wobei die
Komponenten C13 und C17 (Klasse Il Korrektoren) am vielversprechendsten waren.
Diese Korrektoren kénnen das fehlgefaltete Protein korrigieren, indem sie die NBD2
Domane stabilisieren’®. Nach Behandlung der Zellen mit C17 oder C13 konnten vier
von funf Mutationen richtig lokalisiert in der auBeren Membran der LBs gefunden
werden. Im néachsten Schritt wurden die korrigierten ABCA3 Mutationen auf ihre
Funktionsfahigkeit getestet. Daflr wurde die in dieser Arbeit neu beschriebene
Methode angewendet. Die Behandlung der Zellen mit C17 und mit C13 hat zu einem
deutlichen Anstieg der Fluoreszenz Intensitat innerhalb der LBs geflihrt und auch das
Volumen der ABCA3+ Vesikel nahm nach der Behandlung deutlich zu’®. Damit

zeigte sich, dass diese Methode fir die Auswahl von Korrektoren fir
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ABCAS Mutationen geeignet ist und eine wichtige Rolle fiir eine Entwicklung von
Therapieanséatzen bei Patienten mit ABCA3 Mutationen spielt.

6.2 Analyse des ABCA3 Transporters mit Hilfe von Propargylcholin

Mit der in dieser Arbeit beschriebenen Methode wurde in Bezug auf den Surfactant
Metabolismus vor allem das Recycling der Lipide untersucht, da surfactantartige
Liposomen zu den Zellen gegeben wurden und diese dann (ber den Surfactant
Recycling Mechanismus in die Typ Il Pneumozyten aufgenommen und der erneuten
Surfactantproduktion zugefihrt wurden. Dabei wurde aber die endogene
Lipidproduktion und Verwendung zur Surfactantsynthese auBBer Acht gelassen. Um
dies genauer untersuchen zu kénnen, wurde im Rahmen dieser Promotionsarbeit ein
Protokoll entwickelt, mit dessen Hilfe man die Lipidsynthese und Lipidverteilung
innerhalb der Typ Il Pneumozyten beobachtet und gemessen werden konnte. Das
Protokoll wurde in Anlehnung an das von Siegrist et al. verwendete Protokoll zur
intrazellularen Kupfer katalysierten Click Reaktion von Zucker Molekiilen® erarbeitet.
In dem hier neu entwickelten Ansatz wurden die Zellen, an Stelle der von den bei
Siegrist et al. verwendeten Peptidoglykanen zur intrazellularen Bakteriendarstellung,
mit einem Cholin Molekll (Propargylcholin) inkubiert. Propargylcholin verfligt Uber
eine Dreifachbindung (Alkin) und kann durch eine Kupfer katalysierte Click Reaktion
(CUAAC)®" mit einem fluoreszierenden Azid (TAMRA-Azid) markiert (siehe
Abbildung 31), und damit konfokalmikroskopisch sichtbar gemacht werden. Hierbei
war zu beachten, dass das im Originalartikel von Siegrist et al. zur
Zellpermeabilisierung verwendete Triton die Lipide beeinflussen kann und dieses

deshalb durch Saponin ersetzt wurde.
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Abbildung 31 Kupfer katalysierte Click Reaktion (CuAAC) zwischen Propargylcholin
(Alkin) und 5-TAMRA-PEG3-Azide

Es konnte gezeigt werden, dass Uber einen Inkubationszeitrahmen von 24h das
Propargylcholin zur Lipidsynthese innerhalb der Zelle verwendet und anschlieBend
ATP abhangig in ABCA3+ Vesikel transportiert werden konnte. Die Quantifizierung
der Lipidkonzentration innerhalb der LBs erfolgte mit Hilfe der in dieser Arbeit
entwickelten Messmethode. Die weiteren Experimente waren Bestandteil der
Promotionsarbeit von Frau Yang Li.

6.3 Zusammenfassende Bewertung

Die beiden zuletzt aufgeflhrten Beispiele, bei denen die in dieser Arbeit entwickelte
Messmethode angewendet wurde, konnten noch einmal die direkte Relevanz der
Methode aufzeigen. Diese ermdglicht es, die verschiedenen ABCAS Mutationen
genauer zu charakterisieren, indem die Fluoreszenzintensitat der Lipide innerhalb
der ABCA3+ Vesikel gemessen und dadurch ein Rickschluss auf die
ABCAS3 Transportaktivitdt gezogen werden kann. Dabei kann zusatzlich durch die
Verwendung von TopF-PC der Surfactant Recycling Mechanismus oder mit
Propargylcholin die endogene Lipidsynthese in den Typ Il Pneumozyten beobachtet
werden. Ebenso ist es durch diese Messmethode méglich, verschiedene Korrektoren
und Potentiatoren fir ABCA3 Mutationen zu screenen und diejenigen auszuwahlen,
die zu einer Verbesserung des Lipidtransportes flihren kénnen. Dies stellt die

Grundlage flr einen spateren Therapieversuch bei betroffen Kindern dar.
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