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1 Einleitung

1.1 Dieterminale respiratorische Einheit

Die Séugerlunge besitzt zur Luftleitung und zum Gasaustausch ein komplexes System sich
verzweigender Strukturen, auch Bronchialbaum genannt. Der menschliche Bronchialbaum zweigt sich
von der Luftrohre (Trachea) bis zu den Alveolarbldschen (Alveolen) in 23 Teilungsgenerationen auf
(siche Abb. 1). Aus jeder Teilungsgeneration entstehen zwei neue Zweige, so dass die Anzahl der
Bronchien, Bronchiolen und Alveolen exponentiell ansteigt. Nicht alle Strukturen der Lunge dienen
dem Gasaustausch zwischen Luftraum und Blut. Man unterscheidet die ausschlieBlich luftleitenden

(Generation 1-16) von den respiratorischen Abschnitten der

= | ftrehre Atemwege (Generation 17-23) (Warburton und Bellusci, 2004). Zu

den luftleitenden Abschnitten zdhlen die Nasenhohle, die Luftrohre

o Haupt- . . . . .

_b?:nchien (Trachea), die Hauptbronchien, die Lappenbronchien, die

‘ff Segmentbronchien und die Bronchioli ("kleine Bronchien"), die
Lappen-

bronchien - {iber ihre Endabschnitte, die Bronchioli terminales (End-

bronchien

}

% EBronchiolen

g%seﬁme”t' bronchiolen), zu den respiratorischen Abschnitten der Atemwege
iiberleiten. Zu den respiratorischen Abschnitten gehoren die

Bronchioli respiratorii (respiratorischen Bronchiolen) und das

Alveolensystem, das aus den Alveolargdngen (Ducti alveolares) und

T, Bronchiali
P, - respiratorii

den Alveolarsidcken (Sacculi alveolares) besteht. Die kleinsten
Aufzweigungen des Bronchialbaums miinden in die Alveolen, die
eine traubenformige Aussackung als &duBleres Ende des

Bronchialbaumes bilden (Abb. 1).

Abb. 1 Verzweigungen des Bronchialbaums

Da die respiratorischen Bronchiolen flieBend in Alveolarginge und Alveolarsidcke iibergehen
werden alle drei Strukturen anatomisch unter dem Begriff ‘terminale respiratorische Einheit®
zusammengefasst (Abb. 2). Beim Menschen gibt es ungefdhr 130.000 terminale respiratorische
Einheiten mit jeweils etwa 2000 Alveolen (Haselton und Curry, 1996). Der mittlere Durchmesser
einer Alveole betrdgt 250 bis 290 um. Bei einer Anzahl von rund 300 Millionen Alveolen beim
Menschen errechnet sich daher eine innere Lungenoberfliche von ca. 140 m* (Simionescu, 1980).

Parallel zu den Bronchien verlaufen die Blutgefifie, die sich mit dem Bronchialbaum verzweigen.
Insgesamt setzt sich das Lungengewebe aus iiber 40 verschiedenen Zelltypen zusammen (Jeffery und
Reid, 1975). Allein im Bereich der luftleitenden Wege finden sich 12 unterschiedliche Typen von
Epithelzellen (Mercer et al., 1994).
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Abb. 2 Die terminale respiratorische Einheit: Respiratorische Bronchiole und Alveoli (verdndert
nach McGill Molson Medical Informatics Project, Dr. M. McKee Lecture 26. Histology of
Respiratory System 3. Respiratory Bronchiole)

Der Ubergang vom Epithel der respiratorischen Bronchiolen, mit Flimmerepithelzellen und nicht-
zilientragenden Clarazellen, zum Epithel der Alveolen ist flieBend (Abb. 2). Alveolarepithelzellen
(vom Typ I und Typ II) bilden die innere epitheliale Auskleidung der Alveolen. Im alveoldren Lumen
sind hdufig Alveolarmakrophagen mit phagozytierten Partikeln sichtbar. Die Population der
Alveolarmakrophagen stammt zum grofiten Teil von eingewanderten Blutmonozyten und selten von
sich teilenden Alveolarmakrophagen (Shellito et al., 1987).

Die Alveolarwand wird von einem Kapillarnetz durchzogen. Zwischen diesen Kapillaren liegt ein
schmales Bindegewebsgeflecht (Interstitium), hier sind Makrophagen, glatte Muskelzellen
(Perizyten), Myofibroblasten, Mastzellen und gelegentlich Lymphozyten nachweisbar (siche Abb. 2).
Die Bindegewebsmatrix der Septen besteht zu 60% aus kollagenen Fasern, die etwa 20% des
Trockengewichts der Lunge ausmachen, zu 35-40% aus elastischen Fasern und zu 1-2% aus
Proteoglykanen (Hance und Crystal, 1975). Bei den Kollagenfasern handelt es sich {iberwiegend um
das fibrillire Kollagen Typ I, weiter kommt das fibrillire Kollagen Typ III im Bindegewebe der
Lunge vor, das netzbildende Kollagen Typ IV ist ein integraler Bestandteil der Basalmembranen
(Clark et al., 1983; Amenta et al., 1988; O'Reilly et al., 1991). Die verschiedenen Kollagentypen
unterscheiden sich jeweils in der Struktur der drei umeinander gewundenen Molekiilketten, die sich

zum Tropokollagen zusammenlagern.
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1.2 Das Alveolarepithel
Die ceigentliche Gasaustauschfliche der Alveolen wird von zwei Zelltypen, den

Alveolarepithelzellen (Pneumozyten) vom Typ I (ATI) und Typ II (ATII), gebildet.

121 Alveolarepithelzellen vom Typ | (ATI Zellen)

Die Alveolarepithelzellen vom Typl sind flache Zellen, die den grofiten Teil der
Alveolenoberflache auskleiden. Sie stellen die eigentlichen Deckzellen des Alveolarepithels dar,
wobei sie beim Menschen bei einem Anteil von ca. 8% aller Zellen der Interalveolarsepten ca. 93-95%
der Oberflichenauskleidung ausmachen (Crapo et al., 1982). Von ihrem Zellkérper, der
vergleichsweise wenige Zellorganellen besitzt und in einer Masche des Kapillarnetzes liegt,
iiberziehen Fortsdtze mit einem Durchmesser von teilweise nur 0,1 um die umgebenden Kapillaren.
Die Funktion der ATI Zellen besteht in der Gewahrleistung einer moglichst diinnen Trennflache
zwischen Gefdflsystem und Alveolarraum zur Bildung der Blut-Luft-Schranke, die einerseits eine
optimale Gasdiffusion zulésst und andererseits durch enge Zell-Zell-Verbindungen (siche Kap. 1.13)
parazelluldren Transport (Transport durch die Zellzwischenrdume) und Wasserverlust verhindert. In
diesen flachen Zellen sind endozytotische Vesikel in grofler Anzahl nachweisbar. Als terminal
differenzierte Zelle mit fehlender Regenerationsféhigkeit ist die ATI Zelle sehr empfindlich gegeniiber

zahlreichen exogenen schiddigenden Einfliissen (Ward und Nicholas, 1984).

1.2.2 Alveolarepithelzellen vom Typ Il (ATII Zellen)

Aufgrund ihrer kuboidalen Morphologie ragen die Alveolarepithelzellen vom Typ Il in den
Alveolarraum hinein und werden auch ,Nischenzellen“ genannt. Typ Il Alveolarepithelzellen
bedecken nur 7% der alveoldren Oberfldche, machen aber 16% aller Zellen der Alveolarsepten aus
(Crapo et al., 1982). Funktionell handelt es sich bei den ATII Zellen um sezernierende Zellen mit der
Fahigkeit zur Proliferation.

ATII Zellen besitzen wichtige Funktionen, die fiir die Integritit des Alveolarraums unentbehrlich
sind. Nach Schédigung oder Zerstérung von Typ I Alveolarepithelzellen konnen ATII Zellen diese
ersetzen, indem sie zu ATI Zellen transdifferenzieren (Adamson und Bowden, 1975; Fehrenbach et
al., 1999). Weiterhin synthetisieren und sezernieren ATII Zellen den oberfldchenaktiven Surfactant.
Dieser Proteinphospholipidfilm (90% Lipide und 10% Surfactant assoziierte Proteine), der als
monomolekularer Film das Alveolarlumen auskleidet, setzt die Oberflichenspannung herab und
verhindert so den expiratorischen Kollaps der Alveolen (Creuwels et al., 1997; Johansson und
Curstedt, 1997). AuBlerdem nehmen ATII Zellen beim aktiven Transport von Elektrolyten und
Fliissigkeit (Dagenais et al., 2001) und bei der Verstoffwechselung einiger xenobiotischer Substanzen
(Dimova et al., 2001) eine wichtige Funktion wahr. Dariiber hinaus produzieren die ATII Zellen fiir
das Immunsystem wichtige Proteine, die als sekunddre inflammatorische Mediatoren dienen. Hierzu
gehoren Komplementfaktoren und Zytokine, wie Interleukine (IL-18, IL-6 und IL-8), MCP-1
(monocyte chemoattractant protein-1), G-CSF (granulocyte colony stimulating factor), GM-CSF

(granulocyte/macrophage-colony stimulating factor), TNF o (tumor necrosis factor o) und TGF 3
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(transforming growth factor B) (Strunk et al., 1988; Paine et al., 1993; Blau et al., 1994; Crestani et al.,
1994; Finkelstein et al., 1997; Koyama et al., 1998; Rosseau et al., 2000). ATII Zellen scheinen eine
hohe Zellstoffwechselaktivitat zu besitzen, da sie iiber einen sehr gut entwickelten Golgi-Apparat,
grof3e Mitochondrien, groBe Mengen rauhes endoplasmatisches Retikulum (ER), freie Ribosomen und

multivesikuldre/ multilamelldre Korperchen (Lamellar bodies) verfiigen.

1.3 Das Kapillarendothel

Lichtmikroskopisch erkennt man die Endothelzellen der Lungenkapillaren an deren Kernregionen,
die in das Kapillarlumen ragen, die zytoplasmatische Region der Zellen ist sehr flach und daher
schwer zu lokalisieren. Ebenso wie bei den ATI Zellen ist auch in den kapilliren Endothelzellen eine
groBBe Anzahl endozytotischer Vesikel nachweisbar durch die die endotheliale Oberfliche enorm
vergroBert wird (Abb. 3). Das Endothel der Lungenkapillaren ist liickenlos (Simionescu, 1983). Die
Zellen bilden enge Zell-Zell-Verbindungen aus (siehe Kap. 1.13.1), die fiir Serumproteine relativ
undurchléssig, fiir Wasser und kleine wasserlosliche Molekiile jedoch wesentlich durchldssiger sind
als die Zell-Zell-Verbindungen der Alveolarepithelzellen (Schneeberger, 1982). Die pulmonalen
Endothelzellen sind an wichtigen physiologischen Prozessen beteiligt. Sie spielen zum Beispiel eine
zentrale Rolle bei der Regulation des Blutdruckes, bei der Vermittlung von Entziindungsreaktionen
und bei der Fliissigkeitshomdostase (Orfanos et al., 1999; Patterson und Lum, 2001; Mehta et al.,
2004). Ein fiir die Regulation des Blutdrucks wichtiges Ektoenzym, das in hoher Anzahl auf der
luminalen Oberfliche der Lungenkapillaren vorkommt, ist das Amngiotensin-Converting Enzyme
(ACE) (Tom et al., 2002). Inflammatorische Stimuli induzieren bei pulmonalen mikrovaskuldren
Endothelzellen die Expression von Selektinen und Adhédsionsmolekiilen (siche Kap. 1.11) und die
Freisetzung sekundirer inflammatorischer Mediatoren, wie Komplementfaktoren, MCP-1, IL-8,
RANTES (regulated upon activation normal T-cell expressed and presumably secreted), G-CSF und
GM-CSF (Beck et al., 1999; Hashimoto et al., 2000; Burg et al., 2002; Numasaki et al., 2004). Weiter
haben verschiedene Signalmolekiile wie Sauerstoffradikale, NO, Thrombin, VEGF (vascular
endothelial cell growth factor), IL-1B8, TNF-a und IFN-y (Interferon-y) Einfluss auf die Permeabilitét
und somit die Barrierefunktion pulmonaler Endothelzellen (Dudek und Garcia, 2001; Sedgwick et al.,
2002; Kaner und Crystal, 2004; Birukova et al., 2005; Irwin et al., 2005).

1.4 Die alveolo-kapillare Einheit

Die ATI und ATII Zellen der Alveolaroberfliche sind iiber Tight Junctions (siehe Kap. 1.13)
miteinander verbunden und bilden so ein kontinuierliches Epithel, das die innere Oberfliche der
Alveolen vollstindig auskleidet (Weibel et al., 1973; Schneeberger et al., 1978). Sie sezernieren
Komponenten der Basalmembran, welche an den Kontaktstellen von Epithel- und Endothelzellen mit
Basalmembrankomponenten des Kapillarendothels verschmelzen und eine gemeinsame Basal-
membran bilden. Die Basalmembran der Kapillaren umgibt ihrerseits die Alveolen netzartig und wird

dabei durch elastische, kollagene und retikuldre Fasern gestiitzt (Simionescu, 1983). Dadurch entsteht
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ein mehr oder weniger enger rdumlicher Kontakt der kapilliren Endothelzellen mit beiden Typen von
Alveolarepithelzellen, den ATI und den ATII Zellen, die alveolo-kapillare Einheit (Abb. 3).
Charakteristisch fiir die alveolo-kapilldre Einheit ist der Aufbau einer funktionellen Barriere (siehe
Kap. 1.13) und somit die Abgrenzung des Alveolarraums vom vaskuldren Lumen. Der Abschnitt der
alveolo-kapillaren Einheit, bei dem die Diffusionsstrecke der Luft vom Alveolarraum zum vaskuliren
Innenraum am geringsten ist, wird als Blut-Luft-Schranke bezeichnet. Elektronenmikroskopisch 14sst
sich zeigen, dass die Blut-Luft-Schranke mindestens aus zwei Zelltypen aufgebaut ist, ndmlich den
ATI Zellen und den Endothelzellen. An manchen Stellen sind zusdtzlich glatte Muskelzellen,

Perizyten, Fibroblasten und gelegentlich Plasmazellen vorhanden.

Alveolarepithel- Alveolarepithel-

zelle Typ | zelle Typ |l Alveole |

larmakrophage .
o0 N,

iy

Alveole || [T e
%‘T{""ﬁ .

x’!

|Kapillar-

! A SuSoe
£ A% 6% |

.rr s 3\%i9£p
|

- | \‘\%
i, :
el Y werschmolzens Ahclarhin =GAD [UNCLIGRS=
/ Basalmambranen vl Zel J
rrrrr utioin oo Typ m End nd ZeSobr
(Mischenzela)

Abb. 3 Schematischer Aufbau der Lungenalveolen und -kapillaren (aus F.H. Netter; Farbatlanten
der Medizin;, Bd. 4 Atmungsorgane, Thieme Verlag Stuttgart 1994 (4) und Transmissions-
elektronenmikroskopische Aufnahme von peripheren Lungengewebe mit Alveolen und
Kapillaren im Querschnitt (B und Vergroferung C), ATII=Alveolarepithelzelle vom Typ I,
LB=lamellire Koérperchen, EC=Endothelzelle, ATI= Alveolarepithelzelle vom Typ I,
BM= Basalmembran, ER=Erythrozyt
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Die Zellgrenze zwischen Blut und Luft ist an ihrer diinnsten Stelle nur ca. 0,5 um dick. Weiterhin
gehort zur Blut-Luft-Schranke extrazellulires Material: nidmlich ein oberflichenaktiver Film
(Surfactant) zum Alveolarlumen hin sowie die verschmolzenen Basalmembranen zwischen Epithel-
und Endothelzellen (Haselton und Curry, 1996). Der Surfactant-Film wird wie bereits beschrieben von
ATII Zellen gebildet, die neben den Endothelzellen aktiv am Stoffwechselgeschehen der alveolo-
kapillaren Einheit beteiligt sind (Fehrenbach, 2001). ATII Zellen sind die physiologisch aktiven
Zellen des Alveolarraums, wahrend ATI Zellen eher passive Funktionen wahrnehmen. Neuere Studien
belegen, dass auch ATI Zellen liber Wasserkanéle eine aktive Funktion bei der Aufrechterhaltung der
Fliissigkeitshomoostase im Alveolarraum einnehmen kénnen (Borok et al., 2002; Johnson et al., 2002;
Matthay et al., 2002a; Matthay et al., 2002b).

Die alveolo-kapilldre Einheit trennt durch zwei separate Barrieren, die der Alveolarepithelzellen vom
Typ I und Typ II und die des pulmonalen kapilldren Endothels, das Korperinnere von der Umwelt.
Durch eine direkte (intra-alveoldre) oder indirekte (intravaskulédre) Schidigung der alveolo-kapillaren
Einheit kann es zu Funktionsausfall dieser Alverolarschranke kommen (Bachofen und Weibel, 1977;
Matthay, 1994). Dabei werden akute Lungenschéden, unabhéngig von der Ursache, meist von einer
Entziindungsreaktion (Inflammation) begleitet (siche Kap. 1.5).

1.5 Inflammatorische Zytokine und Chemokine bei akuter, entzindlicher

Lungenerkrankung

Inflammatorische Zytokine spielen als Mediatoren bei entziindlichen Lungenerkrankungen eine
zentrale Rolle. In der Lunge ist der Makrophage ein wichtiger Produzent von Zytokinen. IL-18 und
TNF-a werden von stimulierten Alveolarmakrophagen gebildet und stehen als ,,early response
cytokines™ am Anfang der inflammatorischen Kaskade. Sie aktivieren neben weiteren Makrophagen
auch Fibroblasten, Epithel- und Endothelzellen, die ihrerseits wieder inflammatorische Zytokine
produzieren. AuBlerdem kommt es zur Freisetzung von Chemokinen, die zu der Einwanderung der
Leukozyten aus dem Blutstrom an den Entziindungsort fiihren. Chemokine sind eine Untergruppe der
Zytokine. Die zwei Hauptgruppen, CXC-Chemokine und CC-Chemokine, unterscheiden sich durch
die Position der beiden ersten Cysteine (C), die entweder durch eine Aminosdure (X) getrennt oder
direkt benachbart sind (Baggiolini et al., 1997). Interleukin-8 (IL-8) ist der Hauptvertreter der CXC-
Chemokine, die neutrophile Granulozyten aktivieren, wihrend CC-Chemokine hauptsidchlich auf
Monozyten, Lymphozyten, eosinophile und basophile Granulozyten wirken. Die Chemokine weisen
wie auch andere Zytokine teils eine redundante Wirkung auf. Das bedeutet, dass verschiedene
Zytokine auf eine Zielzelle die gleiche Wirkung haben. Tierexperimentelle und klinische Studien
haben in den letzten Jahren die Wichtigkeit der early response Zytokine und der Chemokine bei
Patienten mit Sepsis und ARDS (Acute Respiratory Distress Syndrom) aufgezeigt. Es konnten
signifikant erhohte TNF-a und IL-1B8-Konzentrationen in der Bronchiallavage-Fliissigkeit (BAL) von
Patienten mit ARDS gemessen werden. Dabei traten die hochsten Werte in der Frithphase der

Erkrankung auf (Hyers et al., 1991). In der Lungenddemfliissigkeit und Bronchiallavage von Patienten
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mit ARDS wurden auch erhohte Konzentrationen von IL-8 und anderen Chemokinen gefunden, die
mit der Zahl an polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten und der Schiddigung der
Alveolarschranke korrelierten (Miller et al., 1992). Die Rekrutierung von Leukozyten aus dem
peripheren Blut {iber das vaskuldre Endothel ist ein zentrales Ereignis bei der zelluldren Antwort des
Immunsystems auf Gewebsschddigung oder entziindliche Reize. Dabei werden in der Frithphase vor
allem polymorphkernige neutrophile Granulozyten, im weiteren Verlauf Monozyten und
Lymphozyten chemotaktisch angelockt. Wichtigster Faktor fiir die Rekrutierung von
polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten ist das CXC-Chemokin IL-8. Fiir die Anlockung von
Blutmonozyten sind unter Anderen die CC-Chemokine MCP-1 und RANTES verantwortlich. Eine
Expression dieser Chemokine ist fiir mikrovaskuldre pulmonale Endothelzellen (Brown et al., 1994;
Beck et al., 1999; Zachlederova und Jarolim, 2003) sowie fiir die Zell-Linie A549 (Standiford et al.,
1990; Standiford et al., 1991; Rosseau et al., 2000; Krakauer, 2002) in vitro nach Stimulation mit
early response Zytokinen oder Bakterientoxinen beschrieben.

AuBler chemotaktischen Faktoren sind Adhdsionsmolekiile auf Endothelzellen und Leukozyten fiir
eine Anlockung in den Alveolarraum notwendig. Die early response Zytokine regulieren die
Expression dieser Adhédsionsmolekiile im und um den Entziindungsherd. Freigesetztes IL-16 und
TNF-o fiihren beispielsweise zur Hochregulierung von Selektinen (z.B. E-Selektin) und
Adhisionsmolekiilen (z.B. ICAM-1 und VCAM-1) auf dem Gefédssendothel (siche Kap. 1.11). Die
Balance zwischen pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen bzw. Zytokininhibitoren ist
ausschlaggebend fiir den Verlauf einer entziindlichen Reaktion. So inhibieren beispielsweise die anti-
inflammatorischen Zytokine IL-10 und IL-13 die Produktion von TNF-a, IL-18 und IL-6 durch
Alveolarmakrophagen nach deren Stimulation mit LPS (Berkman et al., 1996; Thomassen et al., 1996;
Lo et al., 1998). Dabei tragen zusitzliche Faktoren wie Lipidmediatoren, Komplementprodukte,
Sauerstoffmetabolite, NO, Proteasen und Antiproteasen zu dem Verhiltnis zwischen pro- und anti-
inflammatorischer Aktivitit bei. Histopathologisch werden sowohl die akuten Lungenschidigung
(ALL acute lung injury), die Pneumonie und das oft lebensbedrohliche ARDS durch diffuse alveolére
Schiaden mit einer interstitiellen und alveoldren Infiltration von neutrophilen Granulozyten und
Makrophagen gekennzeichnet. Im Falle des ARDS fiihrt die Aktivierung der héufig tiber die
Mikrozirkulation  eingewanderten = Granulozyten zur  Sekretion von  Proteasen  und
Sauerstoffmetaboliten. Unter Anderem wird dadurch eine Schiadigung des Kapillarendothels wie auch
des Alveolarepithels und damit zum Funktionsausfall der Alveolarschranke hervorgerufen (Bachofen
und Weibel, 1977; Matthay, 1994). Die Zerstorung der alveolo-kapilliren Barriere fiihrt zur
Ausprigung eines interstitiellen Odems und zum Abldsen des Alveolarepithels (,,alveolar flooding )
mit einer abnormen Ansammlung proteinreicher Fliissigkeiten im Alveolarlumen (Permeabilitits-
lungenddem) (Shimabukuro et al., 2003). Das Alveolarepithel wird dabei durch die Proliferation der
Alveolarepithelzellen vom Typ II und deren anschlieBende Differenzierung zum Typ I Zell Phénotyp

(Transdifferenzierung) ersetzt, um die Funktion der normalen Alveolarschanke aufrecht zu erhalten.
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Im Gegensatz zur Pneumonie, bei der oft eine vollstindige Abheilung beobachtet werden kann,
kommt es nach einem ARDS héufig zum fibrotischen Umbau der Lunge mit entsprechendem
Lungenfunktionsausfall. Die Ursachen dieser unterschiedlichen Verldufe sind noch weitgehend
unklar. Es wird angenommen, dass Zytokine nicht nur bei der Entziindungsreaktion mit einer daraus
resultierenden Zerstorung des Gewebes, sondern auch bei den anschlieenden Reparationsvorgéngen

eine entscheidende Rolle spielen (Shimabukuro et al., 2003).

1.6 Zellkulturmodelle der alveolo-kapillaren Einheit

Die komplexe Struktur der Lunge erschwert funktionelle Untersuchungen an der alveolo-kapilldren
Einheit in vivo. Der Einsatz von Zellkulturen stellt fiir die Aufkldrung von Wirkmechanismen auf
zelluldrer und molekularer Ebene eine geeignete Alternative dar. Primdre Mono-Kulturen von
Alveolarepithelzellen der Ratte sind in der toxikologischen und pharmakologischen Wirkstoffpriifung
bereits hdufig verwendete in vifro Modelle (Simon et al., 1991; Matsukawa et al., 1997; Dodoo et al.,
2000; Dimova et al., 2001; Campbell et al., 2003; Kastelova et al., 2003). ATII Zellen lassen sich in
groBBerer Menge nach enzymatischem Aufschluss aus perfundierten Rattenlungen gewinnen. Hier ist
der Aufbau einer dichten epithelialen Barriere (siche Kap. 1.13) eine wichtige Voraussetzung fiir das
Vorliegen eines differenzierten epithelialen Layers. Modelle, die primédre humane Alveolar-
epithelzellen einsetzen, sind wegen der geringen Verfiigbarkeit des Zellmaterials seltener, finden aber
zunehmend Interesse, da immer mehr Speziesunterschiede zwischen Nagerzellen und humanen Zellen
entdeckt werden (Nikula et al., 1997; Dormans et al., 1999; Houser et al., 2004).

Wegen der Spendervarianzen bei primér isolierten Zellen und der geringen Verfiigbarkeit von
gesundem humanem Primédrmaterial wird nach Zell-Linien gesucht, die die Eigenschaften der
Primérzellen moglichst exakt nachahmen. Bisher sind nur humane Zell-Linien mit Eigenschaften von
Typ I Alveolarepithelzellen bekannt (sieche Kap. 1.12). Die bisher beschriebenen Zell-Linien mit
ATII Eigenschaften unterscheiden sich jedoch von den humanen Primérzellen, da sie keine
Transdifferenzierung zu ATI-dhnlichen Zellen (siehe Kap. 1.7) zeigen.

ATII Zellen stellen wichtige Zielzellen fiir pathophysiologische Fragestellungen dar, da sie als
Vorlaufer der ATI Zellen, als Verwerter xenobiotischer Substanzen, als Produzent des Surfactants und
weiterer inflammatorisch wirksamer Mediatoren fungieren (Dimova et al., 2001; Kastelova et al.,
2003). Eine Schidigung von ATII Zellen hat demnach groBere Folgen auf die Integritit des
Alveolarraums als eine Schiadigung von ATI Zellen, die durch ATII Zellen regeneriert werden
konnen.

Die ATII Eigenschaften zeigende humane Zell-Linie A549 wurde bereits von drei Arbeitsgruppen
in Ko-Kultur mit Endothelzellen als Modell fiir eine alveolo-kapillidre Einheit verwendet. An der Ko-
Kultur von A549 mit primdren humanen Umbilicalvenen-Endothelzellen (HUVEC) (Carolan et al.,
1997; Casale und Carolan, 1999) bzw. mit primdren humanen pulmonalen mikrovaskuldren
Endothelzellen (HMVEC-L) (Hu et al., 2005) wurde die Leukozytentransmigration iiber die alveolo-

kapilldre Barriere untersucht. Die Ko-Kultur von A549 mit einer immortalisierten mikrovaskuldren

14



Kapitel 1 Einleitung

Zell-Linie aus humanem Lungengewebe (HULEC) diente zum Studium eines mikrobiellen
Infektionsweges (Birkness et al., 1999). Bei diesen Modellen wurden die Zellen auf gegeniiber
liegenden Seiten einer permeablen Filtermembran ko-kultiviert. Die Zell-Layer auf beiden Seiten der
Filtermembran wurden zwar morphologisch beschrieben, der Aufbau einer dichten Barriere wurde
aber nicht genauer untersucht.

Fiir primér isolierte Zellen ist bisher erst ein Ko-Kultur Modell beschrieben, das auf einer Ko-
Kultur von ATII Zellen der Ratte mit bovinen mikrovaskuldaren Endothelzellen beruht (Gueven et al.,
1996). Das Modell wurde eingehend morphologisch charakterisiert. Unter Verwendung eines
serumfreien Mediums und bei Kultivierung der Epithelzellen an der Fliissigkeits/Luft-Grenze wurde
ein differenzierter Monolayer von Alveolarepithelzellen und von mikrovaskuldren Endothelzellen auf
gegeniiber liegenden Seiten der Filtermembran erreicht. Eine genauere Untersuchung der

Barriereeigenschaften der Bilayer-Ko-Kultur fand nicht statt.

1.7 Transdifferenzierung von Typ Il zu Typ | Alveolarepithelzellen in vitro

Die Isolierung von ATI Zellen ist verglichen mit der Isolierung von ATII Zellen (sieche Material
und Methoden, Kap. 2.5) wesentlich schwieriger, da die Typ I Zellen sehr feine zytoplasmatische
Auslédufer besitzen und ihre interzelluldren Verbindungen stark ausgeprégt sind. Aulerdem wurde eine
Proliferation nur bei ATII Zellen und nicht bei ATI Zellen beobachtet. Die fehlende Moglichkeit der
ATI Zellen eine Mitose durchzufilhren wurde dadurch erklédrt, dass sie wegen ihrer langen
zytoplasmatischen Fortsdtze theoretisch nicht in der Lage sind sich abzukugeln und zu teilen (Weibel,
1974). Die Isolierung von ATI Zellen ist bisher nur bei Ratten gelungen (Dobbs et al., 1998; Borok et
al., 2002).

Die Eigenschaften von ATI Zellen wurden daher meist in Studien ermittelt, in denen primér
isolierte ATII Zellen in vitro auf Gewebekulturschalen oder permeablen Filtermembranen zu ATI-
ahnlichen (ATI-'like’) Zellen transdifferenzierten (Lubman und Crandall, 1992; Borok et al., 1998;
Chen et al., 2004). Werden ATII Zellen der Ratte auf Gewebekulturschalen oder permeablen
Filtermembranen in serumhaltigem Medium kultiviert, so flachen die Zellen ab, verlieren die
morphologischen Figenschaften von differenzierten ATII Zellen und stellen die Synthese und
Sekretion von Surfactant ein (Dobbs et al., 1985). Diese metabolischen Verdnderungen beginnen
innerhalb der ersten 24 h der Kultivierung und schreiten {iber mehrere Tage in Kultur fort. Da die
Verdnderungen der ATII Zellen innerhalb weniger Tage in Kultur stattfinden, werden die Zellen meist
direkt nach der Isolation (in P0O) auf permeablen Filtermembranen kultiviert. Diese in vitro
beobachteten Verdnderungen der ATII Zellen &hneln dem Verhalten adulter Alveolarepithelzellen
vom Typ II nach einer Schidigung des Lungengewebes in vivo (Fehrenbach et al., 1999). Daher wird
der Vorgang analog der Transformation von Typ Il zu Typ I Zellen in vivo Transdifferenzierung
genannt und die abgeflachten Zellen als ATI-dhnliche (ATI-'like") Zellen bezeichnet (Lubman und
Crandall, 1992; Borok et al., 1998; Chen et al., 2004). Ein Parameter der Transdifferenzierung zu

ATI-ahnlichen Zellen ist der Aufbau einer dichten epithelialen Barriere, die durch den Aufbau eines
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stabilen transepithelialen elektrischen Widerstands (TER-Wert, siehe Kap. 1.13.3) von >1000 Q x cm’
bis >2000 Q x cm’ gekennzeichnet ist (Cheek et al., 1989; Borok et al., 1994; Borok et al., 1995;
Matsukawa et al., 1997; Elbert et al., 1999; Roum et al., 2001).

Wie ATII Zellen der Ratte transdifferenzieren auch die menschlichen ATII Zellen in vitro auf
permeablen Filtermembranen innerhalb von 8 bis 10 Tagen zu ATI-dhnlichen Zellen (Diglio und

Kikkawa, 1977; Elbert et al., 1999; Fuchs et al., 2003).

1.8 Marker fur Alveolarepithelzellen vom Typ |

Gegen humane Alveolarepithelzellen vom Typl existieren bisher wenig zelltypspezifische
Antikorper. Spezifische Marker fiir diesen Zelltyp, wie Tla (Williams et al., 1996) und RTI40
(Gutierrez et al., 1998), wurden fiir ATI Zellen der Ratte, HTI56 (Dobbs et al., 1999; Newman et al.,
2000) zum Nachweis humaner ATI Zellen beschrieben. Aquaporin-5, ein Wasserkanalprotein, wird
haufig als Marker fiir ATI Zellen eingesetzt. In vitro wurde eine Zunahme der Aquaporin-5
Expression bei der Transdifferenzierung von ATII Zellen zu ATI-dhnlichen Zellen der Ratte gezeigt
(Borok et al., 1998). Die Expression von Aquaporin-5 war in der Lunge jedoch nicht auf ATI Zellen
beschrinkt, so wurde in situ an Méuselungen Aquaporin-5 auch in ATII Zellen sowie trachealen und
bronchialen Epithelzellen nachgewiesen (Krane et al., 2001). ATI-spezifische Membraneinstiilpungen,
die Caveolaec (siche Kap. 1.11), dienen einigen Arbeitsgruppen als Nachweis flir die
Transdifferenzierung von ATII Zellen zu ATI-dhnlichen Zellen in vitro (Campbell et al., 1999; Fuchs
et al.,, 2003), da sich ultrastrukturell bei ATII Zellen in situ keine Caveolae nachweisen lielen
(Newman et al.,, 1999). AuBlerdem wurde bei der Transdifferenzierung in sifu in terminal
differenzierten ATI-dhnlichen Zellen eine hohe Expression des Hauptstrukturproteins der Caveolae,
Caveolin-1, gezeigt, wihrend Alveolarepithelzellen vom TypIl nur eine geringe Expression
aufwiesen (Kasper et al., 1998). Bei der Transdifferenzierung von ATII zu ATI-dhnlichen Zellen in
vitro konnte ebenfalls eine Zunahme der Expression von Caveolin-1 im humanen wie im
Rattenmodell gezeigt werden (Campbell et al., 1999; Fuchs et al., 2003). Ein Mitglied der
Immunglobulingenfamilie, RAGE (receptor for advanced glycation end-products) ist selektiv an der
basalen Membran von humanen ATI Zellen lokalisiert und wird in situ weder von ATII Zellen noch
von Kapillarendothelzellen exprimiert (Fehrenbach et al., 1998; Kasper et al., 2004). Dieser in situ
spezifische Marker fiir Alveolarepithelzellen vom Typ I wurde jedoch fiir den Nachweis von humanen

ATI-dhnlichen Zellen in vitro bisher nicht beschrieben.
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1.9 Charakteristische Eigenschaften von Alveolarepithelzellen vom Typ Il
Fiir Alveolarepithelzellen vom Typ II sind zahlreiche zelltypspezifische Eigenschaften bekannt. Im
Folgenden werden die zur Charakterisierung der isolierten humanen ATII Zellen untersuchten

Eigenschaften aufgefiihrt.

Lamellar bodies

Lamellar Bodies sind in groBer Anzahl in Alveolarepithelzellen vom Typ II zu finden. Sie sind
rundliche bis lidnglich ovale Zellorganellen, in deren Inneren sich zahlreiche elektronendichte
Lamellen finden. Elektronenmikroskopisch haben sie im Anschnitt einen durchschnittlichen
Durchmesser von 0,2-1,5 pm und neben den stark osmiophilen Lamellen eine wenig elektronendichte
Matrix, die oft artifiziell auseinander gerissen erscheint. Sie werden von einer Doppelmembran
umgeben und enthalten reichlich Lipoproteine in ihren Lamellen. Diese Lamellen sind nur wenige nm
dick und damit diinner als die Doppelmembran. Lamellar Bodies dienen in ATII Zellen als Speicher
fiir Komponenten des Surfactantsystems (Dobbs et al., 1997). Sie liefern den Lipoproteinanteil fiir den

Surfactant und entleeren sich ins Alveolarlumen.

Surfactantproteine

Surfactant (Kunstwort aus Surface active agent; oberflichenaktive Substanz, auch Anti-
Atelektasefaktor) ist ein komplexes Gemisch, das zu ca. 90 % aus Lipiden und zu ca. 10 % aus
Proteinen besteht. Der Hauptbestandteil der Lipidfraktion, Dipalmitylphosphatidylcholin, Dipalmityl-
Lecithin oder Hydrolecithin, ist fiir die reduzierte Oberfldchenspannung der Alveolen verantwortlich.
Ein wichtiger Effekt der Herabsetzung der Oberflichenspannung durch den Surfactant ist die
Verringerung des transepithelialen Druckgradienten im Interalveolarseptum, der ohne Surfactant ca.
12 mm Hg betragen wiirde (mit Surfactant ca. 3 mm Hg), so dass dadurch die Ausbildung eines
Lungenddems verhindert wird. Die Proteinfraktion, die aus den Surfactantproteinen SP-A, -B, -C, -D
besteht, hat unter anderem die Aufgabe, den Surfactantstoffwechsel zu steuern. SP-A und SP-D sind
in ihrer Funktion als Kollektine immunologisch wirksam und wehren inhalierte Pathogene ab
(Crouch, 1998). Indem sie an deren Oberfliche binden und somit als Opsonine fungieren, induzieren
sie eine Eliminierung diverser Pathogene durch Makrophagen. Weiterhin kénnen SP-A und SP-D
einer inflammatorischen Reaktion im Alveolarraum entgegenwirken. So haben beide Apoproteine eine
hohe Affinitdt sowohl zur Lipid-A-Komponente als auch zu einigen Polysaccharid-Doménen von
bakteriellen Endotoxinen und kdnnen iiber deren Bindung die proinflammatorischen Endotoxineffekte
neutralisieren (Rosseau et al., 2000). Zusdtzlich wird angenommen, dass SP-A und SP-D eine
antioxidative Wirkung haben (White et al., 2001).

Die Alveolarepithelzellen vom Typ II sind die einzigen Zellen, die alle 4 Surfactantproteine
exprimieren. Aufler ATII Zellen sind die Clarazellen der terminalen und respiratorischen Bronchiolen
in der Lage SP-A, SP-B und SP-D zu bilden (Kalina et al., 1992; Voorhout et al., 1992; Madsen et al.,
2000; Takezawa et al., 2002). Da in Clarazellen der Ratte kein SP-C nachgewiesen werden konnte
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(Kalina et al., 1992), weist eine Expression von SP-C an isolierten Epithelzellen der Lunge auf das

Vorliegen von ATII Zellen hin.

Thyroid Transcription Factor-1 (TTF-1)

Das Kernprotein TTF-1 (thyroid transcription factor-1) ist auler in Lungenepithelzellen bei Zellen
der sich entwickelnden Neurohypophyse und der Schilddriise nachweisbar (Lazzaro et al., 1991). Bei
der Embryonalentwicklung der Ratte wurde TTF-1 ab der 23. Woche in der Lunge hauptséchlich in
ATII Zellen nachgewiesen (Ikeda et al., 1995), wihrend Alveolarepithelzellen vom Typ I keine
Expression von TTF-1 zeigen (Zhou et al., 1996). Auller von ATII Zellen wird TTF-1 von Clarazellen
der respiratorischen Bronchiolen exprimiert. Durch Bindung an deren Promotoren aktiviert der
Transkriptionsfaktor TTF-1 die Gene flir die Surfactant Proteine A (Bruno et al., 1995), SP-B
(Bohinski et al., 1994; Stahlman et al., 1996), SP-C (Kelly et al., 1996) und das Clarazell-Protein
CC-10 (oder CCSP, Clara cell secretory protein) (Zhang et al., 1997).

Zytokeratine

Alveolarepithelzellen vom Typ I und II bilden fiir Epithelzellen typische Intermedidrfilamente, die
Zytokeratine. In Alveolarepithelzellen vom Typ II lassen sich in vitro Zytokeratin 7, Zytokeratin 8,
Zytokeratin 18 und Zytokeratin 19 nachweisen. Zytokeratin 19 ist ein mit der Differenzierung von
Typ II Alveolarepithelzellen assoziiertes Zytokeratin (Paine et al., 1988; Woodcock-Mitchell et al.,
1990). Die vermehrte Ausbildung von Desmosomen korreliert mit einer erh6hten mRNA—Expression
von Zytokeratin 19. Gleichzeitig kommt es bei einer Reduktion der Desmosomenzahl durch Ca®'-
Entzug zu einer Reduktion der mRNA-Expression von Zytokeratin 19 (Paine et al., 1995). In situ
wurde eine starke Immunreaktivitidt flir Zytokeratin 8 und Zytokeratin 18 und eine schwache
Immunreaktivitdt fiir Zytokeratin 7 und Zytokeratin 19 bei Typ II Zellen der Ratte beschrieben
(Kasper et al., 1993).

Alkalische Phosphatase

Das Enzym Alkalische Phosphatase (AP) ist in der apikalen Plasmamembran der
Alveolarepithelzellen vom Typ II lokalisiert. Seine Funktion ist bei ATII Zellen nicht weiter
untersucht. Die Aktivitit der AP wird als Differenzierungsmarker fiir Alveolarepithelzellen vom
Typ II verwandt (Edelson et al., 1988). Histologisch zeigen aufler den ATII Zellen Clarazellen und
Fibroblasten im Bereich der terminalen respiratorischen Einheit endogene AP-Aktivitit. Die Aktivitit
der AP kann in vitro als Marker fiir eine Transdifferenzierung der ATII Zellen eingesetzt werden, da
die AP-Aktivitdt bei primdr isolierten Alveolarepithelzellen vom Typ II schon nach wenigen Tagen in

Kultur deutlich nachlésst (Kovacikova et al., 1999; Reynolds et al., 1999).
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CD44v6

CD44 beschreibt eine polymorphe Familie von Glykoproteinen der Zelloberfliche mit
verschiedenen Funktionen, z. B. bei der Zelladhdsion und Migration und der Regulation von Zell-
Matrix Interaktionen. Der Hauptligand fiir CD44 ist das Glucosaminoglykan Hyaluronséure (Bajorath
et al., 1998; Banerji et al., 1998). Neben Standardform von CD44 (CD44s), die bei vielen Zelltypen
vorkommt, sind die variablen Isoformen (Splicevarianten CD44v) meist auf Epithelzellen beschrénkt.
In fotalem Lungengewebe wird die Isoform CD44v6 von allen Epithelzellen exprimiert und ist mit der
Bereitstellung von Wachstumsfaktoren, die fiir Morphogenese und Migration eine Rolle spielen,
assoziiert (Fasano et al., 1997). Demgegeniiber markiert anti-CD44v6 in der adulten, nicht
neoplastischen Lunge spezifisch die Alveolarepithelzellen vom Typ Il (Kasper et al., 1996;
Fehrenbach et al., 1999; Fehrenbach et al., 2002) und die Basalzellen des Bronchialepithels (Wimmel
et al., 2001), die beide als Stammzellen des jeweiligen Gewebetyps gelten. Im adulten Lungengewebe
liegt die Funktion von CD44v6 in einer Verankerung der Zellen mit der extrazelluliren Matrix und
scheint flir die Migration der Stammzellen wéahrend Reparaturvorgéingen notwendig zu sein (Fasano et
al., 1997).

Eine Expression von CD44v6 wird in vivo als Marker fiir Alveolarepithelzellen vom Typ II
eingesetzt (Kasper et al., 1995a). So konnte eine durch den Wachstumsfaktor KGF (keratinocyte
growth factor) induzierte Proliferation von ATII Zellen mittels positiver Markierung von CD44v6 in
vivo nachgewiesen werden (Fehrenbach et al.,, 1999). Desweiteren wird CD44v6 in der
Tumordiagnostik verwandt. Die CD44v6-Expression bleibt in bronchioloalveolaren Karzinomen
erhalten (Kasper et al., 1995a; Fasano et al., 1997, Wimmel et al., 2001), was auf einen

histogenetischen Zusammenhang zwischen der Stammzelle und dem Tumor schlie3en lésst.

1.10 Aufrechterhaltung eines differenzierten Phé&notyps in vitro

Durch Komponenten der extrazelluliren Matrix, l6sliche Faktoren (wie Wachstumsfaktoren),
mechanische Effekte oder durch Kultivierung an der Fliissigkeits-Luft-Grenze (liquid-air) kann der
Phénotyp von Alveolarepithelzellen in Kultur beeinflusst werden (Gutierrez et al., 1998; Sugahara et
al., 1998; Berrios et al., 2001; Mason et al., 2002). Durch eine geeignete Wahl der Kulturbedingungen
kann somit der morphologische, biochemische und molekulare Phinotyp der Alveolarepithelzellen
beibehalten oder auch wiedergewonnen werden (Rannels et al., 1989; Danto et al., 1995; Xu et al.,
1998; Isakson et al., 2001; Sanchez-Esteban et al., 2001). Unter anderem beeinflusst foetales
Kaélberserum (FKS) die Differenzierung der Alveolarepithelzellen in Kultur. Der Phénotyp der
Alveolarepithelzellen vom Typ II scheint in Kultur besser erhalten zu bleiben, wenn kein FKS
vorhanden ist. So wurde die Struktur der Lamellar Bodies und die Synthese des Lipoproteinanteil fiir
den Surfactant-Film bei ATII Zellen der Ratte langer beibehalten, wenn im Kulturmedium FKS durch
Rattenserum ersetzt wurde (Cott et al., 1987; Borok et al., 1995). Die Differenzierung von ATII Zellen

der Ratte blieb dariiber hinaus in vifro besser erhalten, wenn die isolierten Zellen ganz ohne
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Serumzusatz kultiviert wurden (Kawada et al., 1990; Paine et al., 1990). Durch weitere Faktoren, wie
z.B. Hormone oder second messenger kann die Differenzierung von ATII Zellen in vitro gesteuert
werden. So konnte zum Beispiel der ATII-Phénotyp bei fotalen humanen Alveolarepithelzellen mit
Hilfe von Dexamethason und cAMP aufrechterhalten werden (Gonzales et al., 2002). Ahnliches
wurde fiir fotale ATII Zellen der Ratte beschrieben (Bates et al., 2002).

1.11 Charakteristische Eigenschaften des Kapillarendothels
Elektronenmikroskopisch finden sich in den Endothelzellen der Lungenkapillaren perinukleér
Mitochondrien, granuldres Endoplasmatisches Retikulum (ER), multiveskuldre Granula, Mikrotubuli,
Mikrofilamente und Weibel-Palade-Granula (siche Abb. 4). Die schlanken Zellausldufer besitzen
kaum Organellen und sind an manchen Stellen nur etwa 0,1 um dick. Durch Untersuchungen zur
Beteiligung des Kapillarendothels der Lunge an der metabolischen Umsetzung zirkulierender
vasoaktiver Substanzen entdeckte man mikroendozytotische Bldschen, durch die die Endothelfldche
enorm vergrofert wird (Ryan et al., 1985). Diese als Caveolae bezeichneten Strukturen kommen in
grofler Anzahl sowohl luminal als auch basal vor. Die Caveolae der kapilliren Endothelzellen der
Lunge sind teilweise mit einem Diaphragma, bestehend aus einer einfachen Membran, verschlossen

(siche Abb. 4).

Caveolae

Caveolae besitzen eine charakteristische omega-férmige Struktur mit einem Durchmesser von 50-
100 nm und sind in vielen Zelltypen zu finden. Sie représentieren eine Form von Lipid-
Mikrodoménen (,,lipid rafts*) innerhalb der Plasmamembran, die mit Cholesterol und Glykolipiden
angereichert ist. Caveolae stehen im Zusammenhang mit zelluldren Transportprozessen, z. B. der
Transzytose und dem Cholesterol-Transport. Caveolae enthalten die Proteine Caveolin-1, -2 und -3 als
strukturbildende Elemente. Wie im Kapitel 1.8 bereits erwéhnt ist das Hauptstrukturprotein der
Caveolae Caveolin-1. Es wird in vielen Zelltypen exprimiert, besonders hiufig in Fibroblasten,
Adipozyten, Endothel- und Epithelzellen (Lavie et al., 1998; Newman et al., 1999; Drab et al., 2001;
Razani et al., 2002).
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Selektine

Selektine, eine Gruppe von bisher drei transmembranen Glykoproteinen, sind entscheidend fiir die
initiale Bindung von Leukozyten an Endothelzellen im Rahmen entziindlicher Reaktionen. P-Selektin
(CD 62P, GMP-140 oder PADGEM) wurde zuerst in zytoplasmatischen Vesikeln (o-Granula) der
Thrombozyten entdeckt, bei Endothelzellen wird es in Weibel-Palade-Korperchen gespeichert. Nach
Induktion durch Thrombin oder Histamin wird P-Selektin innerhalb weniger Minuten auf der
Zytoplasmamembran der Endothelzellen exprimiert (Bonfanti et al., 1989). Das endothelspezifische
Selektin E-Selektin (CD 62E, ELAM-1 oder LECAM-1) wird nicht konstitutiv exprimiert. Durch
Endotoxin oder Zytokine (IL-18, TNF-o) stimuliert wird seine Transkription induziert und das Protein
erreicht nach 4-6 Stunden seine maximale Expression an der Zelloberflache von kultivierten HUVEC
(Bevilaqua et al., 1989). Nach 24-48 Stunden stellt sich der Basalwert wieder ein. P-Selektin und
E-Selektin vermitteln die Interaktion von Endothelzellen mit polymorphkernigen neutrophilen
Granulozyten (PMN) und Monozyten. Das dritte bekannte Selektin, L-Selektin, wird von den meisten
Leukozyten exprimiert. Epithelzellen produzieren keine Selektine.

Eine selektin-vermittelte Adhdsion von Leukozyten an Endothel fiihrt nicht zu einer festen
Bindung und Transmigration, dazu ist eine weitere Interaktion mit Mitgliedern von Zell-

Adhésionsmolekiilen der Immunglobulin-Gen-Superfamilie notwendig (Zimmerman et al., 1992).

ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule-1)

ICAM-1 ist ein Membranglykoprotein von 80 bis 115 kDa, das konstitutiv sowohl von Endothel-
zellen als auch von verschiedenen anderen Typen von Zellen, wie Fibroblasten, Epithelzellen,
Lymphozyten und Monozyten gebildet wird. Die Expression von ICAM-1 kann in vivo sowie in vitro
bei Endothelzellen durch Zytokine wie IL-18 und TNF-a stimuliert werden. Nach 16-24 Stunden ist
die Expression maximal und bleibt fiir mindestens 72 Stunden erhoht (Beekhuizen & van Furth,
1993). ICAM-1 nimmt an verschiedenen Zell-Zell Interaktionen teil und ist im Besonderen fiir eine
feste Bindung von Leukozyten an Endothelzellen iiber seine Interaktion mit den Integrinen LFA-1
(CD11a/CD18) und Mac-1 (CDI11b/CD18) auf den zirkulierenden Leukozyten verantwortlich
(Shimizu et al., 1992; Dustin & Springer, 1988). ICAM-1 kann, als Ergebnis einer proteolytischen
Abspaltung von der Zelloberfldche, in einer biologisch aktiven Form in Serum nachgewiesen werden

(SICAM-1).

PECAM-1 (Platelet Endothelial Adhesion Molecule-1)

PECAM-1 (CD 31) wird konstitutiv auf der Zelloberfliche von Endothelzellen (=10° Molekiile pro
Zelle), Thrombozyten (Newman et al., 1990), Monozyten, Granulozyten (Stockinger et al., 1990) und
einer Subpopulation von Lymphozyten (Tanaka et al., 1992) exprimiert. PECAM-1 spielt bei der
Adhédsion von Thrombozyten bei Entziindungsreaktionen und bei der Wundheilung eine Rolle

(Newman et al., 1990). Weiterhin ist es an der Leukozyten-Adhésion und -Transmigration durch die
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Endothelzellschicht beteiligt (Carlos und Harlan, 1994). PECAM-1 ist auBlerdem bei inter-
endothelialen Zell-Zell-Interaktionen von Bedeutung (Corada et al., 1999; Ilan et al., 1999). Bei
Endothelzellen in Kultur ist PECAM-1 verstérkt an den Zellgrenzen konfluenter Monolayer lokalisiert
(Albelda et al., 1990; Dejana et al., 1995). Bei noch nicht konfluenten Zellkulturen oder an der
Leitfront migrierender Zellen wird PECAM-1 diffus auf der Zelloberfliche exprimiert (Schimmenti et
al., 1992). Eine PECAM-1-Expression wird von allen vaskuldren Endothelzellen gezeigt (Kuzu et al.,
1992) und ist daher als panendothelialer Marker fiir vaskuldres Endothel geeignet.

VCAM-1 (Vascular Adhesion Molecule-1)

VCAM-1, ein 90 bis 110 kDa Membranglykoprotein, wird von Endothelzellen konstitutiv nicht
oder nur minimal gebildet, seine Expression kann aber durch IL-18, IL-4, TNF-o und Interferon-y
(IFN-y) induziert werden (Shimizu et al., 1991; Saito et al., 1996). VCAM-1 dient als ein Ligand fiir
VLA-4 (o4B;-Integrin) auf Lymphozyten, Monozyten und eosinophilen Granulozyten und ouB3;-
Integrin auf aktivierten peripheren T-Zellen (Ruegg et al., 1992; Zimmerman et al., 1992). Diese
Eigenschaften deuten darauf hin, dass VCAM-1 bei entziindlichen Reaktionen eine Rolle bei der
Adhision von Monozyten an Endothelzellen spielt (Beekhuizen et al., 1992). VCAM-1 kann, als
Ergebnis einer proteolytischen Abspaltung von der Zelloberfldche, in einer biologisch aktiven, d.h.

VLA-4 bindenden, Form in Serum nachgewiesen werden (sVCAM-1) (Gearing et al., 1992).

1.12 Zell-Linien

Kulturen humaner Primérzellen sind aufwendig und schwer zu standardisieren, da das humane
Gewebe selten verfiigbar ist und meist krankheitsbedingt entfernt wurde. Wegen der begrenzten Zahl
und der begrenzten Vermehrungsfiahigkeit der isolierten Zellen in Kultur miissen verschiedene
Spender untersucht werden, deren Markerprofile individuell variieren. Aus diesen Griinden wird zur
Untersuchung definierter biologischer Parameter nach Zell-Linien gesucht, die in entscheidenden
Eigenschaften den Primirzellen entsprechen. Da Tumorzellen nie alle Charakteristika der
Primérzellen gleichen Ursprungs besitzen, ist es von groer Bedeutung, dass die fiir die individuelle
Fragestellung relevanten Eigenschaften der urspriinglichen Zelle erhalten sind. Zell-Linien, die die
Eigenschaften von mikrovaskuldren Endothelzellen bzw. Alveolarepithelzellen aufwiesen und damit
fiir ein Ko-Kulturmodell einer distalen respiratorischen Einheit geeignet schienen, sind im Folgenden

aufgefiihrt.
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1.12.1 Endotheliale Zell-Linien

In einer vorangegangenen Forschungsarbeit wurden phénotypische Merkmale verschiedenster
endothelialer Zell-Linien untersucht. Zwei Zell-Linien: ISO-HAS-1 und ST1-6.R, zeigten viele mit
primér isolierten Endothelzellen {ibereinstimmende phéanotypische Merkmale (Unger et al., 2002).

ISO-HAS-1 wurde in unserem Labor aus der dermalen Angiosarkom-Zell-Linie ISO-HAS
(Masuzawa et al., 1999) kloniert (Krump-Konvalinkova et al., 2003). ST1-6.R Zellen sind
immortalisierte humane pulmonale mikrovaskuldre Endothelzellen (HPMEC). Sie wurden mit zwei
Plasmiden kotransfiziert, von denen das eine fiir Telomerase (hTERT), das andere fiir das Simian
Virus 40 (SV40) Large T-Antigen kodiert. ST1-6.R Zellen zeigen viele phénotypische Merkmale von
Endothelzellen, wie die Expression von PECAM-1 sowie die stimulationsabhidngige Induktion von
ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin (Unger et al., 2002). Desweiteren besitzt diese Zell-Linie ein
hohes angiogenes Potential, welches durch die Bildung kapillardhnlicher Strukturen auf Matrigel

gezeigt werden konnte (Krump-Konvalinkova et al., 2001).

1.12.2 Epitheliale Zell-Linien

Die Zell-Linie A549, eine aus einem humanen Bronchialkarzinom vom bronchioalveoldren Typ
klonierte Zell-Linie, zeigt die typischen Lamellar Bodies der Alveolarepithelzellen vom Typ II und
die Produktion von Surfactant (Lieber et al., 1976). A549 Zellen produzieren eine Reihe wichtiger
entziindungsrelevanter Faktoren: Als Antwort auf eine Stimulation mit Asbest-Fasern, TNF- o und
IL-1B werden MCP-1 und IL-8 exprimiert (Standiford et al., 1990; Standiford et al., 1991; Rosenthal
et al., 1994).

Die humane Adenokarzinom Zell-Linie NCI H441 (papillérer Typ) hat sowohl Eigenschaften von
Alveolarepithelzellen vom Typ II als auch von Clarazellen (nicht-zilientragende Epithelzellen der
respiratorischen Bronchiolen) und produziert die Surfactantproteine SP-A und SP-B (Gazdar et al.,
1990; Pryhuber et al., 1998; Chess et al., 2000). NCI H441 Zellen besitzen einen im Vergleich zu
A549 Zellen verlangsamten Zellzyklus und sind daher die geeignetere Zell-Linie fiir
Proliferationsstudien (Chess et al., 2000).

Die Zell-Linie NCI H820, ebenfalls eine Adenokarzinom Zell-Linie vom papilliren Typ, wurde
von Gazdar und Mitarbeitern (Gazdar et al., 1990) beschrieben. Sie konnten bei NCI H820 die
Expression der Surfactant-Proteine, SP-A, SP-B und SP-C nachweisen, wobei die mRNA von SP-A
und SP-B konstitutiv, die von SP-C erst nach Induktion mit Dexamethason nachweisbar war. Auch
ultrastrukturell ist die Zell-Linie NCI H820 dem Phénotyp der Alveolarepithelzellen vom Typ II
dhnlich (Gazdar et al., 1990). In der Literatur wird NCI H820 wenig zitiert, da sie als Zell-Linie in

Suspensionskultur wichst, was Studien an diesem Zelltyp erschwert.
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1.13 Aufbau einer intakten Barriere in vitro

Fiir das Modell einer distalen respiratorischen Einheit war die Differenzierung der beteiligten
Zellen in Ko-Kultur wichtige Voraussetzung. Wie in vivo sollten die beiden Zelltypen,
Alveolarepithelzellen und mikrovaskuldre Endothelzellen, in direktem Kontakt stehen und neben
wichtigen zelltypspezifischen Markern einen einschichtigen Zell-Layer (Monolayer) ausbilden. Ein
Kriterium fiir die Differenzierung war die Ausbildung einer mdglichst intakter Zellschicht von
epithelialen sowie endothelialen Zellen mit ausgepriagten Zell-Zell-Kontakten, so dass eine intakte

zelluldre Barriere resultiert.

1.13.1 Interzelluldre Verbindungen (Junktionen)

Epithel- und Endothelzellen besitzen spezifische Molekiilkomplexe, welche fiir die homophilen
interzelluldren Verbindungen verantwortlich sind. Man unterteilt dabei drei Typen von Verbindungen:
(1) undurchldssige Verbindungen, die Tight Junctions (1J); (2) Haftverbindungen, wie Adherens
Junctions (AJ), Fokalkontakte und Desmosomen, sowie (3) kommunizierende Verbindungen, die Gap
Junctions.

(1) Tight Junctions (auch als Zonula Occludentes bezeichnet) sind interzelluldre leistenformige
Kontaktstellen, bei denen die Membranen der miteinander verbundenen Zellen in auffallend engem
Kontakt stehen. Innerhalb der Tight Junctions kommt es zur direkten Interaktion von membran-
integrierten Proteinen (Ward et al., 2000). Occludinmolekiile fiillen im Bereich des eigentlichen
Kontaktes die dullere Schicht der Zellmembranen aus, reichen aber nur ein Stiick weit Uiber die innere
elektronendichte Schicht der Zellmembranen ins Zellinnere hinein, wo sie an die Proteine Zonula
Occludentes Protein-1 (Z0-1), Zonula Occludentes Protein-2 (Z0-2) und Zonula Occludentes
Protein-3 (ZO-3) binden (Cordenonsi et al., 1999), die ihrerseits wiederum mit Aktinfilamente des
Zytoskeletts interagieren. Die an die Innenseite der Zellmembran gebundenen Proteinaggregate
(Plaques) sind nur wenige Nanometer dick und enthalten neben den eben genannten ZO-1, ZO-2 und
Z0-3 Plaqueproteinen noch ein weiteres, das Cingulin. Es wird vermutet, dass die strukturelle
Organisation der Tight Junctions von Z0O-1 und ZO-2 gesteuert wird (Ward et al., 2000). Die Bildung
von Tight Junctions wird iiber G-Proteine, Kalziumionen und Proteinkinase C reguliert (Stuart und
Nigam, 1995; Lacaz-Vieira, 1997; Hopkins et al., 2000; Karczewski und Groot, 2000). Die
eigentlichen Kontaktstellen der Tight Junctions sind so stabil und fest, dass sie fir Makromolekiile
(>10 A), praktisch undurchlissig sind.

(2) Bei den Adherens Junctions handelt es sich um interzellulire Verbindungen, die mit dem
Aktin-Zytoskelett der Zelle interagieren. Sie entstehen iiber eine Ca *‘-abhingige Assoziation
spezifischer Transmembranproteine, den Cadherinen, und anschlieBender Kopplung an den
intrazelluldren a-, B-, y-Catenin-Komplex. Die Catenine a-, -, y-Catenin (Plakoglobin) sind an der
Bindung an den kortikalen Aktinring beteiligt. Die Cadherine bilden eine groBe Familie Ca®'-

abhéngiger Zell-Zell-Adhésionsmolekiile. Cadherine angrenzender Zellen binden aneinander und sind
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an der homotypischen Zell-Zell-Adhésion (Adhédsion von gleichartigen Zellen aneinander) beteiligt
(Duguay et al., 2003; Foty und Steinberg, 2004).

Verschiedene Zelltypen zeigen ein spezifisches Expressionsmuster von Cadherinen. Das VE
(vascular endothelial)-Cadherin oder Cadherin-5 ist auf allen Endothelzelltypen exprimiert (Dejana et
al., 2000). E (epithelial)-Cadherin ist der wichtigste Mediator der interzelluliren Adhédsion von
Epithelzellen (Gumbiner, 1996). Es tritt sehr friih widhrend der Embryonalentwicklung auf und
korreliert mit verschiedenen morphogenetischen Vorgingen, bei denen Zellaggregation und
-disaggregation eine Rolle spielen (Gumbiner, 1996). Verminderte Expression und Mutation von
E-Cadherin korrelieren mit der Invasivitit und Metastasierung von Tumoren des Menschen (Boyer et
al., 1993). Das Transmembranprotein E-Cadherin einer Zellmembran verbindet sich iiber Ca**-Ionen
mit dem E-Cadherin der Nachbarzelle. Im Bereich einer Adherens Junction ist der Interzellularspalt
zwischen den beteiligten Epithelzellen 10 nm bis 20 nm weit. Obwohl E-Cadherin auf der gesamten
lateralen Plasmamembran lokalisiert ist, findet man es konzentriert in den Adherens Junctions.
Trotzdem scheinen nicht nur Adherens Junctions sondem auch Tight Junctions und Desmosomen
E-Cadherin zu benétigen, um sich strukturell und funktionell zu organisieren (Ando-Akatsuka et al.,
1999). E-Cadherin spielt auBerdem eine wichtige Rolle bei der zelluldren Differenzierung eines
epithelialen Phinotyps, die Ausbildung einer Zellpolaritit und einer dichten epithelialen Zellschicht
eingeschlossen (Gumbiner, 2000).

Ebenfalls {iber Aktinverbindungen organisiert sind Verbindungen von der Zelle zur extrazelluldren
Matrix (ECM), sogenannte Fokalkontakte (focal adhesions). An der Bildung von Desmosomen sind
Intermedidrfilamente beteiligt (Runswick et al., 2001).

(3) Mittels Gap Junctions stehen Nachbarzellen iliber Poren miteinander in Kontakt. Diese
porenbildenden Strukturen werden als Connexone bezeichnet und setzten sich aus hexagonal
angeordneten Untereinheiten, den Connexinen, zusammen. Die benachbarten Connexone zweier

miteinander kommunizierender Zellen bilden eine zytoplasmatische Briicke (Abraham et al., 1999).

1.13.2 Regulation der Barriere (Integritat und Dysfunktion)

Sowohl Tight (Schneeberger et al., 1978), Adherens als auch Gap (Lee et al., 1997) Junctions
verbinden ATI und ATII Zellen mit- und untereinander und ermdglichen so eine Barrierefunktion
sowie eine interzellulire Kommunikation. Tight Junctions stellen eine dynamisch regulierte
Diffusionsbarriere dar, die auf verschiedene physiologische, pharmakologische und pathologische
Bedingungen reagieren kann (Anderson und Van Itallie, 1995). Bei Epithelzellen besitzen Tight
Junctions zwei Hauptfunktionen. Sie bauen eine Transportbarriere auf, indem sie die zelluldre Schicht
fiir Tonen und geloste Substanzen mehr oder weniger durchldssig machen (,,gate“~-Funktion), und
verhindern eine Durchmischung von apikalen und basolateralen Membrankomponenten (,,fence®-
Funktion), wie Lipiden und Proteinen (Braga, 2002). Tight Junctions liegen an der apikalen
Kontaktzone benachbarter Epithelzellen mit der Aufgabe die Polaritit der Zellen aufzubauen und zu

erhalten. Um sich strukturell und funktionell zu organisieren, interagieren Tight Junctions mit
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Adherens Junctions (Ando-Akatsuka et al., 1999) und bilden den apikalen junktionalen Komplex
(AJC = apical junctional complex), der meist von einem Desmosom begleitet wird.

Im Gegensatz zu Epithelzellen zeigen Endothelzellen keinen klaren strukturellen Aufbau von
Adherens Junctions und apikalen Tight Junctions. Man findet beide junktionalen Strukturen entlang
der lateralen Kontaktzonen von benachbarten Endothelzellen (Schnittler, 1998; Vestweber, 2000). Das
Endothel groBerer Gefalle zeigt gut ausgepragte Tight Junctions und ist daher relativ undurchldssig fiir
Wasser und darin geldste Stoffe. Kapillares Endothel besitzt locker organisierte Tight Junctions, von
denen man annimmt, dass sie eine hohere Permeabilitét fiir Wasser aufweisen (Schneeberger, 1982;
Haselton und Curry, 1996). Bei einer intakten pulmonalen endothelialen Barriere ist Aktin als
kortikaler Aktin-Ring innerhalb der Zellen nachweisbar (Dudek und Garcia, 2001). Uber diesen
kortikalen Aktinring interagieren die zytoplasmatischen Bestandteile der Zell-Zell-Verbindungen. Fiir
pulmonale Endothelzellen sind folgende, mit dem Aktin-Zytoskelett assoziierte Zell-Zell-
Verbindungen beschrieben: (1) Tight Junctions (2) Adherens Junctions und (3) PECAM-1 assoziierte
Verbindungen (Abb. 5).
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Abb. 5 Aufbau von Zell-Zell-Verbindungen bei pulmonalen Endothelzellen

Barriere-Integritiit:

A. Tight Junction (Zona Occludens) mit dem Transmembranprotein Occludin
assoziiert mit Aktin iiber ZO-1

B. Adherens Junction mit dem Ca’" abhingigen Transmembranprotein
Cadherin-5 gekoppelt an kortikales Aktin iiber einen Catenin-Komplex

C. Fokalkontakt (Focal Adhesion Plagque) mit ECM-bindenden Integrin-
Transmembranproteinen

D. PECAM-1-assoziierte Verbindung

Storung der Barrierefunktion (Barriere-Dysfunktion):

Phosphorylierung von Myosin und Ausbildung von Aktin-Stress-Fasern

[verdndert nach Dudek und Garcia, 2001]
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Bei Storung der endothelialen Barrierefunktion kommt es zu einer Phosphorylierung von Myosin,
das wiederum mit dem kortikalen Aktin interagiert und eine Bildung von Aktin-Stress-Fasern und
eine damit einhergehende Lockerung der Zell-Zell-Verbindungen induziert (Abb.5). Die
Phosphorylierung von Myosin iiber die Myosin-Leichtketten-Kinase (Myosin Light Chain Kinase,
MLCK) stellt sowohl fiir Endothelzellen als auch fiir Epithelzellen nur einen von mehreren
Mechanismen der Regulation von Tight Junctions dar. Sie scheint aber, sowohl in vitro als auch in
vivo, ein gemeinsamer Zwischenschritt bei vielen physiologischen und pathophysiologischen
Signalwegen zu sein, die mit einer verdnderten parazelluldren Permeabilitét einhergehen (Turner et al.,
1997; Turner et al., 1999; Nusrat et al., 2000; Turner, 2000).

Da Tight Junctions hoch dynamische Strukturen darstellen, die bei Erkrankungen und als Antwort
auf funktionellen Stress rasche Verdnderungen zeigen (Godfrey, 1997), ist ihr Aufbau in vitro in
hohem MaBle von der Differenzierung der Zellen abhingig. Faktoren wie Hormone und Zell-Zell-
sowie Zell-Matrix-Interaktionen beeinflussen die zelluldre Differenzierung. Glukokortikoide, die fiir
eine normale Entwicklung der Lungen benétigt werden, spielen besonders bei der Differenzierung und
Reifung von Zellen des Epithels eine Rolle (Oshika et al., 1998). Durch das Glukokortikoid
Dexamethason konnte der differenzierte Phénotyp von humanen fotalen Alveolarepithelzellen vom
Typ Il in vitro erhalten werden (Gonzales et al., 2002). Ein weiterer Effekt von Dexamethason, die
Festigung der epithelialen Barriere, wird fiir Mamma-Epithelzellen beschrieben (Zettl et al., 1992).
Dexamethason induziert in diesen Zellen verschiedene Signalkaskaden (Singer et al., 1994; Wong et
al., 1999; Woo et al., 1999; Woo et al., 2000; Guan et al., 2002; Rubenstein et al., 2003).

Ein stimulierender Effekt von Glukokortikoiden auf die Ausbildung von Tight Junctions wurde
auch fiir Endothelzellen (EC) gezeigt. So erhdhte Hydrocortison in vitro die Barrierefunktion boviner
Hirnendothelzellen (Hoheisel et al., 1998) und retinaler mikrovasculdrer EC (Antonetti et al., 2002)
und Dexamethason steigerte die Ausbildung von Tight Junctions bei humanen Endothelzellen des
Schlemm-Kanals des Auges (Underwood et al., 1999). Aullerdem haben cAMP und Agenzien, die die
Konzentration von intrazelluliren Ca *'-lonen steigern, einen stabilisierenden Effekt auf die
Ausbildung von Tight Junctions (Gumbiner et al., 1988; Nilsson et al., 1996; Lacaz-Vieira, 1997,
Cereijido et al., 2000; Al-Bazzaz und Gailey, 2001; Dagenais et al., 2001; Dye et al., 2001).
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1.13.3 Nachweismethoden des Aufbaus einer zellularen Barriere

Nachweis der Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten

Epithelzellen grenzen das Korperinnere vom funktionellen AuBenraum ab, dhnlich bilden die
Endothelzellen eine Grenzfliache fiir die zirkulierenden Blutzellen zum Interstitium. Differenzieren
Epithel- und Endothelzellen in Kultur, so bilden sie enge interzellulire Zell-Kontakte aus. Bei
kuboidalen Epithelzellen lédsst sich ein hoch organisierter apikaler junktionaler Komplex (AJC), der
aus einem apikalen Tight Junction-Band und benachbart lokalisierten Adherens Junctions besteht und
meist von einem Desmosom begleitet wird (Ando-Akatsuka et al., 1999), elektronenmikroskopisch
nachweisen. Bei Endothelzellen findet man elektronenmikroskopisch weniger komplex organisierte
Zell-Zell-Verbindungen mit Adherens Junctions und Tight Junctions entlang der lateralen
Kontaktzonen (Vestweber, 2000). Ergéinzend zum morphologischen Nachweis zelluldrer Kontakte
lassen sich deren Struktur-Proteine mittels Immunzytochemie oder Immunfluoreszenz darstellen. Bei
einer intakten epithelialen (Fanning et al., 1998) sowie endothelialen (Dudek und Garcia, 2001)

Barriere ist Aktin als kortikaler Aktin-Ring innerhalb der Zellen nachweisbar.

Messung des elektrischen Widerstands

Die Messung des elektrischen Widerstands durch einen epithelialen bzw. endothelialen Monolayer
oder einen epithelial/endothelialen Bilayer (transepithelial/transbilayer electrical resistance = TER) ist
umgekehrt proportional zu den iiber den Layer transportierten Ionen. Der TER-Wert stellt somit ein
Mal fiir den parazelluldren und transzelluldren Ionenfluss dar. Dabei werden parazelluldar wesentlich
mehr Ionen transportiert als transzelluldir. Da der Netto-lonentransport hauptsdachlich vom
parazelluldren Ionenfluss abhéngt, ist der TER ein Indikator fiir die Ausbildung von dichten Zell-Zell-
Verbindungen. Endothelzellen besitzen wie Epithelzellen Tight Junctions, die jedoch nicht so hoch
organisiert sind wie die der Epithelzellen (Schnittler, 1998; Vestweber, 2000). Daher werden bei
Endothelzellen wesentlich geringere TER-Werte gemessen als bei Epithelzellen. Da die Komplexitit
des Tight Junction-Netzwerks innerhalb der verschieden Epithelzelltypen stark variiert, wurde
angenommen, dass es einen direkten Zusammenhang zwischen dem gemessenen TER und der
Komplexitdt der Tight Junctions gibt (Schneeberger und Lynch, 2004). Tatsdchlich scheint ein
logarithmischer Zusammenhang zwischen der Anzahl der Tight Junction-Strukturen und dem
gemessenen TER-Wert zu bestehen (Claude, 1978). Je hoher der TER-Wert, desto hoher ist die
Anzahl der Tight Junction-Strukturen.
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Bestimmung des Permeabilitatskoeffizienten fir den parazellularen Transport

Zur weiteren Charakterisierung der Barrierefunktion kann neben der Messung des TER-Werts die
Aufnahme von Stoffen iiber den zelluldren Layer untersucht werden. Hier wird ebenfalls zwischen
einem parazelluldren und einem transzelluléren Transport unterschieden.

Tight Junctions dienen als Hindernis gegen die Diffusion von Substanzen zwischen der apikalen
und basolateralen Plasmamembran-Doméne. Je nach Dichte der Zell-Zell-Verbindungen des Zell-
Layers erfolgt ein unterschiedlicher parazelluldrer Stoffaustausch. Tight Junctions sind fiir
Makromolekiile in der Regel undurchlissig, kdnnen aber von kleinen hydrophilen Substanzen, wie
Wasser, Methanol, Ethanol, Glycerin, Harnstoff und Natrium-Fluoreszein (7-10 A), passiert werden.
Uber die Messung des parazelluldren Transports von Natrium-Fluoreszein pro Zeiteinheit durch einen
Zell-Layer bzw. einen Bilayer von Epithel- und Endothelzellen in Ko-Kultur ldsst sich ein
Permeabilitatskoeffizient errechnen (sieche Material und Methoden, Kap. 2.14.3). Dieser gibt eine
Geschwindigkeit an, mit der der untersuchte Stoff (Natrium-Fluoreszein) iiber die Zellschicht
transportiert wurde. Je groBer der Permeabilititskoeffizient (cm/sec) desto permeabler ist die zelluldre
Barriere. Mit zunehmender Molekiilgroe verringern sich die Permeabilititskoeffizienten (Matsukawa

et al., 1997).

Proliferation/Differenzierung (Ki 67 als Proliferationsmarker)

Da der Aufbau einer intakten zelluliren Barriere mit dem Riickgang der proliferativen Aktivitét
einhergeht, kann die Differenzierung von Zellen zu einem dichten kontaktinhibierten Zell-Layer auch
tiber eine verringerte proliferative Aktivitit nachgewiesen werden. Ki 67 ist ein kernstédndiges Nicht-
Histon Protein, das sehr eng mit der Proliferation von somatischen Zellen verkniipft (Endl und Gerdes,
2000) und auBler in der GO-Phase in allen Phasen des Zellzyklus nachweisbar ist (Gerdes et al., 1984).
Die Expression beginnt bei vorher ruhenden Zellen in der spiten G1-Phase, steigt in der S-Phase an
und erreicht das Maximum in der G2- und M-Phase (Sasaki et al., 1987). Nach der Mitose fillt sie
sofort ab. Sich kontinuierlich teilende Zellen zeigen wéhrend der gesamten G1-Phase eine positive
Reaktion fiir Ki 67. Wahrend des grof3ten Teils der Interphase wird Ki 67 in vitro hauptsichlich in den
Nukleoli proliferierender Zellen insbesondere in deren Peripherie vorgefunden (Takagi et al., 1999).
Wihrend der Mitose bei Mensch und Maus findet man eine Markierung mit anti-Ki 67 als Netzwerk
an der Oberfliche kondensierter Chromosomen (Verheijen et al., 1989; Takagi et al., 1999). Sehr bald
nach dem Austritt aus der Mitose, in der frithen G1-Phase, ist Ki 67 tiber viele kleine nukledre Foci
verteilt, die spdter in der Gl-Phase in und um den neu gebildeten Nukleolus und die
Heterochromatinbezirke des Kerns kondensieren (Kreitz et al., 2000). Die Tatsache, dass Ki 67
ausschlieBlich wihrend des aktiven Zellzyklus exprimiert wird, macht die Markierung dieses Proteins
durch spezifische Antikdrper zu einem wichtigen und mittlerweile sehr verbreiteten Instrument zur
Beurteilung der Zellproliferation (Scholzen und Gerdes, 2000). Ki 67 spielt eine Rolle bei der hdheren
Ordnung der Chromatinstruktur (Scholzen et al., 2002).
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Zielsetzung

Ziel der Promotionsarbeit war es, ein reproduzierbares Testsystem fiir in vitro Studien an der
alveolo-kapilldren Einheit aufzubauen. Besonders im Hinblick auf die Etablierung intakter epithelialer
und endothelialer Monolayer und der Beibehaltung wichtiger phénotypischer Eigenschaften der
Endothel- sowie Epithelzellen sollte ein ,in vivo nahes Modell fiir weitere pathogenetische,

toxikologische oder pharmakologische Studien etabliert werden.

Das Ko-Kulturmodell sollte geeignet sein, grundlegende Aspekte der molekularen Wechsel-
wirkungen im Bereich der Alveolen aufzuklaren, z.B.:
(1) wie Endothelzellen das Wachstum und die Differenzierung von Epithelzellen beeinflussen
und umgekehrt.
(2) wie Zellen in Ko-Kultur durch physiologische Stimuli, z.B. durch Zytokine, aktiviert werden
(3) welche Effekte diese Stimuli auf die Integritdt der alveolo-kapilldren Barriere sowie die

Freisetzung sekundérer epithelialer/endothelialer Zytokine haben.

Zu diesem Zweck sollen folgende Voraussetzungen geschaffen werden:

e Entwicklung optimaler Kulturbedingungen fiir Epithelzell- und Endothelzell-Linien in Mono-
Kultur im Hinblick auf Proliferation und Differenzierung

e Charakterisierung der Epithelzell- und Endothelzell-Linien in Mono-Kultur bei optimalen
Kulturbedingungen
- Nachweis zelltypspezifischer Eigenschaften

e Untersuchung der immunmodulatorischen Eigenschaften der Zellen in Mono-Kultur im
Vergleich mit primér isolierten Zellen
- Expression von Zelladhisionsmolekiilen
- Freisetzung von sekundéren Zytokinen

¢ Ko-Kultivierung pulmonaler Epithelzellen mit mikrovaskuldren Endothelzellen:
- Etablierung einer funktionellen Barriere
- morphologische/immunzytochemische Charakterisierung von Epithel- und

Endothelzellen in Ko-Kultur

e  Untersuchung der immunmodulatorischen Eigenschaften des Ko-Kulturmodells

- Expression von Zelladhisionsmolekiilen

- Freisetzung von sekundéren Zytokinen

Insgesamt soll diese Arbeit eine optimierte Methode zur Ko-Kultivierung epithelialer und

endothelialer Zell-Linien als Modell fiir eine funktionelle alveolo-kapillare Einheit erarbeiten.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Geréate

211 Chemikalien

Acrylamid (30%)/Bisacrylamid (0,8%)
Agar 100 Resin

Avidin/Biotin (AB)-Blocking-Kit
Albumin, bovin (0,005% Fettsduren) [BSA]
Albumin, bovin 35 %ige Losung, steril
Alkalische Phosphatase Férbekit

Blockierungsreagenz

Bis-(2-hydroxyethyl)imino-tris(hydroxymethyl)methan
Ciprobay 200

DNAse
D(+)-Glukose-Monohydrat
Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat

EGTA (Ethylenglycol-bis(B-aminoethyl)-N,N,N*,N"-
tetraacetoxymethylester)

Eosin G
Essigsdure 99-100%
Ethanol

Fibronektin, human

Formaldehyd 37%

Fungizone-Losung

Gelatine 2%ige Losung, Typ B aus Rinderhaut
Giemsa-Farbelosung

Glyzerin

Glukose

Héamalaun-Farbeldsung

Hepes (N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N"-[2-ethansulfonséure])
Hoechst 33342

Interferon-y

Interleukin-13

Isoton II (Diluent von Coulter
fiir Flow-Zytometer & Counter)

Kollagen Typ I
Kristallviolett

Lipopolysaccharid (LPS) von E.coli
3-(N-Morpholino) Propansulfonsdure (MOPS)
Methanol p.A.

Roth, Karlsruhe 3029-1
Plano, Wetzlar R 1043
Vector, Griinberg SP-2001
Sigma, Taufkirchen A 7638
Sigma, Taufkirchen A 7409
Sigma, Taufkirchen 86-C
Roche, Mannheim 1112589

Sigma, Taufkirchen B7954
Bayer, Leverkusen 82420402
PZN-7802062

Roche, Mannheim 1284932
Merck, Darmstadt 4074
Merck, Darmstadt 6580
Sigma, Taufkirchen E 4378

Merck, Darmstadt 15935
Baker, Griesheim 6152

Riedel de Haen, Seelze
34923

Sigma, Taufkirchen F 3648
Merck, Darmstadt 40031000
Gibco, Karlsruhe 15290-026
Sigma, Taufkirchen G 1393
Merck, Darmstadt 9204
Sigma, Taufkirchen G 7757
Merck, Darmstadt 4074
Merck, Darmstadt 9249
Sigma, Taufkirchen H 9136
Sigma, Taufkirchen B-2261
Strathmann, IFNg-50

PHB, IL-18-10

Coulter, Krefeld 9966071

IFBM, Leipzig
Merck, Darmstadt 1407

Sigma, Taufkirchen L 2630
Gebru, Berlin 1081
Baker, Griesheim 8045
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Natriumazetat

Natriumbicarbonat

Natriumchlorid

Natriumdisulfit

Natrium-Fluoreszein (Acid Yellow 73)
Natriumorthovanadat
N,N-Bis(2-hydroxyethyl)glycine, Bicine
Osmiumtetroxid-Losung 4%
Paraformaldehyd (PFA)

Perjodséure

Pipes

Polyethylenglykol

Schiff sches Reagenz

Silbernitrat

Sukrose

Tanninséure

Triton X-100

TRIS

TRIS-HCI

Tumor Nekrose Faktor o (TNF )
Tween 20

Wasserstoffperoxid 30 %
1,4-diazobicyclo[2.2.2]octan [DABCO]
Polyethylenglycol 8000

Merck, Darmstadt 6268
Sigma, Taufkirchen 54019
Merck, Darmstadt 1540
Merck, Darmstadt 6528
Sigma, Taufkirchen F 6377
Sigma, Taufkirchen S 6508
Sigma, Taufkirchen B 3876
Sigma, Taufkirchen 75632
Merck, Darmstadt 4005
Merck, Darmstadt 711B
Sigma, Taufkirchen P 8658
Sigma, Taufkirchen E 4378
Sigma, Taufkirchen
395-2-016

Sigma, Taufkirchen S 8157
Serva, Heidelberg 35579
Sigma, Taufkirchen T 0125
Sigma, Taufkirchen T 6878
Roth, Karlsruhe 48552
Sigma, Taufkirchen T 3253
Sigma, Taufkirchen T 2410
Sigma, Taufkirchen P 1379
Merck, Darmstadt 108597
Sigma, Taufkirchen D 2522
Sigma, Taufkirchen P 2139

Zur Herstellung von Losungen wurde Reinstwasser der ELGA-Maxima-Anlage verwendet, welches

gegebenenfalls autoklaviert oder sterilfiltriert wurde. Fiir die direkte Anwendung in der Zellkultur

wurde Aqua ad injectabile (Fresenius) eingesetzt.

212 Enzyme und Chemikalien zur Zelldissoziation

Kollagenase 1
Clostridiopeptidase A [EC 3.4.24.3]

neutrale Proteasen, Clostripain, tryptische Aktivitit

Dispase
[EC 3.4.24.4]

Elastase
[EC 3.4.21.36]

Elastase
[EC 3.4.21.36]

Trypsin/EDTA [Ethylendiamintetraessigsaure]

[EC 3.4.21.4]
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CellSystems, St. Katharinen
CLS-1419%4
Lot. Nr. F5P884

Sigma, Taufkirchen P 3417
Lot. Nr. 75H08975

CellSystems, St. Katharinen
2294, Lot. Nr. 3953586

Calbiochem, Darmstadt
324682, Lot. Nr. B 42866

Gibco, Karlsruhe 25200-056
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2.1.3 Antikorper

2.1.3.1 Antikdrper zur immunzytochemischen Charakterisierung

Tab. 1:  Monoklonale Primdrantikorper zur Charakterisierung der isolierten Zellen
Marker/Antigen  Ig-Klasse/ Verdinnung MoAb/Klon  Best.Nr.
Subklasse [Perox./Fluoresz.]

CD 44v6 IgG,, Maus 1:120 VFE-7 NeoMarkers,
MS-1093-S

CD 68 IgG, Maus 1:200 PG-M1 Dako, M 876

Zytokeratin IgG,, Maus 1:50 AE1:AE3 Roche Diagnostics,

AE1/AE3 -1:100/1:20 20:1 1124161

Zytokeratin 8 IgG,, Maus 1:15 CAM 5.2 BD, 439205

-1:100/1:20 20:1

Zytokeratin 14 1gGs, Maus 1:100 RCK 107 BD, 550509

Zytokeratin 18 IgG,, Maus 1:80 KS 18.04 Progen, 61028

Zytokeratin 19 IgG,, Maus 1:20 KS 19.1 Progen, 61010

E-Cadherin IgG,, Maus 1:40 5H9 Monosan, 7024

E-Selektin, 1gG,,, Maus 1:50 RR1/1 Bender

[CD 62E] 1:200 (EIA) MedSystems,
BMS 110

ICAM-1 IgG,, Maus 1:100 RR1/1 Bender

[CD 54] 1:400 (EIA) MedSystems,
BMS 108

Ki 67 1gG,, Maus 1:200 MIB 1 Dako, M7240

PECAM-1 IgG,, Maus 1:100/1:100 JC/70A Dako, M 0823

[CD 31]

sm o-Actin 1gG,,, Maus 1:400/1:200 1A4 Sigma, A 2547

TTF-1 IgG,, Maus 1:50 8G7G3/1 NeoMarkers,
MS-699-P

VE-Cadherin IgG,, Maus 1:100 75 BD, C 26120

[Cadherin-5]

VCAM-1 [CD 106] IgG,, Maus 1:100 1.G11B1 Southern Biotechn.

1:100 (EIA) Ass. Inc., 9510-01
Vimentin IgG,,, Maus 1:15 VIM 3B4 Progen, 61013

Als Isotypkontrolle diente Maus IgG; von PharMingen Nr.33811A (0,5 mg/ml) und Dianova
CBL 600 (0,2 mg/ml).
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Tab. 2:  Polyklonale Primdrantikorper zur Charakterisierung der isolierten Zellen

Marker/Antigen  1g-Klasse/Wirt Verdunnung Best.Nr.

[Perox./Fluoresz.]

Caveolin-1 IgG-Fraktion, Kaninchen 1:400/1:300 Santa Cruz, SC-894,
N-20, Lot D131

CC-10 IgG-Fraktion, Ziege 1:100 Santa Cruz, SC-7702
C-21, Lot

VWF IgG-Fraktion, Kaninchen 1:3000/1:1000 Sigma, F 3520

Fibronektin IgG-Fraktion, Kaninchen  1:400 Sigma, F-3648

SP-A IgG-Fraktion, Ziege 1:50 Santa Cruz, SC-7699,
C-21, Lot FO80

SP-B IgG-Fraktion, Ziege 1:50 Santa Cruz, SC-7702,
C-20, Lot G031

SP-C IgG-Fraktion, Ziege 1:50 Santa Cruz, SC-7705,
C-19, Lot H069

proSP-C IgG-Fraktion, Kaninchen  1:400 Chemikon, AB 3428

SP-D IgG-Fraktion, Ziege 1:50 Santa Cruz, SC-7708,
C-18, Lot E091

Z0-1 IgG-Fraktion, Kaninchen  1:200 Zymed 61-7300,
Lot 00761273Q
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Tab. 3:  Sekunddrantikorper zur immunochemischen Charakterisierung der isolierten Zellen bzw. zum
Einsatz in Enzym-Immuno-Assays

Marker/Antigen  Ig-Klasse konjugiert Verdinnung Best.Nr.

mit
Maus IgG-Fraktion, Peroxidase 1:50 Dako, P0260
Immunglobuline ~ Kaninchen
Maus IgG-Fraktion, Biotin 1:200 Vector, BA 2000
Immunglobuline  Pferd
Maus IgG-Fraktion, Ziege Peroxidase 1:50 Dako, P0447
Immunglobuline
Maus IgG2a-Fraktion, Ziege  Biotin 1:1000 (EIA) Cymbus
Immunglobuline Biotechnology

CBL 601
Maus IgG1-Fraktion, Ziege Biotin 1:1000 (EIA) Cymbus
Immunglobuline Biotechnology
CBL 600

Maus IgG IgG-Fraktion, Ziege Alexa  Fluor 1:1000 Molecular

488 Probes, A-11029
Maus IgG IgG-Fraktion, Ziege Alexa Fluor 1:1000 Molecular

594 Probes, A-21207
Kaninchen IgG-Fraktion Peroxidase 1:10.000 Dianova,
Immunglobuline 111-035-003
Kaninchen IgG-Fraktion Peroxidase 1:1500 Amersham,
Immunglobuline NIF 824
Kaninchen IgG-Fraktion, Schwein  Peroxidase 1:50 Dako, P0217
Immunglobuline
Kaninchen IgG-Fraktion, Schwein ~ FITC 1:50 Dako, F0205
Immunglobuline
Kaninchen IgG F(ab')2-1gG-Fraktion, LRSC 1:100 Dianova,
(H+L) Esel 711-085-152
Kaninchen IgG IgG-Fraktion, Esel Alexa  Fluor 1:1000 Molecular

594 Probes,
Kaninchen IgG-Fraktion, Esel Cy-3 1:200 Dianova,
Immunglobuline 711-165-152
Kaninchen IgG IgG-Fraktion, Ziege Alexa Fluor 1:1000 Molecular

546 Probes, A-11010
Ziege IgG-Fraktion, Biotin 1:200 Vector, BA 5000
Immunglobuline  Kaninchen
Ziege IgG IgG-Fraktion, Esel Alexa Fluor 1:1000 Molecular

488 Probes, A-11055

36



Kapitel 2

Material und Methoden

2.1.3.2 Antikdrper zur immunomagnetischen Zellseparation

Magnetic Beads, PAN-Maus IgG vom Schaf, M-450
Anti-CD44v6, Maus 1gG,

Dynabeads® CD31 Endothelial Cell

214 ABC-Komplex
ABC-Komplex Alkalische Phosphatase

ABC-Komplex Peroxidase

DYNAL, 110.22
Neomarkers, MS-1093-S
DYNAL, 111.28

Vector, Elite-Kit AK-5000

Vector, Elite-Kit PK-6100

215 ELISA-Kits zur Messung der biosynthetischen Aktivitat

IL-6, human
IL-8, human
MCP-1, human
RANTES, human
sICAM-1
sVCAM-1

2.1.6 Chromogene
o-Phenylen-diamin-dihydrochlorid [OPD]-Tabletten

3-3'-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid [DAB]-Tabletten
Naphthol-AS-Bi-Phosphat

Dimethylformamid

Neu Fuchsin, 4% in HCI

Natriumnitrit, 4% in aqua dest.
3-5-3'-5'-Tetramethylbenzidin [TMB]-Lsung
o-Phenylen-diamin-dihydrochlorid [OPD] —Tabletten
Ponceau S

Serva-Blau G-250

37

R & D Systems, DY 206
R & D Systems, DY 208
R & D Systems, DY 279
R & D Systems, DY 278
R & D Systems, DY 720
R & D Systems, DY 809

Sigma, P 7288

Sigma, D 5905

Sigma, N 2250

Merck 1.29370500
Serva, 30293

Merck 1.06549.01000

R & D Systems, DY 999
Sigma, P 7288

Sigma, P 7767

Serva, 35055
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2.1.7 Medien und Supplemente zur Kultivierung von Endothel- und Epithelzellen

AEGM PromoCell, Heidelberg C-21060
ECGM-MV [PC-Medium]| PromoCell, Heidelberg C-90320
Medium 199 [M199], Hepes Modifikation Sigma, Taufkirchen M 7528
Lot 66H2363
MCDB 131 Gibco, Karlsruhe 10372-019
RPMI 1640 Gibco, Karlsruhe 61870-010
SAGM CellSystems, St. Katharinen CC-4124
Penicillin/Streptomycin-Losung Gibco, Karlsruhe 15140-114
L-Alanyl-L-Glutamin [Glutamax ] Gibco, Karlsruhe 35050-038
Fotales Kélberserum [FKS] Gibco, Karlsruhe 10270-106
Lot 40G7285K
Heparin Sigma, Taufkirchen H-3149

Die oben genannten Medien hatten bis auf die serumfreien Medien AEGM und SAGM als
Vollmedien einen Zusatz von 5 bzw. 15 % FKS und waren mit folgenden Supplementen versehen:
Zur Kultivierung von ISO-HAS-1 wurde MCDB 131 5% FKS, bFGF (2,5 ng) und Heparin (10 pg/ml)
als Wachstumsfaktoren zugegeben. ECGM-MV, SAGM und AEGM enthielten die Antibiotika
Amphotericine B / Gentamycin (50 ng/50 pg/ml) und Glutamin bereits im Medium. ECGM-MV mit
bFGF/Heparin (2,5 ng/10 pg/ml) wurde als PC-Medium bezeichnet.

AEGM SAGM
Supplemente: (C-21060) (CC-4124)
Bovine Pituitary Extract 52 ug/ml 30 ug/ml
Epidermal Growth Factor 0,5 ng/ml dito
Insulin 5 pg/ml dito
Hydrokortinson 0,5 ug/ml (1,379 uM) dito
Epinephrin 0,5 pg/ml dito
Trijodthreonin 6,7 ng/ml 6,5 ng/ml
Transferrin 10 pug/ml dito
Retinolsdure 0,1 ng/ml dito
BSA-FAF (BSA fettsdurefrei) - 0,5 mg/ml

38



Kapitel 2

Material und Methoden

2.1.8 Wachstumsfaktoren

Tab. 4:

Eingesetzte Wachstumsfaktoren und deren biologische Aktivitiiten
Herkunft  Firma LotNr. Biologische Konz.bereich
Aktivitdt
ECGS Bovines BD 901199  ohne Angabe 50-150 pg/ml
[Endothelial Hirngewebe 40006B
Growth
Supplement]
bFGF human Sigma 46H6764 0.117 ng/ml 3-7 ng/ml
rekomb. F0291 mit Heparin ~ (0.5-1 ng/ml +Heparin)
EC50
Balb/c3T3
ITS" BD ohne Angabe  Insulin/Transferrin je
354352 6,25 ng/ml

Selensédure 6,25 ng/ml
BSA 1,25 mg/ml

Linolensdure
5,35 png/ml

2.1.9 Reagenzien fur die Molekularbiologie

RNeasy Mini Kit

Qiashredder-Séule

RNase-Free DNase-Set

Omniscript Reverse Transcriptase-System
oligo-dT primer

RNase inhibitor

Taq DNA polymerase-Kit

2.1.10 Reagenzien fir Western Blots
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Ammoniumpersulfat (APS)
Chlorbutanol

ECL Blocking Agens

ECL-Reagenz
(SuperSignalWest Dura)

ECL-Reagenz

Hyperfilm

Qiagen, Best.-Nr. 74104
Qiagen, Best.-Nr. 79654
Qiagen, Best.-Nr. 79254
Qiagen, Best.-Nr. 205113
Qiagen, Best.-Nr. SP230
Promega, Best-Nr. N 2111
Qiagen, Best.-Nr. 201203

Nupage, Kat.Nr. NP0006
Amersham, RPN 2125

Pierce, 34075

Amersham, RPN 2106

Amersham, RPN
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Nonidet P40
NuPage LDS Ladepuffer

Polyacrylamid-Gradientengele
4-12%

Prestained-Marker
Proteinaseinhibitorgemisch
PVDF-Membran

TEMED

2.1.11 Gerate

Bedampfungsanlage

Brutschranke
Dampfsterilisator

ELISA-Reader

Fluoreszenzmikroskop
Fluorenzenzreader

Kupfertrigernetzchen

Kiihlschrank
Kiihltruhen
Laser-Scan-Mikroskop

Lichtmikroskope

Mikrotiterplatten-Washer
pH-Meter
Reinstwasseranlage
Rasterelektronenmikroskop
Schiittelwasserbad
Sterilisator
Sterilwerkbanke
TEER-Messgerit
Thermoblock

Transmissionselektronenmikroskop

Sigma, 74385
NuPage, NP 0007

NuPage TM 4-12% BT 1.0, 2081570-0595

BioRad Precision Prestained, 161-0373
Sigma, P 8340

Millipore, Immobilon-P 0,45um, IPV H00010
Biorad, 161-0800

Polaron Instruments, Modell ES100

Heraeus 6000, Heraeus, Cytoperm 8080
H+P Labortechnik, Varioklav Typ 500

Titertek Multiscan Plus Mk II, Serial RS 232-C
Typ 314

Leica, Leitz DMRX
TECAN, Genesis
G 100 HEX, Science Services

Bosch, vario cooler

Bosch, electronic luxus, economic no frost
Leica, TCS-NT

Leica, Inversmikroskop DM IRB

Zeiss, Inversmikroskop Telaval 21

anthos labtek instruments, Biotrak
WTW, 537

ELGA, Elgastat Maxima.VF

Zeiss, Modell DSM 962

Julabo, SW-20C

WTC Binder, TYP 18115300002020
Heraeus, Lamin Air Flow Typ HB 2448
WPI, EVOM

Techne, DRI-Block DB-2D

Philips, Modell EM 410
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Ultramikrotom Reichert Jung, Ultramikrotom ultracut
Ultraschallwasserbad Bandelin, Sonorex TK 52

Vibrationsmischer Ika Schiittler Vibriofix VF2 Electronic

Waage Sartorius, LC-420

Wirmeplatte IKA-Labortechnik, IKAMAG RET-GS
Wirmeschrank Heraeus, ST 5050

Zellzéhlgerit Schirfe-System, CASY 1, Modell TTC
Zentrifuge Heraeus Sepatech, Labofuge M, Rotor BS 4402/A

Alle Gewebekulturmaterialien wurden von TPP, die 8-Kammer-Glasobjekttriger zur

Zellkultivierung von BD und die Thermanox-Deckglidschen von Nunc bezogen.

2.2 Abldsen von Zellen

Trypsinierung

Zum Ablosen adhdrent wachsender Zellen wurde das Medium abgesaugt, einmal mit PBS
gewaschen und die Zellen mit Trypsin/EDTA-L6sung (0,25 % Trypsin/0,25 % EDTA in PBS) bei
37°C inkubiert. Nach 5 min erfolgte die Inaktivierung des Trypsins durch Zugabe von serumhaltigem
Kulturmedium. AnschlieBend wurden die abgeldsten Zellen in isotonischer Losung (Isoton II bzw.
PBS) oder Medium resuspendiert und zur Zellzdhlung oder Aussaat auf verschiedene

Kulturoberflachen eingesetzt.

Ablosen mit Kollagenase Typ | (CLS I) /EDTA

Empfindlichere adhirent wachsende Zellen wurden mit Hilfe einer Enzymldsung aus Kollagenase
Typ 1 (0,1%) und EDTA/BSA (0,01%/0,1%) 15 min von der Zellkulturflasche abgeldst, anschlieBend
in PBS oder Medium mit 0,2% BSA aufgenommen und bei 173 g 10 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde vorsichtig abgesaugt und das Zellpellet in frischem Kulturmedium aufgenommen und auf die

jeweiligen Kulturoberflichen ausgesit.
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2.3 Fixierung von Zellen

e (CS-Puffer: 60,5 g Pipes
0,76 g EGTA
80 g Polyethylenglycol 8000
8 g NaOH
2000 ml aqua dest pH auf 6,9 einstellen

Vor der Fixierung wurden die Zellen einmal mit PBS gespiilt. Die Fixierung der Zellen fiir die
Immunzytochemie und Immunfluoreszenz erfolgte mit 3,7% Paraformaldehyd (PFA) in CS-Puffer
bzw. Methanol:Ethanol (2:1, v:v). Nach einer Inkubationszeit von 15 min bei Raumtemperatur und
dreimaligem Spiilen mit PBS wurden die Zellen bis zur weiteren Aufarbeitung bei 4°C gelagert. Zur
Aufarbeitung fiir die Elektronenmikroskopie erfolgte die Fixierung mit 2,5% Glutaraldehyd (GA) fiir

15 min.
2.4 Beschichtung der Kulturoberflache

Beschichtung mit Kollagen Typ 1

Kollagen Typ 1 wurde in einer Konzentration von 100 pg/ml in essigsaurer Losung
(0,1 M) in einem Volumen von 40 pl als Tropfen auf Ober- und Unterseite der Membranfilter der
HTS 24-Transwell Filterplatten gegeben. Das Verhéltnis von Volumen zu Oberfliche wurde so
gewihlt, dass eine Beschichtungskonzentration von 12 pg/cm’® eingestellt wurde. Die Adhésion des
Kollagen Typ 1 an die Filteroberfldche erfolgte wahrend der Verdunstung der Essigsdure. Fiir LabTek
mit 8 Feldern (8 Well LabTek) wurde mit einem Volumen von 40 ul pro Well (0,81 cm?) in gleicher
Weise beschichtet.

Beschichtung mit Fibronektin (FN)

Die Beschichtung der Membraneinsétze mit FN erfolgte in gepufferter FN-Losung. Dabei wurden
beide Seiten der Membranfilter mit 83 pl FN einer Konzentration von 5 pg/ml in PBS fiir zwei
Stunden bei 37°C inkubiert. Die Beschichtungskonzentration von FN betrug 1,25 pg/cm’ auf beiden
Seiten des Membranfilters. Fiir 8 Well LabTek wurde eine Volumen von 200 ul pro Well (0,81 cm?)

eingesetzt.
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2.5 Isolierung von humanen Typ Il Alveolarepithelzellen

Die Isolierung und Kultivierung von ATII Zellen wird von mehreren Arbeitsgruppen mit

unterschiedlichen Verfahren durchgefiihrt, die aber alle auf einer urspriinglich von Kikkawa und
Yoneda (Kikkawa und Yoneda, 1974) entwickelten Isolationsmethode beruhen. Durch enzymatischen
Aufschlufl wird ein Gemisch an Zellen aus dem peripheren Lungengewebe heraus gelost. Die weitere
Selektion erfolgt tiber die Eigenschaft der ATII Zellen, gegeniiber kontaminierenden Zellen langsamer
an Gewebekulturplastik zu adhérieren. Die nach ein bis zwei Stunden nicht adhérenten Zellen werden
mittels  Dichtgradientenzentrifugation weiter aufgereinigt. Man erhélt schlieBlich nach
Dichtgradientenzentrifugation in Percoll eine Interphase mit 80-90% reinen ATII Zellen.
Meist wurden ATII Zellen von Ratten oder Kaninchen isoliert, wiahrend nur wenige Studien zur
Isolation aus grofleren Tieren, einschlieBlich des Menschen existieren (Edelson et al., 1989; Bingle et
al., 1990; Cunningham et al., 1994; Rosseau et al., 2000). Eine standardisierte Methode zur Isolation
primdrer Alveolarepithelzellen aus Ratte, Kaninchen und Menschen wurde im Rahmen einer
Kooperation von 17 Laboratorien in West- und Ost-Europa verdffentlicht (Murphy et al., 1999). Diese
Methode nach Murphy wurde in vorliegender Arbeit als Standardmethode genutzt, um die Ausbeute
an humanen ATII Zellen (hATII) zu beurteilen.

Die eigene modifizierte Methode kombiniert die Isolierung von mikrovaskuldren Endothelzellen
und humanen ATII Zellen wie folgt. Zundchst wurde Gewebe aus dem peripheren (< lcm von
Peripherie) subpleuralen Lungenparenchym entnommen. Die Pleura visceralis wurde vorsichtig
abprépariert, um eine mdgliche Kontamination mit Mesothelzellen zu vermeiden. Das Gewebestiick
wurde zundchst in einer Transportpufferlosung (MCDB 131, 15% FKS, 1% Ciprobay, 1%
Fungizone, Penicillin/Strepto-mycin (10 U/10 pl/ml)) bei 4 °C ca. 2 Stunden gelagert. Anschlieend
erfolgten die unterschiedlichen enzymatischen Behandlungen nach mechanischer Zerkleinerung des

Gewebes. Die einzelnen Isolierungsschritte sind in Abbildung 6 zusammengestellt.

FluRdiagramm der einzelnen Isolierungsschritte:

abprapaneren der Pleura (Schere, stumpf)

Entnahme von Lungengewebe
<1 cm von der Perpherie

‘ Transportpuffer mit 2 fach Antibiotikum, 2-4 h

| Feine Zerkleinerung des Gewebes
mit Hilfe einer Schere

1

[ Lungenresektat,
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|
Waschen mit Hepes-BSA 0,2% 40 pm Metz,
Entfermung von Debris und Erys

e 1 g Gewebe e 1 g Gewebe
in 10 ml Medium mit 1,18 Uiml Dispase in TrypsinEDTA (je 0 .25%ig)
auf Rollmischer 18 h, 4°C in Schittelwasserbad & min, 27°C
™y
100 pum MNylonnetz 100 um Mylonnstz
spulen mit 10 ml Hepes-BSA spalen mit 10 ml PESA, Filtrat 1
Filtrat wennarfen (Alveularmakmphagenb ind ml FKS mit DRAse (200Ul
Gewebe in 3 ml 15 U/ml Elastase/ N restliches Gewebe N
0,05%Trypsind 1.8 mit EDTA in TrypsinEDTA (je 0,25%ig)
Schittelwasserbad 20 min, 37°C in Schittelwasserbad 20 min, 37°C
I I 1x
Meutralisation des Trypsins 100 pm Mylonnetz
mit 20 ml serumhaltigem hMedium (4°C spalen mit 10 ml PESA, Filtrat 2 + 3
mit 5 ml Pipette mehrmals resuspendieren ind ml FKS mit DNAse (200U/ml)
1 1
100 pum Nylonnetz Filtrat 1 + 2 + 3
Sx spllen mit 10 ml Hepes-BSA 100 pum MNylonnetz
mehrmals resuspendieren Sx spllen mit 10 ml Hepes-BSA
Filtrat weiterverarbeiten p mehrmals resuspendieren
| |
Filtrat durch 40 pm Mylonnetz Filtrate durch 40 um MNylonnetz
Entfernung kleiner klebriger Gewebs- Entfernung kleiner klebriger Gewebs-
fragmente, Filtrat weiterverarbeiten fragmente, Filtrat weiterverarbeiten
Zenftrifugation, Pellet in & ml HPMEC Zentrifugation, Pellet in & ml
Medium auf Gelatine-beschichtete Medium auf Gewebekultur T,
Tog fr 6 W 37°C, 5% CO2 far 1h 37°C, 5% CO,
L |

nach Adhéasionszeit Abnahme der nicht
adharenten Zellen im Mediumuberstand

[ Dichtegradientenzentrifugation:

10 ml Percoll high (1,089 g/ml)
Uberschichtet mit 10 ml low (1,040 g/ml)
240g, 10°C, 20 min ungebremst

Entnahme der Zellen der Interphase
Aufnahme in 4fachem Volumen Hepes-BSA
Zentrifugation [173g/10 min]

- ~—  J

Pellet in 5 ml AEGM aufnehmen und Aussaat
auf Coll I-beschichtete T,; bzw. LabTek
Kultivierung bei 37°C, 5% CO,, 21% 02

Abb. 6 Gegeniiberstellung der unterschiedlichen Isolierungsmethoden fiir Alveolarepithelzellen vom
Typ Il als Flufidiagramm: selbst entwickelte, modifizierte Methode (links), Methode nach
Murphy et al. 1999 (rechts)
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251 Histologie des Lungengewebes nach Enzymbehandlungen

Das Lungengewebe wurde sowohl nativ als auch nach der jeweiligen Isolationsmethode (nach
Murphy (Murphy et al., 1999) bzw. eigener Methode) mit einer Formalinldsung (4 %) fixiert. Nach
Paraffineinbettung wurde die Struktur des nich verdauten Gewebes (Restgewebes) mit Hilfe
immunhistologischer Methoden untersucht. Zur Beurteilung der Proben dienten eine
Hamatoxylin/Eosin (HE)-Fiarbung sowie der Nachweis spezieller antigener Determinanten mittels
Immunperoxidase-Férbung. Folgende Marker wurden bei der Immunperoxidase-Farbung fiir die
bestimmten Zelltypen verwendet: TTF-1 fiir Alveolarepithelzellen von Typ Il und PECAM-1 (CD 31)
fiir Endothelzellen.
TTF-1 wurde hier eingesetzt, um die Alveolarepithelzellen von Typ II im Restgewebe nachzuweisen.

Clarazellen der Bronchiolen, die ebenfalls positiv fiir TTF-1 sind, werden ebenfalls markiert.

25.2 lIdentifizierung und Quantifizierung der isolierten Epithelzellen

Zur Beurteilung der Reinheit der isolierten Epithelzellen wurden Zytospins der Zellen direkt nach
Isolation angefertigt. Dazu wurden 100 ul Zellsuspension in eine spezielle Vorrichtung gegeben, die
iiber eine Offnung Kontakt zu einem Glasobjekttriiger hatte, und mit einer Zytozentrifuge fiir 10 min
bei 1500 U/min zentrifugiert. AnschlieBend wurden die auf dem Glasobjekttrager haftenden Zellen
(Zytospins) mit Fixierungslosung zum Nachweis der Alkalischen Phosphatase (AP-Kit, Sigma) bzw.
mit Merckofix fixiert. Ein anderer Teil der Isolate wurde als PO auf kollagenbeschichtete LabTek
ausgesit und bis zur Konfluenz kultiviert (3-5 Tage). Die LabTek wurden dreimal mit warmem PBS
gewaschen und die adhdrenten Zellen 15 min mit 3,7%igem PFA in CS-Puffer fir die
Immunzytochemie bzw. mit 2,5%igem Glutaraldehyd (GA) fiir die Tanninsdurefarbung bzw. 5 min
mit AP-Fixierungslosung (AP-Kit, Sigma) zum Nachweis der alkalischen Phosphatase fixiert.

Zur Identifizierung der isolierten Zellen wurden folgende antigene Determinanten mittels
Immunperoxidase-Farbung oder Immunfluorenszenz markiert: TTF-1, CD44v6, SP-A, SP-B, SP-C,
SP-D, die Zytokeratine 8, 18 und 19 fiir Epithelzellen und CD 68 fiir Monozyten/Makrophagen;
smAktin fiir glatte Muskelzellen; Vimentin fiir mesodermale Zellen, wie Endothelzellen, Fibroblasten
und glatte Muskelzellen.

Die Anzahl der ATII-Zellen in der PO wurde durch positive Markierung der osmiophilen Lamellar

Bodies mit Tanninséure durch Auszdhlung bestimmt.
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Nachweis der endogenen Alkalischen Phosphatase
o AP-Fixanz: Citratlosung (19 mM Zitronensadure,
9 mM Na-Citrat, 12 mM Natriumchlorid)
65 ml Aceton (reinst)

8 ml Formaldehyd (37%)

Zum Nachweis der Aktivitdt einer endogenen Alkalischen Phosphatase (AP) wurde ein Férbekit
der Firma Sigma verwendet. Dazu wurden die Zellen zur Erhaltung der AP-Aktivitit mit AP-Fixanz

fixiert. Die Praparate wurden anschlieBend sofort gefarbt.

Markierung der Lamellar Bodies mit Osmiumtetroxid und Tanninsaure

Zum Nachweis der osmiophilen Lamellar Bodies wurden die auf LabTek kultivierten Zellen mit
2,5% Glutaraldehyd fiir 15 min fixiert. AnschlieBend mit PBS gespiilt und 90 min mit
Osmiumtetroxid (1 %ig in PBS) nachfixiert und dann zweimal mit PBS gespiilt. Zur weiteren
Kontrastierung wurden die Praparate (i.N. in Tanninsdureldsung (1 %ig in PBS, pH = 6,8) bei 4°C
inkubiert. Nach dreimaligem Spiilen mit PBS wurden die Prdparate mit Glyceringelatine eingedeckt
und die lichtmikroskopische Auswertung der Zellen mit dunkelbraun angefiarbten Zelleinschliissen,

den osmiophilen Lamellar Bodies, angeschlossen.

25.3 Positive Selektion der Zielzellen: Zellseparation mit Hilfe von CD44v6-Beads

Die Isolierung von Typ II Alveolarepithelzellen erfolgte nach 4-5 Tagen in PO mittels positiver
Selektion iiber immunomagnetische Partikel, die an einen fiir hATII Zellen in situ spezifischen
Marker gekoppelt waren. Als Sekundérantikorper-gekoppelte Beads dienten anti-Maus-IgG-Beads, als
spezifischer, primérer monoklonaler Antikorper wurde anti-CD44v6, Maus-1gG;, eingesetzt.
250 pl Beads (=10° Beads) wurden in einem sterilen Rhrchen 1:20 mit PBSA 0,2 % verdiinnt, in den
Magnethalter (MPC-1, DYNAL) gesetzt und 5 Minuten separiert. Die klare Fliissigkeit wurde
abgesaugt, das Rohrchen aus dem Magnethalter entfernt und die Beads im Ausgangsvolumen (250 pl)
PBSA aufgenommen. Die beschriecbene Waschprozedur wurde zweimal durchgefiihrt, um
Bruchstiicke und nicht gekoppelte Sekundirantikdrper zu entfernen. AnschlieBend erfolgte die
Kopplung des priméren Antikorpers durch Zugabe von 5 pg (50 ul) anti-CD44v6 (0,2 mg/ml) pro 10°
Beads (250 ul). Das Volumen wurde auf 500 pl mit PBSA aufgefiillt, es wurde vorsichtig gemischt
und fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur unter stindigem Mischen inkubiert. Nach Kopplung des
monoklonalen primdren Antikorpers wurden die nicht gebundenen Primérantikorper durch
dreimaliges Waschen entfernt und die anti-CD44v6-Beads im Ausgangsvolumen (250 pul) PBSA
aufgenommen. Die mit Primérantikorper gekoppelten Beads waren bei 4 °C mindestens sechs Monate

stabil.
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Zur Zellseparierung wurden 10-15 pl anti-CD44v6 gekoppelte Beads zu einer subkonfluenten Tss
(nach ca. 5-6 Tagen in PO aus ca. 1 g Lungennassgewicht) gegeben. Die Inkubation erfolgte fiir
10 Minuten bei Raumtemperatur in 6 ml Kulturmedium.

Verhiltnis: 2-2,5 ul Beads/ml in 6 ml zu ca. 1 x 10° Zielzellen
4 x 10°Beads/1 x 10° Zellen
[Herstellerempfehlung: 1 x 10’ Beads/0,25 x 107 Zielzellen]

AnschlieBend wurden die nicht gebundenen Beads mit PBS weggewaschen und die Zellen mit
0,2 % EDTA/BSA + 0,1% Kollagenase Typ 1 abgeldst. Die markierten Zellen wurden am Magnet fiir
5 min bei Raumtemperatur separiert. Die Zielrosetten hafteten an der Rohrchenwand, wihrend der
Uberstand die nicht an Beads gekoppelten Zellen enthielt. Letzterer wurde vorsichtig abgesaugt und
gesammelt, das Rohrchen aus dem Magnethalter entfernt und die Zielzellen in 7 ml PBSA (4-8 °C)
resuspendiert und bei 4-8 °C unter stindigem Mischen (Coulter Mixer) 10 min vereinzelt. Diese
Waschschritte wurden insgesamt dreimal durchgefiihrt, wobei die Zielzellen nach dem letzten
Separationsschritt in AEGM aufgenommen wurden. Die Aussaat der Zielzellen (positiv isolierte
Zellen) erfolgte auf eine mit Kollagen Typ 1-beschichtete T,s-Gewebekulturflasche.

Die gesammelten, nicht markierten Zellen (negativ isolierte Zellen) wurden zentrifugiert
(173 g/10 min), der Uberstand dekantiert, die Zellen in AEGM aufgenommen und ebenfalls auf
Kollagen Typ 1-beschichtete T,s-Gewebekulturflaschen bzw. LabTek ausgesit.

254 Charakterisierung der isolierten Zellen

Da keine Abtrennung der Beads vorgenommen wurde, konnten die markierten Zellen wéhrend der
ersten Tage nach Zellseparation lichtmikroskopisch leicht identifiziert werden.

Eine Charakterisierung der isolierten Zellen folgte im Verlauf der Kultur. Dazu wurden in
verschiedenen Passagen 4-5 x 10* Zellen/cm” auf Kollagen Typ 1-beschichtete (14 pg/cm?) LabTek
ausgesit, bis zur Konfluenz kultiviert und mit 3,7 % PFA in CS-Puffer fixiert. AnschlieBend erfolgte
eine immunzytochemische Farbung verschiedener zelltypspezifischer Marker. Auch nicht epitheliale
Marker, wie sm Aktin fiir glatte Muskelzellen, Vimentin fiir Fibroblasten und CD68 fiir

Alveolarmakrophagen wurden untersucht, um eventuell kontaminierende Zellen zu identifizieren.
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2.6 Isolierung von humanen pulmonalen mikrovaskularen Endothelzellen

Eine Methode zur Isolierung von humanen pulmonalen mikrovaskuldren Endothelzellen (HPMEC)
aus peripherem Lungengewebe habe ich bereits in meiner Diplomarbeit etabliert (Hermanns, 1997).
HPMEC wurden mit der gleichen enzymatischen Behandlung wie hATII Zellen aus humanem
Lungengewebe isoliert (siche Kap. 2.5). Uber einen Adhisionschritt wurden die Endothelzellen und
ein GroBteil der Fibroblasten, die innerhalb von 6 Stunden an gelatine-beschichtete Kulturoberflachen
anhafteten, von den in Mediumiiberstand verbleibenden Epithelzellen getrennt. Die Kultivierung der
adhérenten Mischkultur erfolgte fiir weitere 5 bis 7 Tage in ECGM-MV mit 15% FKS und Zusétzen
von 2,5ng/ml bFGF und 10 pg/ml Heparin. Die HPMEC wurden anschlieBend mit Hilfe
endothelspezifischer Magnetbeads (Dynabeads® CD31 Endothelial Cell) nach Protokoll des
Herstellers positiv selektioniert. Zur Erhéhung der Reinheit der Endothelzellen erfolgte eine zweite
positive Selektion nach der ersten Passage (P1). Die HPMEC wurden, wenn nicht anders angegeben,

in ECGM-MYV mit 15% FKS und Zusétzen von 2,5 ng/ml bFGF und 10 ug/ml Heparin kultiviert.

2.7 Monokultur
2.7.1 Untersuchung der Kulturbedingungen fur primér isolierte Zellen (HPMEC, hATII)

Um das Proliferations- und Differenzierungs-Verhalten der isolierten Zellen zu beurteilen, wurde
deren Proliferation in verschiedenen Medien iiber eine Kulturdauer von 14 Tagen mittels Zellzdhlung
am CASY I untersucht (siche Kap. 2.7.3). Dazu wurden kommerziell erhéltliche synthetische Medien
fiir die Kultivierung von Zellen des respiratorischen Trakts eingesetzt: SAGM (small airway epithelial
cell growth medium) und AEGM (aiway epithelial cell growth medium) sowie M199 mit ITS" (1:20),
EGF (epidermal growth factor, 10 ng/ml) und BSA (50 pg/ml) als Zusétze und M199 ohne Zusitze.

2.7.2 Entwicklung der Kulturbedingungen fur die Ko-Kultivierung der Zell-Linien
Um optimale Kulturbedingungen fiir die spatere Ko-Kultur zu gewihrleisten, wurde das

Wachstums- und Differenzierungsverhalten folgender Zell-Linien in Monokultur untersucht:

Zell-Linie Herkunft Best. Nr Empfohlenes Kulturmedium

A549 bronchioalveoldres  CCL-185 DMEM + 10% FKS
Adenokarzinom bzw. Hdm’s F12 + 10% FKS

NCI H441 Adenokarzinom HTB-174 RPMI + 10% FKS

NCI H820 Adenokarzinom HTB-181 DMEM + Ham's F12 (DHSF)

+SF-Mix *

ISO-HAS, Klon-1 dermales eigene Etablierung M199 + 20% FKS
Hamangiosarkom + ECGS/Heparin (50 ng/50 pg/ml)

ST1-6.R transfizierte eigene Etablierung M199 + 20% FKS
HPMEC + ECGS/Heparin (50 ng/50 ug/ml)

*) SF-Mix = ITS" (1:60) , Ethanolamin (0,01mM), Phosphoethanolamin (0,01mM), Trijodthreonin

(0,1nM), Hydrocortison (50 nM), EGF (0,1 pg/ml)
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2.7.3 Bestimmung der Proliferation der Zellen mittels Zellz&hlung am CASY |

Zur Untersuchung der Wachstumseigenschaften wurden die Zell-Linien bzw. Primérzellen jeweils
mit einer Dichte von 2x10* Zellen/cm® auf 24-Well-Gewebekulturplatten ausgesit. Die weitere
Kultivierung erfolgte in 1 ml des zu untersuchenden Mediums. Ein Mediumwechsel erfolgte jeden
zweiten Tag. Die Zellzahl wurde wihrend einer Kulturdauer von 14 Tagen regelmifBig mit einem
elektronischen Zellzéhlgerdt (CASY 1, Schérfe) ermittelt. Dazu wurden pro Zeitpunkt drei
Parallelproben trypsiniert. Mit Hilfe des CASY 1-Zellzéhlgerites erfolgte nun die Bestimmung der

Zellzahl pro ml. Aus dieser Zellzahl pro ml lieB sich die Zellzahl pro cm” Kulturfliche errechnen.

2.8 Nachweis von Differenzierungsmarkern mittels Immunfluoreszenz

Bei allen Immunfluoreszenz-Farbungen erfolgte die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen
fiir die Antikorper mit 3 % fettsdurefreiem BSA in PBS. AnschlieBend wurden verschiedene
endotheliale bzw. epitheliale Marker mittels Immunfluoreszenz dargestellt. Dazu wurden die unter
2.1.3.1 beschriebenen antigenen Determinanten mit Fluorochromen (Alexa-Fluor 488 (griin) und
Alexa-Fluor 594 bzw. 546 (beide rot)) markiert. Die Inkubation mit dem Primérantikorper erfolgte
iiber Nacht. Anschliefend wurden die Praparate einmal mit PBS mit 0,5% Triton X-100 und dreimal
mit PBS gespiilt. Als Sekundérantikérper wurde ein fluorochromgekoppelter (meist Alexa-Fluor 488)
Antikorper eingesetzt, der sich gegen die Spezies des Primérantikorpers richtete. Die Inkubationszeit
betrug 3 h. Eine Kerngegenfiarbung wurde 5 min mit Hoechst 33342 (1 pg/ml) durchgefiihrt. Nach
dreimaligem Spiilen mit PBS und einmaligem Spiilen mit aqua dest. wurden die Préparate mit
Fluoreszenz-Eindeckmedium (Gel Mount) eingedeckt und am Fluoreszensmikroskop bzw. konfokalen
Laser-Scanning-Mikroskop beurteilt.

Da die Spezies einiger Primédrantikorper unterschiedlich war, konnten Doppelfirbungen
durchgefiihrt werden, z. B. anti-Caveolin (Kaninchen)/ anti-E-Cadherin (Maus) oder anti-ZO-
I(Kaninchen)/ anti-TTF-1 (Maus). Hier wurde nach der Inkubation mit den beiden Primérantikorpern
iiber Nacht und den oben genannten Spiilschritten mit einem Gemisch aus anti-Kaninchen-Alexa-
Fluor 594- und anti-Maus-Alexa-Fluor 488-Sekundérantikdrpern 3 h bei Raumtemperatur inkubiert.

Als positive Kontrollen fiir die endothelialen Marker wurden HUVEC und HPMEC und fiir die
epithelialen Marker NCI H441 eingesetzt. Als Negativkontrolle diente ein Zelltyp, der die jeweiligen

Marker nicht exprimiert.
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2.9 Western-Blot

Gewinnung des Gesamtzell-Lysats

Lyse-Puffer: 150 mM NaCl 50 mM Tris-Base (pH= 8.,0) 1% (v/v) Nonidet P40 (NP-40)
Zell-Lyse-Gebrauchspuffer (frisch):

Lyse-Puffer 1 ml

Proteinaseinhibitorgemisch 2 ul

200 mM Natrium(ortho)vanadat S5ul

Die Zellen einer konfluenten T,s wurden mit Collagenase/EDTA abgeldst, in Eppendorf-
Probengeféfle mit 500 ul PBSA 0,1% aufgenommen und bei 1500 U/min fiir 5 min zentrifugiert. Zu
den Pellets wurde 600 pl Zell-Lyse-Gebrauchspuffer (4°C) gegeben und gut gemischt. Das Lysat war
fiir 30 min auf Eis zu belassen. AnschlieBend wurden die Probengefiale 10 min bei 13.000 g (4°C)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefil3 pipettiert und zur Weiterverwendung

bei -20°C eingefroren bzw. ein Aliquot zur Proteinbestimmung verwendet.

Proteinbestimmung der Gesamtzell-Lysate mit dem BCA-Assay

Der bei der Gesamtzell-Lyse gewonnene Uberstand wurde mit 0,9%iger NaCl-Losung 1:10
verdiinnt. Die Originalproben wurden auf Eis gelagert. Die Proteinkonzentration der Proben wurde
gegen eine Standard-BSA-Verdiinnungsreihe (25 ug/ml bis 2000 pug/ml) auf einer 96well-Platte nach
der Zugabe von 200 pl Assayfarblosung photometrisch bei einer Wellenldnge von 590 nm in
Dreifachbestimmung gemessen. Dazu wurde Reagenz B, bestehend aus Cu(I[)SO4, 1:50 in Reagenz
A, geldst und 200 pl dieser Assayfarblosung zu 25 ul Probeldsung zugegeben. Dann wurde die
96well-Platte mit Folie abgeklebt und zur Farbentwicklung 30min bei 37°C inkubiert. Mit Hilfe der
Messdaten der eingesetzten Standard-BSA-Verdiinnungsreihe wurde eine Eichkurve erstellt und die

Proteinkonzentrationen der Proben ermittelt.

Proteinauftrennung mittels NuPage Bis-Tris System (pH 7 beim Gel-Lauf)

Beim Nachweis von proSP-C wurden gebrauchsfertige Polyacrylamid-Gradientengele 4-12%
verwendet. Es wurde eine Probenmenge von 8 pg Protein eingesetzt. Der 4fach Probenpuffer (Nupage
LDS Ladepuftfer) wurde entsprechend % des Volumens der Probe zugegeben. Gleichzeitig wurde der
Prestained-Marker als Molekulargewichts-Standard vorbereitet. Die Denaturierung der Proben
erfolgte bei 95°C fiir 3 min.

Das SDS-Polyacrylamidgel wurde in die Vertikalgelelektrophoresekammer iiberfiihrt. Die Taschen
wurden mit Elektrophoresepuffer gespiilt und mit den Proben versehen.

Kammer: Sure Lok (Invitrogen)

Elektrophoresepuffer: 50 mM MOPS, 50 mM Tris Base, ] mM EDTA
0,1% (w/v) SDS (MOPS SDS, pH=17,7)
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An das Gel wurde zunichst fiir 20 min eine Spannung von 120V (128mA) angelegt. Dann erfolgte
die weitere Auftrennung der Proteine fiir 55 min bei einer Spannung von 140V (100mA).

AnschlieBend wurde das Sammelgel entfernt und das Trenngel markiert.

Western-Blot

Gelelektrophoretisch separierte Proteine sind im Gel weiteren immunologischen Analysen schwer
zugéinglich. Daher wurden die Proteine und deren Trennkonfiguration fiir den Nachweis von proSP-C
mittels Nasstransfer aus dem Gel auf eine Nitrozellulose-Membrane geblottet und immobilisiert. Nach
Inkubation der auf der Membran prisentierten Proteine mit primdren mono- oder polyklonalen
Antikdrpern  wurden  die  resultierenden  Immunkomplexe mittels eines  sekunddren

peroxidasekonjugierten Antikorpers unter Verwendung des ECL-Systems visualisiert.

Nasstransfer

Beim Nachweis von proSP-C wurde der Nasstransfer anderen Blottingmethoden vorgezogen. Eine
Nitrozellulose-Membran(0,45 um) wurde entsprechend des Formates des Trenngels zurecht-
geschnitten und in Transferpuffer dquilibriert.

Transferpuffer: 25 mM Bicine, 25 mM Bis-tris (freie Base), 1 mM EDTA
0,05 mM Chlorbutanol (pH= 7,2)

Fiir den Transfer des Proteins aus dem Gel auf die Membran wurde die Kassette sandwichartig
zusammengebaut. Folgende Schichtung war, mit der schwarzen Seite beginnend, einzuhalten:
getrankter Schwamm, getrinktes Whatmanpapier, Gel, Nitrozellulose-Membran, getrénktes
Whatmanpapier, getrinkter Schwamm. Luftblasen waren bei jeder neuen Lage mit einer Walze
auszustreichen.

Unter Beachtung der Polung wurde die Kassette in die Transferkammer (X-Cell Sure Lock)
eingesetzt. Die Kammer wurde mit Transferpuffer aufgefiillt. Nun wurde fiir 75 min eine Spannung
von 30 V (130-153 mA) angelegt.

Das Gel wurde auf vollstindigen und gleichméBigen Transfer mit Hilfe der Coomassie-Féarbung
iiberpriift. Dazu wurde das Gel wurde fiir 5 min in Coomassie-Blau gefarbt und mittels Entfarber

differenziert. Die Farbelosung wurde vor Gebrauch filtriert.

Coomassie-Farbelosung Coomassie-Entfarbung
4 Tabletten Serva-Blau G-250 300ml aqua dest.
125ml aqua dest. 150ml Methanol
100ml Methanol 50ml Essigsdure

25ml Essigsdure

Um nachzuweisen, ob die Proteine gleichméBig auf die Membran geblottet wurden, wurden diese
fiir Imin mit Ponceau-S angefarbt. AnschlieBend wurde die Membran in aqua dest. geschwenkt bis die

Proteinbanden sichtbar waren. Eine Entfarbung der Proteinbanden erfolgte in 0,1% TBST.

51



Kapitel 2 Material und Methoden

Immunchemischer Nachweis
Waschpufter: 10 mM TrisHCI, 150 mM NacCl (pH = 7,5)
0,1% Tween 20 (0,1% TBST)
5%-ige Milchpulver-Waschpuffer-Losung: 5g Milchpulver je 100 ml Waschpuffer
5%-ige BSA-Waschpuffer-Losung: 0,5g BSA (Sigma, A-7638) je 10 ml Waschpuffer

Fiir mindestens 1h wurde die Membran in 5%-iger Milchpulver-Waschpuffer-Losung gelagert, um
unspezifische Proteinbindungsstellen zu blockieren. Nun wurde dreimal 5min mit 0,1% TBST
gewaschen. Danach wurde die Membran i.N. bei 4°C mit dem priméren Antikorper gegen proSP-C in
einer Verdiinnung von 1:1000 in 5%-iger BSA-Waschpuffer-Losung inkubiert. AnschlieBend wurde
fiinfmal Smin mit 0,1% TBST gewaschen. Jetzt war die Membran 1 h mit dem sekundiren Antikorper
(anti-rabbit HRP, Dianova) in 5%-iger Milchpulver-Waschpufter-Losung bei Zimmertemperatur in
einer Verdiinnung 1:10.000 zu inkubieren. Erneut musste fiinfmal 10min mit Waschpuffer-Losung

gewaschen werden. In der Waschlosung wurde die Membran in die Dunkelkammer iiberfiihrt.

Photographische Auswertung der Membranen in der Dunkelkammer

Eine ausreichende Menge an Peroxidasesubstrat Luminol und dem Ko-Substrat H,O,, die den
Substratlosungen A und B des ECL-Systems entsprechen, wurde 1:1 gemischt und die Membranen
Imin damit inkubiert. Mit der Proteinseite nach oben legte man dann die Membranen auf ecine
gereinigten Plastikfolie, saugte das iliberschiissige ECL ab und deckte mit einer weiteren Folie die
Membranen ab. Lufteinschliissen wurden ausgestrichen. Die eingepackten Membranen wurden in eine
Fotokassette iiberfithrt und ein entsprechender Filmstreifen (Hyperfilm ECL, Amersham) auf der
Membran positioniert. Die Belichtungszeit, die anfanglich 1 min betrug, wurde nach dem Entwickeln
und Fixieren optimiert, indem man ein ideales Verhiltnis von Belichtungs- und Entwicklungszeit

suchte.

2.10 Nachweis der mRNA-Expression mittels RT-PCR

Isolierung der Gesamt-RNA aus Zellen

Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte mit Hilfe des RNeasy Mini Kits. Das Prinzip der
Isolierung beruht auf einer selektiven Ausfiallung von RNA-Molekiilen mit einer Ldnge von mehr als
ca. 200 Basen und der Bindung an eine Silikagelmembran bei definierten Salzkonzentrationen.
Kleinere Molekiile wie 5.8 S RNA, 5 S RNA und tRNA binden aufgrund ihrer geringeren Gréf3e von
ca. 160, 120 bzw. 70-90 Nukleotiden nicht und werden eluiert. Alle Arbeitsschritte wurden bei
Raumtemperatur ausgefiihrt. Vor Beginn der Extraktion wurden die Zellen abtrypsiniert und in
EppendorfreaktionsgefdBen 1 min zentrifugiert. Nach Dekantieren des Uberstands wurde das
Zellpellet in 350 pl Lysispuffer RLT mit 1% 2-Mercaptoethanol aufgenommen. Das im Puffer

enthaltene Guanidin-Isothiocyanat und das zugesetzte Mercaptoethanol besitzen starke denaturierende
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Eigenschaften und dienen unter anderem der Inaktivierung von RNasen. Im Anschluss wurde die
Suspension in eine Qiashredder-Séule iiberfithrt und in einer Zentrifuge bei 10.000 x g 3 min lang
durch die auftretenden Scherkréifte homogenisiert und das Homogenat mit 350 pl 70 %igem Ethanol
versetzt. AnschlieBend wurde das Homogenat in 70 %igem Ethanol auf eine RNeasy Mini-Siule
aufgebracht, 15 s bei 10.000 x g zentrifugiert und mit 350 pl Puffer RWI1 (15 s, 10.000 x g)
gewaschen. Um eine Amplifikation genomischer DNA bei der quantitativen PCR zu vermeiden
erfolgte ein DNase-Verdau auf der Sdule fiir 15 min bei Raumtemperatur. In den folgenden Schritten
wurde, um Salze und Proteine von der Membran zu entfernen, mit 350 pl Puffer RW1 (15 s, 10.000 x
g) und zweimal mit 500 pl Puffer RPE (15 s, 10.000 x g, bzw. 2 min 10.000 x g) gewaschen. Die
Pufferlosungen wurden vom Hersteller mitgeliefert. Das jeweils anfallende Eluat wurde verworfen.
Die nun noch an das Silikagel gebundene RNA konnte durch Auftragen von 50 pul RNase-freiem
Wasser geldst und abzentrifugiert (1 min, 10.000 x g) werden. Die Lagerung der so gewonnen in

DEPC-behandeltem Wasser geldsten RNA erfolgte bei -80°C.

Reverse Transkription

Zur Synthese der komplementiren DNA (cDNA) wurde das Omniscript Reverse Transcriptase-
System der Firma Qiagen verwendet. Reagenzien und Gesamt-RNA wurden auf Eis aufgetaut, kurz
auf einem Vibrationsmischer gemischt und zentrifugiert. Bei einem Reaktionsvolumen von 20 pl fiir
jede RNA-Sammelprobe wurden pro Ansatz folgende Komponenten zu einem Mastermix

zusammengegeben und gut gemischt:

Tab. 5: Mastermix fiir die reverse Transkription

Volumen pro Reaktion | Endkonzentration
Buffer RT (10x) * 2,0 ul Buffer RT (1x)
dNTP Mix (5 mM pro dNTP) * 2,0 ul 0,5 mM pro dNTP
oligo-dT primer (10 uM) 2,0 pl oligo-dT primer 1,0 uM
RNase inhibitor (10 units/pl) 1,0 pl 10 units pro Reaktion
Omniscript Reverse Transcriptase (4 U) * | 1,0 ul 4 units pro Reaktion
RNase-freies Wasser 2 ul
Template RNA

10 pl Template 1ug

(RNA 1 pg/10 pl)

* vom Hersteller mitgeliefert
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Pro Ansatz wurden 13 pl des Mastermix in ein 500 pl-Reaktionsgefdl gegeben und 10 pl in

DEPC-behandeltem Wasser geloste Gesamt-RNA hinzugefiigt. Die Reaktion erfolgte in einem

programmierbaren Thermoblock bei 37°C fiir 60 min. Das Produkt wurde direkt in die PCR eingesetzt

oder bei -20°C gelagert.

Tab. 6:  Eingesetzte Primer fiir die RT-PCR

untersuchte Schmelzpunkt  Sequenz (5"— 3°) Produkt-

mRNA-Spezies (bei 100 MM NaCl) Lange

(Genbanknummer)

CC-10 Forward 59.4°C 5'-CCACCATGAAACTCGGTGTC-3' 348 bp
Primer ’ (bases 3-22)

(Genbank Accession No Reverse 61.0°C 5'-GTGGGCGTGGACTCAAAGC-3'

X13197) Primer ’ (bases 333-351)

CD 44v6 Forward 57.3°C 5'-CAG GCA ACT CCT AGT AGT AC-3' 807 bp
Primer ’ (bases 1334-1353)

(Genbank Accession No Reverse 60.3°C 5'-CCA AGA TGA TCA GCC ATT CTG G-3'

AJ251595) Primer ’ (bases 2120-2141)

SP-C Forward 57.3°C 5'- AGCAAAGAGGTCCTGATGGA- 3’ 405 bp
Primer ’ (bases 44-63)

(Genbank Accession No Reverse 57.3°C 5'- CTAGTGAGAGCCTCAAGACT-3"

BC 005913) Primer ’ (bases 428-443)

SP-D Forward  53,2°C 5'-AAG CAG AAA TGA AGA CCT AC-3' 470 bp
Primer

(Genbank Accession No Reverse 60.5°C 5"-GAC TCC ACG CTC ACC AGG-3®

NM 003019) Primer ’

VCAM-1 Forward  57,3°C 5'-TCT CAT TGA CTT GCA GCA CC-3' 282 bp
Primer
Reverse 59,8°C 5'-ACT TGA CTG TGA TCG GCT TCC-3'
Primer

"housekeeping™ Gen Schmelzpunkt  Sequenz (5"— 37) Produkt-

(Genbanknummer) (bei 100 mM NaCl) Lange

Aktin Forward  64,2°C 5'-ACG ATT TGC GGT GGA CGATGG AG-3' 574 bp
Primer
Reverse 60,3°C 5'-GAC CTG ACT GAC TAC CTC ATG A -3’
Primer
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Tab. 7:  Mastermix fiir die PCR (Reagenzien pro Ansatz /25 ul)

Volumen pro Reaktion | Endkonzentration

PCR-Puffer (10x) * 2,5 ul PCR-Puffer (1x)
dNTP Mix (10 mM pro dNTP) * 0,5 pl 200 uM pro dNTP

ForwardPrimer (10 pmol/ul) 0,5-2,0 ul 5-20 pmol (0,2-0,8 uM)
Reverse Primer (10 pmol/ul) 0,5-2,0 ul 5-20 pmol (0,2-0,8 uM)
Taq DNA polymerase (5 units/pl) 0,125 pul 0,625 units
RNase-freies Wasser 15,875-12,875 ul
cDNA-Probe

5 ul cDNA 250 ng

(50 ng/1 ulb)

* vom Hersteller mitgeliefert

Die einzelnen Komponenten wurden entsprechend der Anzahl an Reaktionen auf Eis
zusammengegeben und durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren gemischt. Nach dem Aliquotieren

erfolgte die Zugabe von 5 ul geloster cDNA, bzw. bei den Negativkontrollen von 5 pl sterilem Aqua

dest.

Tab. 8:  Zeit-Temperatur-Profile der PCR

untersuchte Initiale Denaturierung Denaturierung Annealing und Extension
MRNA-Spezies

CC-10 94°C, 30 sec 57°C, 30 sec — 72°C, 30 sec
CD 44v6 94°C, 45 sec 51°C, 60 sec — 72°C, 120 sec
SP-C 94°C, 2 min 94°C, 30 sec 57°C, 30 sec — 72°C, 30 sec
SP-D 94°C, 30 sec 58°C, 60 sec — 72°C, 60 sec
VCAM-1 94°C, 30 sec 62°C, 30 sec — 72°C, 30 sec
Aktin 94°C, 30 sec 65°C, 60 sec — 72°C, 30 sec

Thermocycler Applied Biosystems (Gene Amp PCR System 9700)
Es wurden bis auf CD44v6 mit 30 Zyklen bei allen PCR Léaufen 35 Zyklen gefahren.

2.11 Elektronenmikroskopie

Nach einer Kultivierungsdauer von 7 bis zu 14 Tagen wurden die Ko-Kulturen auf Membran-
einsitzen einmal mit PBS gespiilt und mit 2,5% GA (Glutaraldehyd) in PBS fixiert. Die Ko-Kulturen
wurden bis zur weiteren Aufarbeitung in der Elektronenmikroskopie in eine 7%ige Sukroseldsung
iiberfiihrt.

Die Aufarbeitung der fixierten Zellen fiir das Transmissionselektronenmikroskop (TEM) erforderte
eine Nachfixierung mit 1% Osmiumtetroxid fiir 2 h bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurden die
Zellen mittels aufsteigender Alkoholreihe dehydriert. Nach einer Zwischenbehandlung der Priaparate
mit Propylenoxid wurden diese in Agar 100 Resin eingebettet und fiir 24 h bei 60°C polymerisiert.

Semidiinn- und Ultradiinnschnitte wurden mit einem Ultramikrotom angefertigt und die
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Ultradiinnschnitte weiter auf Kupfertragernetzchen mit quadratischen Maschen (Grids) transferiert.
Die ultrastrukturelle Analyse und Photomikroskopie erfolgte am Transmissionselektronenmikroskop
der Firma Philips Modell EM 410.

Die Aufarbeitung zur Rasterelektronenmikroskopie (REM) erfolgte nach Fixierung mit 1%
Osmiumtetroxid fiir 2 h und anschlieBender Lufttrocknung der Préparate. Die Proben wurden auf
kohlenstoffbeschichtete Metallplatten (Neubauer, Miinster) aufgebracht und mit Gold bedampft. Die
mit Zellen bewachsenen Filtermembranen wurden anschlieBend am Rasterelektronenmikroskop (REM

Zeiss, Modell DSM 962) analysiert.

2.12 Nachweis sekundarer inflammatorischer Mediatoren mittels ELISA

Zunichst wurden die epithelialen Zell-Linien (NCI H441, NCI H820 und A549) in einer Dichte
von 4 x 10* Zellen/cm” auf Kollagen 1-beschichtete Gewebekultur-Mikrotiterplatten ausgesit. Fiir die
Primérzellen (hATII, HPMEC) sowie die endotheliale Zell-Linie ISO-HAS-1 wurde eine groBere
Dichte von 5 x 10*Zellen/cm® eingesetzt. Die alveoliren und endothelialen Primérzellen wurden in
verschiedenen Passagen, wie in den einzelnen Vesuchen im Ergebnisteil angegeben, untersucht. Die
Adhisionszeit betrug 1-2 Tage bei Kurzzeitkulturen und 11 Tage bei Langzeitkulturen, bei letzteren
wurde die Zellzahl der Aussaat entsprechend der Ko-Kultur mit 2 x 10* Zellen/cm® fiir NCI H441,
NCI H820, A549 bzw. 5 x10* Zellen/cm” fiir primére hATII Zellen gewihlt. Die Zellen wurden dann
den Stimulanzien TNF-a (300U/ml), IL-18 (100U/ml) und LPS (1 pg/ml) in MCDB 131 mit
5% FKS, bFGF (2,5ng/ml) und Heparin (10 pg/ml) bzw. AEGM (primire hATII Zellen) fiir
unterschiedliche Zeiten (4 bis 48 h, siche Ergebnisteil) ausgesetzt. AnschlieBend wurden die
Mediumiiberstinde abgenommen und bei -20°C bis zur Analyse aufbewahrt.

Prinzip Die Konzentration von Zytokinen im Kulturiiberstand wurde mittels ,,enzyme linked
immuno sorbent assay“ (ELISA) bestimmt. Beim Sandwich ELISA wurden 96-Well-Platten mit
einem fiir das zu bestimmende Zytokin spezifischen Antikorper beschichtet, freie Bindungsstellen mit
einer Albumin/Sucrose-Losung abgesittigt und nach Bindung des Zytokins ein zweiter spezifischer
biotinylierter Antikdrper gekoppelt. Das Zytokin war nun von zwei Seiten an spezifische Antikorper
gebunden (Sandwich). An das biotinylierte Ende des zweiten spezifischen Antikorpers band
peroxidase-gekoppeltes Streptavidin mit hoher Affinitit. Als Chromogen fiir die Peroxidase-Reaktion
wurde Tetramethylbenzidin (TMB) verwendet. Die Absorption dieses Farbstoffs wurde nach
Abstoppen der Reaktion mit 1mM H,SO,-Losung und Umwandlung zu einem gelben
Reaktionsprodukt bei 450 nm spektralphotometrisch bestimmt. Uber den Vergleich mit der
Absorption von Standardproben des jeweiligen Zytokins (Verdiinnungsreihe mit bekannten

Konzentrationen) konnte die Zytokinkonzentration anschlieBend berechnet werden.

56



Kapitel 2 Material und Methoden
Material ELISA-Platten (MaxiSorp® C96, Nunc)
Waschpuffer PBS + 0,05% Tween
Probenpuffer PBSA 1% ( fiir MCP-1, RANTES)

TRIS + 0,1% BSA (fiir IL-6, IL-8)
Substratpuffer PBSA 1% (fiir MCP-1, RANTES)

TRIS + 0,1% BSA (fiir IL-6, IL-8)
Blockierungspuffer PBS + 1% BSA + Sucrose + NaN;

Capture-Antikorper

Detektions-Antikorper

Standards

Substratlosung

Stoplosung

‘Capture’-Antikorper in angegebener
Konzentration in PBS verdiinnen und mit
100 pl pro Well ii.N. bei Raumtemperatur beschichten
‘Detection’-Antikorper in angegebener
Konzentration in Probenpuffer verdiinnen
und mit 100 pl pro Well beschichten
MCP-1 bzw. Rantes (Konz. )
Verdiinnungen: 1000; 500; 250; 125; 62,5
31,25; 15,625 pg/ml

IL-6 (Konz. )

Verdiinnungen: 300; 150; 75; 37,5

18,75; 9,375; 4,6875 pg/ml

IL-8 (Konz. )

Verdiinnungen: 2000; 1000; 500; 250;
125; 62,5; 31,25 pg/ml
Tetramethylbenzidin

Zugabe von 0,1% Wasserstoffperoxid

1 mM Schwefelsdure

Die Messung der Zytokinfreisetzung in den Kultur-Uberstand mit und ohne Stimulation wurde

mittels im Handel erhéltlicher ELISA-DuoSet Kits der Firma R&D Systems, Wiesbaden,

durchgefiihrt. Die Nachweisgrenze des IL-6-ELISA’s lag im linearen Bereich bei 300 pg/ml. Fiir
MCP-1 und RANTES lag die Nachweisgrenze im linearen Bereich bei 1000 pg/ml und fiir IL-8 bei

2000 pg/ml.
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2.13 Bestimmung der Zelladh&sionsmolekile (CAMs) mittels EIA und ELISA
2.13.1 ELISA zum Nachweis von sICAM-1 und sVCAM-1

Die Messung der Freisetzung loslicher (soluble, s) Formen der Adhédsionsmolekiile ICAM-1 und
VCAM-1 in den Kultur-Uberstand wurde ebenfalls mittels ELISA-DuoSet Kits der Firma R&D
Systems, Wiesbaden, durchgefiihrt. Die Nachweisgrenze der Sandwich-ELISA’s lag im linearen
Bereich bei 1000 pg/ml.
Der Versuchsaufbau entsprach dem bei der Bestimmung von MCP-1 und RANTES (siehe Kap. 2.12).
Als Standards wurde eine Verdiinnungsreihe von sICAM-1 bzw. sVCAM-1 mit Konzentrationen von

1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625 pg/ml eingesetzt.

2.13.2 CAM-EIA zum Nachweis membranstandiger Adh&sionsmolekile

ATII, NCI H441, NCI H820 und A549 wurden parallel in einer Dichte von 4 x 10* Zellen/cm® auf
Kollagen 1-beschichtete Gewebekultur-Mikrotiterplatten ausgesdt und iiber Nacht im Brutschrank
inkubiert. Die Zellzahl bei HPMEC und ISO-HAS-1 betrug 5 x 10° Zellen/cm®. AnschlieBend wurden
die Zellen fiir 4, 6, 16, 24 bzw. 48 h mit den Zytokinen TNF-a (300 U/ml) und IL-18 (100 U/ml)
sowie LPS (1 pg/ml) stimuliert. Die Platten wurden zweimal mit warmem PBS (37°C) gewaschen und
15 min mit Methanol/Ethanol (2:1; v:v) fixiert. Nachfolgend wurde wie zuvor gewaschen und die
Platten bis zur Bestimmung der Adhédsionsmolekiil-Expression iiber Nacht bei 4°C in PBS gelagert.

Das PBS der Multiwell-Platten wurde dekantiert. AnschlieBend wurden die Zellen zur Blockierung
unspezifischer Bindungstellen fiir die Antikdrper sowie zur Absittigung zelleigener Peroxidasen fiir
30 min bei 37°C in Blocking-Reagenz mit 1% H,0O, inkubiert. Nachfolgend wurden die jeweiligen
monoklonalen Antikérper ICAM-1 bzw. VCAM-1 und E-Selektin (bei Endothelzellen) in den unter
2.1.3.1 genannten Verdiinnungen in Blocking-Reagenz zugegeben. Zur Erh6hung der Sensitivitdt des
Assays wurde ein Biotin-Streptavidin-System eingesetzt. Die Entwicklung des Assays erfolgte mittels
Umsetzung von o-Phenylen-diamin-dihydrochlorid (OPD). Die Extinktion der Wells wurde nach dem
Abstoppen der Reaktion mit 4 M HCl im ELISA-Reader bei A =492 nm gemessen.

In einigen Versuchen wurden die Epithelzellen (primédre hATII Zellen, NCI H441 und NCI H820)
unter gleichen Bedingungen und in gleicher Zellzahl/cm® wie in Ko-Kultur (2 x 10* Zellen/cm? fiir
NCI H441, NCI H820 bzw. 5 x10* Zellen/cm® fiir primire hATII Zellen) in 96 Well Platten ausgesét
und 11 Tage kultiviert. Durch die Wahl des gleichen Kulturmediums und der gleiche
Kultivierungsdauer wie bei der spiteren Ko-Kultur, sollte ein mit der Ko-Kultur vergleichbarer
Differenzierungszustand der Epithelzellen in Monokultur erhalten werden. Die Expression von
Zelladhdsionsmolekiilen (CAMs) bei NCI H441 bzw. NCI H820 wurde vergleichend mit der von
A549 untersucht. Ebenso wurde die CAM-Expression von getrennten priméren hATII* (CD44v6")
Zellen vergleichend mit der von ungetrennten hATII* Zellen auf einer Platte untersucht. Als Kontrolle
zur Einschétzung der im Well befindlichen Epithelzellen wurde im Anschluss an den CAM-EIA eine
Kristallviolettfarbung durchgefiihrt (sieche Messung der Gesamtproteinmenge durch Férbung mit
Kristallviolett).
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2.13.3 Messung der Gesamtproteinmenge durch Farbung mit Kristallviolett

Nach dem CAM-EIA wurden die fixierten Zellen mit 0,05 % Tween 20 in PBS dreimal gewaschen
und mit 50 pl/Well 0,1 %iger Kristallviolett-Losung fiir 20 min unter Schiitteln geférbt.

Die tiberschiissige Farbe wurde mit Leitungswasser im Wasserbecken gut ausgewaschen und die
Platten iiber Nacht getrocknet. Dann wurden die zellgebundenen Farbkristalle auf dem Schiittler fiir
ungefdhr 10-15 min in 100 ul/Well 33 %iger Essigsdure geldst. Die Messung der optischen Dichte
erfolgte nach Ubertragung in eine neue Mikrotiterplatte bei A = 600 nm im ELISA-Reader.

2.14 Etablierung des Ko-Kulturmodells
2.14.1 Kultivierung auf HTS 24-Transwell Filterplatten

Aufgrund der engen Wechselwirkungen zwischen Alveolarepithelzellen und mikrovaskuldren
Endothelzellen in der Alveolareinheit in situ sollte ein in vitro Modell mit beiden Zelltypen fiir
toxikologische, mikrobielle sowie pathophysiologische Studien entwickelt werden. Um den
dreidimensionalen Aufbau der alveolo-kapilliren Einheit in vitro zu imitieren, wurde ein
Modellaufbau gewéhlt, bei dem beide Zellen in engem Kontakt auf beiden Seiten einer diinnen
mikropordsen Filtermembran als Bilayer ko-kultiviert wurden. Dadurch entstehen zwei getrennte
Kompartimente: (1) das obere Well, das der Kulturfliche oberhalb der Epithelzellen (auf Oberseite
der Filtermembran), die das alveoldre Lumen nachahmen soll, entspricht und (2) das untere Well, das
die Kulturfliche oberhalb der Endothelzellschicht (auf Unterseite der Filtermembran) darstellt und
somit dem kapilliren Lumen entspriche (Abb. 7).

Zum Erhalt statistisch auswertbarer Versuche waren Mehrfachbestimmungen (3 bis 4fach
Bestimmungen) fiir jeden Ko-Kultur-Ansatz eine notwendige Voraussetzung. HTS 24-Transwell
Filterplatten stellen ein geeignetes System flir Mehrfachbestimmungen dar. Sie bestehen aus 24
einzelnen Transwells, die zu einer 24 Well Filterplatte zusammengefasst sind. Auf HTS 24-Transwell
Filterplatten steht der epithelialen sowie der endothelialen Zellschicht eine Fliche von 0,33 cm® je

Well zur Verfiigung, was ungeféhr der Fliche einer 96-Well-Platte entspricht.
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Ein Alveolus in vivo Das in vitro Modell

| : Typ | Alveolozyt
: HTS 24-Transwell Filter Platte

Alveolar-

makrophage | alveoldres Lumen| "

~ oberes Well——

™ kapillares Lumen

=~ unteres Well

Typ Il Alveolozyt = A549 / NCI H441 (g
SN -
Kapillare Endothelzelle = ISO-HAS-1/HPMEC [ membrane. smkmvmerater

Abb. 7 Schematische Darstellung eines Querschnitts durch einen Alveolus (links) im Vergeich zum
Ko-Kulturmodell auf einer HTS 24-Transwell Filterplatte: Die Vergrdferung zeigt
schematisch einen einzelnen Transwell mit Epithelzellen auf der Oberseite des
Membranfilters in Ko-Kultur mit Endothelzellen auf der Unterseite des Membranfilters
(rechts).

Aussaat der Zellen auf Filtermembranen

Die Aussaat der Zellen erfolgte in zwei Schritten:

(1) Zunéchst wurde die HTS 24-Transwell Filterplatte in umgekehrter Position in den Deckel der
zugehorigen Gewebekulturplatte (Cluster-Plate) gesetzt und eine Endothelzellsuspension (erhalten
durch Trypsinierung) mit einer Zellzahl von 3,3 x 10° Zellen/ml in einer Volumenmenge von 50 ul
auf die Unterseite des Filters gegeben (resultierend 5 x 10* Zellen/cm®). AnschlieBend wurde die HTS
24-Transwell Filterplatte in umgekehrter Position mit einer sterilen Abdeckplatte bedeckt (die Tropfen
mit Zellsuspension diirfen nicht beriihrt werden!) und fiir 2 h im Brutschrank (37°C, 5% CO,, 95%
relative Luftfeuchte) inkubiert. Wéahrend dieser Zeit kam es zur Adhdrenz der Endothelzellen an die
Filtermembran. Im Anschlul wurde die Gewebekulturplatte vorsichtig umgedreht, d. h. in die richtige
Position gebracht, und pro Well in die untere Kammer langsam je 1 ml Medium zugegeben.

(2) Danach wurden die Epithelzell-Linien mit Trypsin/EDTA-Losung abgelost, eine Zellzahl von
3,33 x 10* Zellen/ml eingestellt und davon 200 pl in jedes obere Well (obere Kammer) der HTS 24-
Transwell Filterplattepipettiert (resultierend 2 x 10* Zellen/cm®). Die priméren hATII Zellen wurden,
sofern nicht anders angegeben, abweichend von den Zell-Linien in einer Zellzahl von 5 x 10*

Zellen/cm” ausgesit.
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Fiir Monokulturen erfolgte die Aussaat nur eines einzelnen Zelltyps auf der jeweiligen Seite der
Filtermembran, d. h. fiir die Endothelzellen auf der Unterseite und fiir die Epithelzellen entsprechend
im oberen Well (auf der Oberseite der Filtermembran).

Die weitere Kultivierung erfolgte fiir 10 bis 14 Tage im Brutschrank. Ein Mediumwechsel wurde

jeden zweiten bis dritten Tag durchgefiihrt.

2.14.2 TER-Messung

Der transzelluldre elektrische Widerstand durch die Zellschicht von Epithel- oder Endothelzellen
bzw. der elektrische Widerstand durch den Bilayer (transcellular/transbilayer electical resistence
= TER) wurde im Verlaufe der Kultivierung auf Membranfiltern mit Hilfe eines kombinierten
Millivolt- / Ohm-Meters (EVOM), das mit einer Ag/AgCl-Elektrode ausgestattet war, ermittelt. Vor
der Messung wurde zundchst ein Mediumwechsel durchgefiihrt, dann erfolgte eine einstiindige
Adaption der Zellen an das Medium bei 37°C im Brutschrank. AnschlieBend wurden die TER-Werte
bei Raumtemperatur ermittelt, indem ein Wechselstrom im Milliampere-Bereich zwischen Oberseite
und Unterseite der Zellschicht bzw. des Filters angelegt wurde. Dazu wurde der kiirzere Schenkel der
Ag/AgCl-Elektrode in den Membraneinsatz und der liangere Schenkel in das Medium im Well
gehalten. Von den ermittelten Werten fiir die TER-Messung wurde der elektrische Widerstand eines
unbehandelten Filters einer HTS 24-Transwell Filterplatte (im Mittel 45 Q x cm?) abgezogen. Der

TER-Wert bezogen auf eine Fliche von 1 cm® wurde iiber folgende Formel errechnet:

Gemessener Widerstand in Q x Fliche der Filtermembran in cm*= TER-Wert in Q x cm’

Fiir HTS 24-Transwell Filterplatten lautet die Formel:
Gemessener Widerstand in Q x 0,33 = TER-Wert in Q x cm’

Die Zell-Linie MDCK (Madin Darby Canine Kidney, ATCC CCL-34), eine Epithelzell-Linie aus

der Hundeniere, bildet einen dichten epithelialen Zell-Layer mit Werten von 2000-5000 Q x cm” aus

und diente als positive Kontrolle bei der Messung des Transepithelialen Elektrischen Widerstands.

61




Kapitel 2 Material und Methoden

2.14.3 Parazellularer Transport von Natrium-Fluoreszein

Mono-Kulturen von NCI H441 bzw. NCI H820 und Ko-Kulturen von NCI H441 bzw. NCI H820
mit ISO-HAS-1 oder HPMEC an Tag 10 oder 11 in Kultur wurden fiir Transport-Studien eingesetzt.
Zu diesem Zeitpunkt waren stabile maximale TER-Werte, als MaB} fiir den Aufbau von Tight
Junctions bei den Epithelzellen, erreicht. Der parazelluldre Fluss (= Transport entlang der Zell-Zell-
Grenzen pro Zeiteinheit) von Natrium-Fluoreszein (MG 376.3 Da) wurde bei 37°C in apikal-
basolateraler Richtung gemessen. Nach einer 2-stiindigen Aquilibrierungsphase in Krebs-Ringer-
Puffer (KRP; 1.1 mM MgCL*6H,0, 1.25 mM CaCL*2H,0, 114 mM NaCl, 5 mM KCI, 1.65 mM
Na,HP04*7H,0, 0.3 mM NaH,P0,*2H,0, 10 mM HEPES, 20 mM NaHCOs;, und 25 mM Glukose, pH
7.4), wurden die Transportexperimente gestartet, indem der Puffer des oberen Wells (Donor, apikale
Seite) durch 210 pl KRP mit Natrium-Fluoreszein (Konzentration 10 pg/ml) ersetzt wurde. Wahrend
des Experiments wurden regelméfig die TER-Werte der Mono- und Ko-Kulturen gemessen, um die
Intergitdt der Kulturen zu beurteilen. Im Verlaufe einer Zeitspanne von 3 h wurden alle 20 min Proben
von 50 pl aus dem unteren Well (Akzeptor, basolaterale Seite) entnommen und jeweils durch ein
gleiches Volumen frischen KRP ersetzt. Die Proben wurden in Wells einer 96 Well-Platte pipettiert,
1:5 mit 1 mM NaOH verdiinnt und im Dunkeln aufbewahrt. Bei einem pH-Werte > 8 nach Zugabe
von NaOH war die Fluoreszenz von Natrium-Fluoreszein stabil und unabhingig von pH-Wert-
Anderungen. Die Messung der gesammelten Proben erfolgte gleichzeitig zu Versuchsende im
Fluoreszenz-Reader bei einer Anregungs- und Emissions-Wellenldnge von 485 nm respektive 530 nm.
Zur Auswertung wurde die kumulative Menge an Natrium-Fluoreszein im Akzeptorkompartiment als
eine Funktion der Zeit graphisch aufgetragen. Die kumulative transportierte Menge stellt die Summe
aus der zum Zeipunkt x transportierten Menge und der bis zu diesem Zeitpunkt entnommenen Menge
an Natrium-Fluoreszein dar. Der scheinbare (apparente) Permeabilitits-Koeffizient wurde mittels

folgender Formel berechnet:

Pyop = (1/(A*Cy))*(dQ/dt) [cm/sec]

A = Filteroberfliche (0,33 cm?)
Co= Anfangskonzentration von Natrium-Fluoreszein in der Donor-Losung (mg/cm?)
dQ/dt = Menge von Natrium-Fluoreszein, die pro Zeiteinheit durch den zelluldren Layer transportiert

wurde (parazelluldrer Fluss, mg/sec)

2.15 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels ANOVA (analysis of variance). Bei
Anwesenheit von signifikanten Unterschieden (F-Wert) wurde ein SNK (Student-Newman-Keuls)
Test durchgefiihrt, um die Einzelwerte miteinander zu vergleichen. Dabei wurde eine

Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 angenommen.
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3 Ergebnisse
3.1 Isolierung und Charakterisierung von humanen Alveoloarepithelzellen
vom Typ Il

3.1.1 Isolierung von ATII Zellen

Zur Isolierung humaner Alveoloarepithelzellen vom Typ II (hATII) wurde eine bereits in der
Literatur beschriebene Methode (Murphy et al., 1999) mit der eigenen Isolierungsmethode, die zur
Isolierung von mikrovaskuldren Endothelzellen aus Lungengewebe etabliert wurde, verglichen (siehe
Seite 43, Kap. Material und Methoden). Es wurde zundchst das Lungenparenchym nach
enzymatischem Aufschluss untersucht um festzustellen, ob die Konzentration von Enzymen und die
Dauer der Behandlung ausreicht, das Gewebe komplett zu verdauen. Dabei sollte eine moglichst groBe
Zahl von Alveolarepithelzellen vom Typ II gleichzeitig mit mikrovaskuldren Endothelzellen isoliert
werden. Nach der enzymatischen Behandlung wurden immunhistochemische Préparate von den noch
nicht verdauten Geweberesten (Restgewebe) angefertigt und die Isolation nach Murphy und
Mitarbeitern mit der eigenen Methode verglichen. Bei der eigenen Isolationsmethode mit einem
Gemisch aus Trypsin/EDTA (je 0,05%) und Elastase (10 U/ml) waren wenige Endothelzellen
(Markierung mit CD31, Abb. 8A, rote Pfeile) und keine TTF-1 positiven Zellen (Abb. 8B) im
Restgewebe nachweisbar. Insgesamt war bei der eigenen Préparation die Struktur des Parenchyms
starker aufgelost als bei der Methode nach Murphy und Mitarbeitern. Bei letzterer war die
Gewebestruktur teils noch erkennbar (Abb. 8C) und viele Zellen, besonders die mikrovaskuldren
Endothelzellen (Abb. 8C, rote Pfeile) und einige TTF-1 positive Zellen (hATII oder Clara-Zellen,
Abb. 8D, roter Pfeil) verblieben im Restgewebe.
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Abb. 8 Vergleich beider Isolationsmethoden durch den Nachweis von Markern fiir
mikrovaskulire Endothelzellen (CD31) und Alveolarepithelzellen (TTF-1) in den nicht
verdauten Geweberesten. Immunhistochemie des Lungenrestgewebes nach eigener (4, B)
und nach Isolationsmethode nach Murphy und Mitarbeitern (C, D). Indirekte Alkalische
Phosphatase-Féirbung (AP, rot, Pfeile) von CD31 (A und C) bzw. TTF-1 (B und D).
Lichtmikroskopie, Vergroferung 100x. Bei eigener Prdparation wurde die Struktur der
Mikrovaskulatur stirker aufgelést und dadurch mehr HPMEC (4, CD31 positiv) aus dem
Gewebe freigesetzt als im Vergleich zur Methode nach Murphy und Mitarbeitern (C). Die
TTF-1 positiven Zellen (hATII Zellen und Clarazellen) wurden bei beiden Methoden dhnlich
gut aus dem Gewebeverband herausgelost.
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Um die Ausbeute an humanen Alveoloarepithelzellen vom Typ II bei beiden Isolationsmethoden zu
vergleichen, wurden die isolierten Zellen in PO auf LabTek (8-Kammer-Glasobjekttrager), die mit
Kollagen Typ I beschichtete waren, ausgesidt und bis zur Konfluenz kultiviert (3-5 Tage).
AnschlieBend wurde an den kultivierten Zellen die Aktivitidt der endogenen Alkalischer Phosphatase
(AP) bestimmt und die osmiophilen Lamellar Bodies mit Tanninsédure markiert. Mit beiden
Isolationsmethoden wurden in PO 93-95% positive Zellen fiir AP und Lamellar Bodies nachgewiesen.
Mit Hilfe der eigenen Isolationsmethode konnten sowohl humane pulmonale mikrovaskulédre
Endothelzellen (HPMEC) als auch 93-95% hATII Zellen aus demselben Primdrmaterial gewonnen
werden, was mit der von Murphy und Mitarbeitern beschrieben Methode nicht gelang. Daher wurde
die eigene Isolationsmethode ausgewidhlt, da mit ihr gleichzeitig die fiir die spitere Ko-Kultur
notwendigen Zelltypen, HPMEC und hATII Zellen, isoliert werden konnten. Im Rahmen meiner
Diplomarbeit wurden HPMEC bereits ausfiihrlich charakterisiert (Hermanns, 1997), daher wurden die

isolierten humanen Alveoloarepithelzellen vom Typ II im Folgenden weiter untersucht.

3.1.2 Phéanotypische Charakterisierung der isolierten ATII Zellen

Die Reinheit der Zellen wurde direkt nach der Isolation durch den Nachweis der Aktivitit von
Alkalischer Phosphatase (AP-Kit, Sigma) in den Zellen bzw. den Nachweis hATII-relevanter Marker,
wie TTF-1 und CD44v6, an Zytospins der isolierten Zellen (siche Kap. 2.5.2) ermittelt. Die Anzahl an
Makrophagen im Zytospin wurde iiber eine Markierung mit anti-CD68 bestimmt und machte 3-5% der
Gesamtzellzahl im Zytospin aus (nicht gezeigt). Direkt nach Isolation zeigte nur ca. ein Viertel der
Zellen eine Aktivitét von Alkalischer Phosphatase (AP) im Zytospin (Abb. 9A und B). Dagegen waren
2/3 der Zellen im Zytospin positiv fiir die hATII-Marker CD44v6 und TTF-1 (Abb. 9A, C und D),
wobei CD44v6 eine schwache Markierung zeigte (Abb. 9A). Demnach waren typische Merkmale von
hATII Zellen, wie CD44v6, TTF-1 und AP, bei 1/4 der isolierten Zellen direkt nach der Isolation im
Zytospin nachzuweisen. Im Vergleich zu Gewebeproben waren die Expression des
Oberflachenantigens CD44v6 sowie die enzymatische Aktivitit der Alkalischen Phosphatase im
Zytospin schwicher, moglicherweise in Folge der enzymatischen Aufarbeitung der Zellen wéhrend
der Isolationsschritte. Im Zytospin konnte in einer kleineren Population (< 5%) der isolierten Zellen
TTF-1, ein Marker fiir hATII Zellen oder Clarazellen, und gleichzeitig Caveolin-1, das in situ bei
hATII Zellen meist negativ und bei humanen Typ I Alveolarepithelzellen (hATI Zellen) stets positiv
ist, nachgewiesen werden (Abb.9 D). Da Alveolarepithelzellen vom Typ I nie eine nukleare
Lokalisation von TTF-1 zeigen, wurden hier Caveolin-1 positive hATII Zellen oder Clarazellen

detektiert.
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CD44v6/AP

|

Abb. 9 Immunzytochemie und Immunfluoreszenz-Markierung an Zytospins der isolierten Zellen.

Immunzytochemische DAB-Markierung (braun) mit anti-CD44v6 (A) bzw. anti-Caveolin-1
(B) und gleichzeitigem Nachweis der Aktivitit der Alkalischen Phosphatase (AP) mittels
Rotfdrbung der positiven Zellen. DAB-Markierung (braun) mit anti-TTF-1 (C).
Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung (D) von TTF-1 (griin) und Caveolin-1 (rot) mit TTF-1
und Caveolin-1 doppelt positiven Zellen (D, Sterne) im Zytospin. Groflenmarkierung =
20 um. Typische Merkmale von hATII Zellen, wie CD44v6, TTF-1 und AP waren bei 1/4 der
isolierten Zellen direkt nach der Isolation im Zytospin nachweisbar.

Abb. 10 Immunzytochemie und Nachweis der endogenen Alkalischen Phosphatase an den
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isolierten Zellen in P0. Die Zellen wurden in PO auf Glasobjekttrdgern (LabTek) in AEGM
kultiviert. Markierung der Lamellar Bodies nach Fixierung mit Osmiumtetroxid und
Tanninsdure (A, Pfeile). Immunzytochemische DAB-Markierung (braun) mit anti-TTF-1 (B)
und Nachweis der AP mittels Rotfdrbung der positiven Zellen (C). Kerngegenfirbung blau,
Grofienmarkierung = 20 um. 93-95% der Zellen einer konfluenten PO besaf3en Lamellar
Bodies (4). Nach 3-5 Tagen in Kultur wurde TTF-1 nur noch bei einigen Zellen stark (B,
Pfeil), bei anderen eher schwach nukledir markiert (B, Stern) und nur etwa die Hilfte der
isolierten Zellen zeigte eine deutliche (C, Pfeile), die restlichen eine schwache (C, Stern) bis
fehlende Alkalische-Phosphatase-Aktivitiit.
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Da hATII Zellen in Kultur innerhalb weniger Tage dedifferenzieren bzw. zu Typ I-dhnlichen
Zellen transdifferenzieren, wurden die isolierten Zellen direkt auf Kollagen Typ 1-beschichtete
LabTek ausgesét und nach 3-5 Tagen in PO charakterisiert. Sofern nicht anders angegeben, erfolgte die
Charakterisierung in serumfreiem AEGM. Die primire Mono-Kultur (P0) der isolierten hATII Zellen
auf Gewebekulturplastik zeigte phasenkontrastmikroskopisch kuboidale Epithelzellen, selten wurden
einzelne Zellen mit spindelformig bi- bis multipolarer Ausrichtung beobachtet (Abb. 21, Seite 79).
Nach Markierung mit Osmiumtetroxid und Tanninsdure wurden Lamellar Bodies als braune
Zelleinschliisse bei ca. 93-95% der Zellen einer konfluenten PO nachgewiesen (Abb. 10A, Pfeile). Das
Epithelzellisolat enthielt auch nach 5 Tagen in Kultur 93-95% ATII Zellen. Innerhalb dieses
Kultivierungszeitraums war jedoch in serumfreiem AEGM bereits eine Abnahme der Expression von
TTF-1 und der Aktivitdt der Alkalischen Phosphatase zu beobachten. So fiel die positive nukledre
Markierung von TTF-1 unterschiedlich stark aus (Abb. 10B), und nur etwa die Hélfte der isolierten
Zellen zeigte eine deutliche (Abb. 10C, Pfeile), die restlichen eine schwache (Abb. 10C, Stern) bis
fehlende Aktivitat der Alkalischen Phosphatase.

Tabelle 9 fasst alle untersuchten Marker fiir Alveoloarepithelzellen vom Typ II im Vergleich zu der

Zell-Linie A549 zusammen.

Tab. 9:  Charakterisierung der isolierten Zellen in PO im Vergleich zu A549, anhand von Markern

fiir ATII Zellen

Marker Zelltyp
Epithelzellisolat A549

Lamellar Bodies +++ +++
Alkal. Phosph. + +
SP-A ++ ++
SP-B + +
SP-C/proSP-C +bzw.+ ++bzw. ++
SP-D ++ ++
TTF-1 ++ -
CD44v6 + bzw. ++ 7 -
CK 8 + +
CK 18 + ++
CK 19 ++ -
E-Cadherin + +
70-1 + + bzw. +7

Nachweis mittels Immunfluoreszenz (IF) und " Western blot, 2 PCR, n.b. = nicht bestimmt, * zwei verschiedene
Populationen von Zellen, - bezeichnet keine, + eine vereinzelte, + eine schwache und ++ eine starke Markierung mit
Fluorochrom
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Zytokeratin CK 19 wurde deutlich markiert, wiahrend CK 18 bei hATII Zellen in PO nur schwach
erschien. Im Vergleich dazu zeigten A549 kein CK 19 und eine deutliche Lokalisation von CK 18 im
Zytoskelett. SP-C und sein Vorldufer proSP-C, beides eindeutig ATII-spezifische Marker, konnten in
PO bei 95% der isolierten Zellen mittels Immunfluoreszenz nachgewiesen werden. Im Western-Blot
war das 16 kDa Prozessierungsprodukt des hydrophoben proSP-C direkt nach der Isolation jedoch nur
schwach nachzuweisen, wihrend die Zell-Linie A549 und ein Lysat aus Lungengewebe (Lungenlysat)

eine deutliche Bande zeigten (Abb. 11).

280 kD

156 1D) Abb. 11 Western-Blot fiir proSP-C an einem Lysat aus

Lungengewebe (Linie 1) und der Zell-Linie A549
(Linie 2) als positive Kontrollen sowie fiir zwei
Isolate von hATIl Zellen direkt nach der
Isolierung (Linie 3 und 4). Einsatz von 8 ug
Protein pro Probe. Direkt nach der Isolation war
das 16 kDa Prozessierungsprodukt von proSP-C
nur schwach nachzuweisen, wdhrend die
37kD = ‘3 Kontrollen, A549 und ein Lysat aus Lungen-
gewebe, eine deutliche Bande zeigten.

100 kD
75 kD

50 kD

25 kD =

-1 r— < 16 kD

10 kD — : Prozessierungsprodukt
von proSP-C

Da Marker wie TTF-1 und die Surfactant Proteine SP-A, SP-B und SP-D auch bei bronchialen
Clarazellen vorkommen, sollten kontaminierende Clarazellen im Isolat tiber das fir Clarazellen
spezifische Protein CC-10 mittels Immunfluoreszenz und RT-PCR nachgewiesen werden. Ebenfalls
wurde das Vorkommen von Caveolin-1 bzw. CK14, deren Markierung in situ bei hATI Zellen bzw.
bei basalen Bronchialzellen beschrieben ist, mittels Immunfluoreszenz untersucht. Die Ergebnisse der

Untersuchungen werden in Tabelle 10 zusammengestellt.

Tab. 10: Charakterisierung der isolierten Zellen in PO im Vergleich zu A549 anhand von Markern
fiir ATI Zellen, Clarazellen und Basalzellen in situ

Marker Zelltyp

Epithelzellisolat A549
Caveolin-1 + bzw. ++°) +bzw. + V)
CC-10 - bzw. + 2 _2)
MVB * - n
CK14 - baw. + 2 ]

Nachweis mittels Immunfluoreszenz (IF) und  Western blot, 2 PCR, * zwei verschiedene Populationen von Zellen;

- bezeichnet keine, + eine vereinzelte, + eine schwache und ++ eine starke Markierung mit Fluorochrom; ) MVB =
multivesikulédre bodies
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Abb. 12 Expression von Caveolin-1, CK14 und TTF-1 an morphologisch unterschiedlichen
Zellpopulationen der isolierten Zellen in P0. Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung von
TTF-1 (griin) und Caveolin-1 (rotorange wegen Uberlagerung von rot und griin) in PO nach
3d (4), 6d (B) und 8d (C und D). Kerngegenfirbung blau (Hoechst 33342),
Grofenmarkierung = 20 um. In PO traten zwei Populationen von Zellen auf, die eine mit
abgeflachtem (Sterne) die andere mit kuboidalem morphologischen Phdnotyp (schwarze
Pfeile). An Tag 3 kamen iiberwiegend flach ausgebreitete TTF-1 positive Zellen vor
(A, Stern). Die stark TTF-1 positiven Zellen zeigten an Tag 6 und 8 eine schwache
Markierung mit Caveolin-1 (B, Pfeilkopfe). Nach 6-8 Tagen in Kultur waren vermehrt
Areale kuboidaler Zellen nachweisbar, die fiir Cavoeolin-1 stark und fiir TTF-1 schwach
positiv waren (B, weisse Pfeile, C und D schwarzer Pfeil). Die Uberlagerung der
Immunfluoreszenz-Markierung von CK14 (griin) mit einer Phasenkontrastaufnahme zeigt fiir
CK14 positive kuboidale Zellen (E und Vergrofierung F, schwarze Pfeile) wdihrend die
flachen Zellen CK 14 negativ waren (E und F, Stern).

In PO waren zwei Zellpopulationen mit unterschiedlich starker Expression von Caveolin-1
nachweisbar, man fand abgeflachte Zellen mit fehlender bis schwacher und kuboidale Zellen mit
starker Expression von Caveolin-1 (Abb. 12A-D). Der Nachweis von TTF-1 verhielt sich in beiden
Populationen umgekehrt, die flach ausgebreiteten Zellen exprimierten TTF-1 meist stark, wéhrend

TTF-1 in den kuboidalen Zellen nukleédr schwach exprimiert war (Abb. 12B). Uber einen Zeitraum
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von 3-8 Tagen in serumfreiem AEGM waren vermehrt kuboidale Zellen in den Kulturen nachweisbar
(Abb. 12A-D). Ein weiterer Unterschied zwischen beiden oben beschriebenen Zellpopulationen lag in
der Expression von CK-14. CK14 war in der flach ausgebreiteten Zellpopulation eindeutig negativ,
wiahrend die kuboidalen Zellen alle deutlich CK14 positiv waren (Abb. 12E und F). Beide
Populationen waren mittels Immunfluoreszenz negativ fiir den Clarazell-Marker CC-10.

3.2 Untersuchung der Kulturbedingungen fir priméar isolierte Zellen

(HPMEC, hATII)

3.21 Charakterisierung von hATII Zellen in Abhangigkeit vom Serumgehalt

Fuchs und Mitarbeiter (Fuchs et al., 2003) beobachteten bei kultivierten hATII Zellen eine
Transdifferenzierung zu Typ I-dhnlichen Zellen innerhalb weniger Tage in PO auf Filtermembranen.
Diese ging mit einem Verlust der Expression von proSP-C innerhalb von 8 Tagen in Kultur einher.
Als Kulturmedium wurde von Fuchs und Mitarbeitern SAGM (Small Airway Epithelial Cell Growth
Medium) mit einem Zusatz von 1% FKS eingesetzt. Um die von Fuchs und Mitarbeitern beschriebene
Transdifferenzierung an den eigenen Isolaten zu liberpriifen, wurden die Zellen in PO auf LabTek in
SAGM mit 1% FKS ausgesit und nach 3, 5, 7 und 9 Tagen fixiert. Parallel dazu wurde dasselbe Isolat
zur Erhaltung des hATII-Phéinotyps in serumfreiem AEGM (4irway Epithelial Cell Growth Medium)
kultiviert und zu den gleichen Zeitpunkten fixiert. Um die Differenzierung der Zellen zu untersuchen
wurden zwei fiir hATII Zellen spezifische Marker, TTF-1 und proSP-C mit Hilfe einer indirekten
Doppelimmunfluoreszenz nachgewiesen.

Am Tag 3 der Kultivierung waren unabhingig vom Medium nur ca. 1/3 der Zellen positiv fiir
TTF-1. Demgegeniiber zeigten alle Zellen eine intensive perinukledre Markierung fiir proSP-C, die
von einer schwachen retikuldren Markierung (Bereich des Golgi-Apparates und des ER) innerhalb des
Zytoplasmas begleitet wurde (Abb. 13A-E). Im Verlaufe der Kultivierung wurde der Einfluss der
Medien auf die Zellgestalt und die Expression der beiden ATII-Marker deutlicher. Wéhrend der
Kultivierung in SAGM mit 1% FKS entwickelte sich ab Tag 5 ein morphologisch homogener
Phénotyp abgeflachter Zellen, die liberwiegend TTF-1 positiv waren (Abb. 13F-H). In serumfreiem
AEGM waren zwei Populationen von Zellen zu beobachten, flach ausgebreitete Zellen mit intensiver
nukledrer Markierung fiir TTF-1 (Abb. 13B und C, Stern) und kleinere kuboidale Zellen mit
schwécherer TTF-1 Markierung (Abb. 13B und C, Pfeilspitze). Im Laufe der Kultivierung kam es zu
einer Verschiebung des Expressionsmusters fiir proSP-C in AEGM mit einer Abnahme der retikuldren
und Zunahme der perinukledren Expression von proSP-C (Abb. 13B-D). An Tag 9 der PO in
serumfreiem AEGM wurde bei 50-60% der kuboidalen Zellen proSP-C intensiv perinukleér
exprimiert (Abb. 13D), eine nukledre Expression von TTF-1 war jedoch nur bei wenigen Zellen
nachweisbar. Demgegeniiber waren die flach ausgebreiteten Zellen in SAGM mit 1% FKS
iiberwiegend positiv fiir TTF-1 und zeigten eine schwache retikuldre Expression von proSP-C an Tag

9 (Abb. 13H).
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Abb. 13 Nachweis von hATII-spezifischen Markern (proSP-C und TTF-1) an den isolierten
Zellen, die in PO in serumfreiem bzw. serumhaltigem Medium kultiviert wurden.
Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung von TTF-1 (griin) und proSP-C (rot) fiir eine PO in
AEGM an Tag 3 (A), Tag 5 (B), Tag 7 (C) und Tag 9 (D) bzw. in SAGM mit 1% FKS an d3
(E), d5 (F), d7 (G) und d9 (H). Kerngegenfirbung blau, Gréfienmarkierung = 20 um. In
serumfreiem AEGM waren zwei Populationen von Zellen zu beobachten, flach ausgebreitete
Zellen mit intensiver nukledrer Markierung fiir TTF-1 (B und C, Stern) und kleinere
kuboidale Zellen mit schwdicherer TTF-1 Markierung (B und C, Pfeilspitze). Alle Zellen
zeigten eine intensive perinukledre Markierung fiir proSP-C, wobei die TTF-1-Expression
stark abnahm (A-D). In serumhaltigem SAGM wurde proSP-C schwach und eher retikuldr
(Bereich des Golgi-Apparates und des ER) exprimiert. Eine nukledre TTF-1-Expression war
in SAGM bis zum Tag 9 bei den meisten Zellen nachweisbar (H).
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Die in SAGM mit 1% FKS kultivierten Zellen waren bis zu Tag 9 positiv fiir TTF-1, wéhrend die
Expression von proSP-C an Tag 9 gegeniiber Tag 3 deutlich verringert war (Abb.13E und H).
Demgegeniiber zeigten die in serumfreiem AEGM kultivierten Zellen innerhalb von 9 Tagen in Kultur
eine groftenteils fehlende Expression von TTF-1. Dagegen konnten weiterhin mit proSP-C gefiillte
perinukledre Einschliisse nachgewiesen werden. Die hohere Zellzahl (Anzahl Kerne/Bildausschnitt) in
AEGM gegeniiber SAGM mit 1% FKS wies auf eine hohere Proliferationsrate der Zellen in
serumfreiem AEGM hin. Diese Beobachtung wurde durch einen spiteren Nachweis des

Proliferationsmarkers Ki67 (siche Kap. 3.2.4) bestitigt.

3.2.2 Wachstumsverhalten von hATII in serumfreien synthetischen Kulturmedien

Da Serumzusitze die Transdifferenzierung von ATII zu Typ I-&hnlichen Zellen begiinstigen
(Kawada et al., 1990; Paine et al., 1990; Borok et al., 1995), wurden verschiedene serumfreiec Medien
untersucht, die eine Beibehaltung des ATII-Phinotyp begiinstigen sollten. Xu und Mitarbeiter (Xu et
al., 1998) beschrieben ein serumfreies Medium mit Insulin, Transferrin, BSA, Selen- und Linolensdure
(ITS", 1:20), EGF (epidermal growth factor, 10 ng/ml) und BSA (50 pg/ml) als Zusitze. Desweiteren
konnte durch den Einsatz eines kommerziell erhéltlichen synthetischen Mediums ohne Serumzusitze
der ATII Phénotyp der Maus bis zu 7 Tagen in Kultur erhalten werden (Rice et al., 2002). Aufgrund
dieser Befunde wurde mit Hilfe von Langzeitkulturen das Proliferationsverhalten der hATII Zellen in
Mono-Kultur in verschiedenen Medien vergleichend analysiert.

Abbildung 14 zeigt die Entwicklung der Zellzahl der isolierten Zellen in P2 in den entsprechenden
serumfreien Medien: SAGM, AEGM und M199 mit ITS" (Insulin, Transferrin und Selensiure, 1:20),
EGF (epidermal growth factor, 10 ng/ml) und BSA (50 pg/ml) als Zusédtze und M199 ohne Zusétze.
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Abb. 14 Proliferationskurve der isolierten Zellen (P2) in verschiedenen serumfreien Medien.
Entwicklung der Zellzahl im Verlauf der Kultur (P2) in serumfreiem SAGM ( ),
AEGM ( ——@ ) und M199 mit ITS" (1:20), EGF (10 ng/ml) und BSA (50 ug/ml)
( ) bzw. ohne Zusdtze ( ), Vorkultur in serumfreiem SAGM. Serumfreies
SAGM und AEGM unterstiitzten die Proliferation der Zellen wihrend M199 ohne und mit
Zusdtzen die Proliferation der Zellen nur gering induzieren konnte.
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Nach 7 Tagen in SAGM und AEGM wurde eine maximale Zellzahl von 1,65 x 10° Zellen/cm >
erreicht, die im weiteren Verlauf in AEGM bis zum Tag 14 auf einem Plateau blieb. Demgegeniiber
stieg die Zellzahl in SAGM leicht bis zu 1,9 x 10’ Zellen/cm * am Tag 14 an. In M199 nahm die
Zellzahl unabhingig von den Zusitzen nur leicht von anfangs 2 x 10* Zellen/cm * auf 4,5 x 10*
Zellen/cm * am Tag 7 bis 10 zu, wihrend diese anschliefend bis Tag 14 wieder leicht abnahm. M199
mit und ohne Zusitze konnte die Proliferation der Zellen nur gering induzieren. Dagegen betrug die
Populations-Verdopplungszeit fiir die isolierten Zellen innerhalb der ersten Tage bis zur Konfluenz in
SAGM sowie AEGM ca. 45-48 h.

Da beide synthetischen Medien SAGM und AEGM die Proliferation der isolierten Zellen auf
Gewebekulturplastik forderten und beide sich nur in einer Komponente, dem Zusatz von BSA zu
SAGM, unterschieden, wurde zur Beurteilung der Differenzierung eine Charakterisierung der

isolierten Zellen in AEGM als Kulturmedium durchgefiihrt.

3.2.3 Charakterisierung der hATII* Zellen im Verlaufe der Passagen

Wegen ihrer raschen De- bzw. Transdifferenzierung in serumhaltigem Medium wurden ATII
Zellen in bisher beschriebenen Kulturmodellen meist in PO fiir Versuche verwendet (Rice et al., 2002).
Da fiir die spitere Ko-Kultur und die vergleichenden Untersuchungen mit den Zell-Linien viele Zellen
gebraucht wurden, sollte gepriift werden, ob sich die in serumfreiem Medium kultivierten Zellen
passagieren lieBen und phénotypische Merkmale von hATII Zellen beibehielten.

Nach dem Passagieren mit Trypsin wurde auch in eigenen Versuchen der groBite Teil der in
serumfreiem AEGM kultivierten hATII Zellen nicht mehr adhdrent. Durch das Verwenden eines
schonenderen Enzymgemischs, Collagenase I/EDTA, konnten die isolierten Zellen nach 4-5 Tagen in
Kultur leicht abgeldst werden, wurden adhirent und konnten so mehrere Passagen weiter kultiviert
werden. Da das Passagieren das Wachstum bestimmter Subpopulationen der hATII Zellen oder auch
das Wachstum kontaminierender Zelltypen begiinstigten kdnnte, werden die passagierten Zellen im
Folgenden als hATII* mit Angabe der entsprechenden Passage bezeichnet (z.B. hATII* P1 bedeutet
passagierte hATII-Isolate in erster Passage). An den passagierten hATII* wurden hATII-spezifische
Marker im Verlaufe der Passagen mittels Immunfluoreszenz untersucht.

Eine Immunfluoreszenz-Markierung mit anti-SP-A und anti-SP-D konnte an den in serumfreiem
AEGM kultivierten hATII* bis zur P6 (43-45 Tage alt) gezeigt werden, wobei die Expression von
SP-B und SP-C bereits in P2 (ca. 18 Tage alt) deutlich abnahm. Abbildung 15 zeigt die
Immunfluoreszenzfarbung der Surfactant-Proteine an 6 Tage alten hATII Zellen in PO und an
passagierten hATII* in P1 (10 Tage alt) und P2 (18 Tage alt). Die Expression von SP-D (Abb. 15 J-L)
war bei allen Zellen deutlich positiv, wahrend die iibrigen Surfactant-Proteine je nach Zelle
unterschiedlich stark produziert wurden. SP-A (Abb. 15A-C) war bei fast allen Zellen punktiert {iber
das gesamte Zytoplasma verteilt nachweisbar. Von PO bis P2 nahm die Anzahl der punktférmigen
Expression leicht ab (Abb. 15A-C). SP-B war meist in groBeren, flach ausgebreitet erscheinenden

Zellen lokalisiert, wéihrend die kleineren kuboidalen Zellen kaum SP-B zeigten (Abb. 15D, E). In P2
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war kaum noch eine Zelle positiv fiir SP-B (Abb. 15F). Alle Zellen waren schwach positiv fiir SP-C,

dabei nahm die Anzahl punktférmigen Expression von SP-C im Zytoplasma von der PO bis zur P2

deutlich ab (Abb. 15G-I).

_SP-A PO SsP-AP1L T SP-A P2

SP-B PO

SP-C P2

Abb. 15 Nachweis von hATII-spezifischen Markern (SP-A, SP-B, SP-C und SP-D) an isolierten
Zellen, die von PO bis P2 in serumfreiem Medium (AEGM) kultiviert wurden. Immun-
Sfluoreszenz-Markierung (griin) von SP-A (A-C), SP-B (D-F), SP-C (G-1) und SP-D (J-L) der
isolierten hATII Zellen in PO nach 6d in Kultur (A, D, G, J) und hATII* in erster Passage
(P1, 10d alt) (B, E, H, K) und in zweiter Passage (P2, 18d alt) (C, F, I, L) in serumfreiem
AEGM. Kerngegenfdrbung blau, Groflenmarkierung = 20 um. Bis zur P2 konnte eine
gleichbleibende Expression von SP-A und SP-D gezeigt werden. Die Expression von SP-B
und SP-C nahm bereits in P2 (ca. 18 Tage alte Kultur) deutlich ab.
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Korrelierend zu einer schwicher werdenden Expression von SP-B und SP-C, deren Produktion
iiber den nukledren Transkriptionsfaktor TTF-1 gesteuert wird, war die nukledre Expression von
TTF-1 in P1 schwach und bereits in P3 immunzytochemisch nicht mehr nachweisbar (Abb. 16A-C).

Die Lokalisation der Tight Junction- und Adherens Junction-assoziierten Proteine ZO-1
(Abb. 16D-F) und E-Cadherin (Abb. 17A-C) an den Zell-Zell-Grenzen nahm bei der Kultivierung in
serumfreiem AEGM von PO bis P3 deutlich ab. So war ZO-1 (Abb. 16F) und E-Cadherin (Abb. 17C)

bei den hATII* in dritter Passage (P3) nach 27 Tagen in Priméarkultur nur noch partiell nachweisbar.

Z0O-1/TTF-1
P3

Abb. 16 Nachweis von hATII-spezifischen Markern (TTF-1 und ZO-1) an isolierten Zellen, die
von PO bis P3 in serumfreiem Medium (AEGM) kultiviert wurden. Immunfluoreszenz-
Markierung von TTF-1 (griin) bzw. Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung von TTF-1 (griin)
und ZO-1 (rot) an hATII Zellen in PO nach 6d in Kultur (A bzw. D), hATII* in erster Passage
(P1, 10d alt) (B bzw. E) und hATII* in dritter Passage (P3, 27d alt) (C bzw. F) in
serumfreiem AEGM. Kerngegenfirbung blau, Groflenmarkierung = 20 um. Die nukledre
Expression von TTF-1 war immunzytochemisch in Pl schwach und in P3 nicht mehr
nachweisbar (A-C). Von PO bis P3 nahm die Markierung des Tight Junction Proteins ZO-1
an den Zell-Zell-Grenzen deutlich ab und war zunehmend im Zytoplasma lokalisiert.

Wihrend in PO nur eine Subpopulation kleinerer, kuboidaler Zellen fiir Caveolin-1 positiv war
(Abb. 17D), nahm im Verlaufe der Passagen die Expression von Caveolin-1 zu und war auf allen

Zellen gleichméBig verteilt nachweisbar (Abb. 17F).
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Abb. 17 Nachweis des epithelspezifischen Markers E-Cadherin und von Caveolin-1 an hATII
Zellen im Verlaufe der Passagen in serumfreiem Medium (AEGM). Immunfluoreszenz-
Markierung von E-Cadherin (griin) bzw. Caveolin-1 (rot) an hATII in PO nach 6d in Kultur
(A bzw. D), hATII* in erster Passage (P1, 10d alt) (B bzw. E) und hATII* in dritter Passage
(P3, 27d alt) (C bzw. F) in serumfreiem AEGM. Kerngegenfirbung blau, Groffenmarkierung
= 20 um. Von PO bis P3 nahm die kontinuierliche Markierung des Adherens Junction
Proteins E-Cadherin an den Zell-Zell-Grenzen deutlich ab. In PO war eine Subpopulation
kleinerer, kuboidaler Zellen fiir Caveolin-1 positiv. Vereinzelt wurden E-Cadherin negative
(4, Pfeil) und Caveolin-1 positive fibroblastoide Zellen gefunden (D, Pfeil). Die Expression
von Caveolin-1 nahm im Verlaufe der Passagen zu und war in P3 bei allen Epithelzellen
nachweisbar.

Der Nachweis von Markern nicht-epithelialer Zellen, wie Vimentin fiir Fibroblasten und
Endothelzellen und smAktin fiir glatte Muskelzellen bzw. Myofibroblasten, zeigte in PO nur vereinzelt
positive Zellen (gezeigt in P1 fiir Vimentin Abb. 21C, Seite 79). In PO traten vereinzelt Zellen mit
langgestrecktem Zellkern und spindelformig bi- bis multipolarer Ausrichtung auf, die positiv fiir
Caveolin-1 waren, jedoch das epitheliale Cadherin, E-Cadherin, nicht exprimierten (Abb.17A und D,
Pfeile). Bei diesen nicht-epithelialen Zellen, die oberhalb des Epithellayers wuchsen, handelte es sich
vermutlich um Fibroblasten, fiir die eine Expression von Caveolin-1 beschrieben ist. Diese in PO selten
vorkommenden, langgestreckten Zellen erwiesen sich bei der weiteren Passage und bei der Ko-Kultur
mit Endothelzellen als storend, da sie auf Membranfiltern ein vermehrtes Wachstum zeigten und

dadurch die Ausbildung eines dichten epithelialen Layers verhinderten. Folglich musste eine
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Moglichkeit gefunden werden, die Reinheit der Alveolarepithelzellen vom Typ Il im Isolat zu

erh6hen. Dies erfolgte {iber eine magnetische Separation mit anti-CD44v6-gekoppelten Magnetbeads.

3.24 Isolierung der CD44v6 positiven Zellen

In Primérisolaten der hATII Zellen traten wie bereits gezeigt langgestreckte Zellen, vermutlich
Fibroblasten, in geringer Anzahl auf. Diese Zellen proliferierten in PO wenig, zeigten jedoch bei der
weiteren Kultivierung nach Passagieren, besonders bei der Ko-Kultivierung der passagierten Isolate
mit Endothelzellen (siehe Kap. 3.11), ein vermehrtes Wachstum. Um die Ausbildung eines dichten
epithelialen Layers fiir die spédtere Ko-Kultur mit Endothelzellen zu gewéhrleisten, war es notwenig,
eine Reinkultur von hATII Zellen zu erhalten. Dazu wurde die Methode der positiven Separation der
hATII Zellen mit Hilfe immunomagnetischer Partikel verwendet. Als spezifische membrangebundene
antigene Determinante der hATII Zellen wurde CD44v6 ausgewdhlt.

Um die Spezifitit des eingesetzten Antikorpers fir CD44v6 festzustellen, wurde dessen
Markierung an Paraffinschnitten von humanem Lungengewebe immunzytochemisch untersucht. Wie
Abb. 18 zeigt, markiert der MoAK CD44v6 (Neo Marker, Klon VFF-7) in gesundem Lungengewebe
in situ spezifisch Basalzellen der Bronchien und Bronchiolen (Abb. 18A) bzw. Alveolarepithelzellen
vom Typ II (Abb. 18B und in Vergroflerung 18C). Die Endothelzellen sind mit anti-CD31 schwarz

markiert.

=
Kapillare

_ Alveole |

Abb. 18 Nachweis der spezifischen Markierung mit CD44v6 an Zellen des Lungengewebes.
Paraffinschnitt von Lungengewebe mit immunzytochemischer Doppelmarkierung von
CD44v6 mit AP (rot) und CD31 mit POX (schwarz). Bronchiole mit CD44v6 positiven
Basalzellen (A, weisser Pfeil) sowie Alveolen mit CD44v6 positiven Alveolarepithelzellen
vom Typ Il (B, dicker schwarzer Pfeil) und (C, schwarze Pfeile). Die Endothelzellen sind
positiv fiir CD-31 markiert (A-D, schwarze Féirbung). Kerngegenfirbung blau, AM =
Alveolarmakrophage. Grofienmarkierung = 20 um. Im peripheren Lungengewebe reagierte
der verwendete CD44v6-Antikérper spezifisch mit den hATII Zellen.
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Die positive Selektion der Zielzellen erfolgte nach einer Kulturdauer von vier bis fiinf Tagen in PO
unter Einsatz des Enzyms Collagenase 1. Zu diesem Zeitpunkt waren vermehrt Zellen mit positiver
Immunmarkierung fiir CD44v6 nachweisbar. Nach der positiven Selektion der Zellen wurden die
CD44v6-Beads nicht abgetrennt, da die Proliferation durch die Beads nur unwesentlich beeinflusst
wurde. Die Ausbildung einer konfluenten Epithelzellschicht wurde, je nach Isolierung, nach weiteren
4-5 Tagen in P1 erreicht.

Da hATII Zellen in Kultur ihre phénotypischen Eigenschaften rasch verlieren, wurde der Nachweis
von spezifischen Markern fiir Typ II Alveolarepithelzellen zwei Tage nach positiver Selektionierung
mit CD44v6-Beads durchgefiihrt. Die hATII* Kultur war dann 6 Tage alt. Fiir die Immunfluoreszenz
wurden drei fiir ATII Zellen relevante Marker jeweils in Doppelmarkierung eingesetzt: TTF-1 (griine
Fluoreszenz) mit proSP-C (rote Fluoreszenz) bzw. TTF-1 (griine Fluoreszenz) mit CD44v6 (rote
Fluoreszenz). Alle positiv selektionierten Zellen zeigten in Pl einen, mehr oder weniger stark
ausgepragten, positiven Nachweis flir proSP-C (Abb. 19A). Alle Zellen waren positiv fiir CD44v6
jedoch nicht alle Zellen zeigten eine Expression von TTF-1 (Abb. 19B). Innerhalb dieser TTF-1

positiven Zellen waren nur ca. 1/3 stark positiv fiir TTF-1.

pruSP-d-"TTF-l : CD44v6/TTF-1
é’l, AEGM Stl'lllllfl‘si s - P1, AEGM sermumirei
2 - P— *..

Abb. 19 Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung von hATII-Markern an CD44v6 " getrennten
hATII* in Pl1. Immunfluoreszenz-Markierung von CD44v6 getrennten hATII* in erster
Passage in serumfreiem AEGM (P1, 6d in Kultur), TTF-1 (griinblau), proSP-C (rot) und
Kerngegenfirbung blau (A) bzw. TTF-1 (griin) und CD44v6 (rot) (B). Die stark griinen
Punkte (Sterne) entsprechen den CD44v6 Beads. Grofsenmarkierung = 10 um. Nach 6 Tagen
in Kultur waren alle Zellen, die mit CD44v6 positiv selektioniert wurden (CD44v6 *), positiv
fiir proSP-C. Der nukledre Transkriptionsfaktor TTF-1 wurde in Pl jedoch nur noch
schwach exprimiert.

Der Nachweis des Clarazell-Proteins CC-10 war am sechsten Tag der Kultivierung, zwei Tage
nach CD44v6-Trennung negativ (Abb. 20B). In P1 waren demnach in der CD44v6 positiven
(CD44v6") Zellfraktion keine kontaminierenden Clarazellen mittels Immunfluoreszenz nachweisbar.

Wie bereits gezeigt, kamen in PO in serumfreiem Medium zwei Zellpopulationen mit
unterschiedlicher Morphologie vor (sieche Kap. 3.1.2), man fand abgeflachte Zellen mit fehlender und
kuboidale Zellen mit starker Expression von CK14 (Abb. 20A). Die kuboidalen Zellen waren in den

serumfrei kultivierten Epithelzellisolaten nach 3-8 Tagen vermehrt nachweisbar, was auf eine
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vermehrte Proliferation dieses Zelltyps schliefen lieB. Die CD44v6™ Zellfraktion wurde in P1 mit
CK14 und dem Proliferationsmarker Ki67 mittels Immunfluoreszenz markiert. Dabei sollte festgestellt
werden, ob nach CD44v6-Trennung weiterhin wie in PO CK14 positive und negative Zellen
nachweisbar waren und ob die isolierten Zellen proliferativ aktiv waren. Fast alle hATII* der
CD44v6" Zellfraktion waren Ki67 positiv und somit proliferativ aktiv (Abb. 20D). Desweiteren
zeigten alle CD44v6 -selektionierten hATII* einen positiven Nachweis von CK14 (Abb. 20C).

CK14 R CC-10
PO - Sl P1, CD44v6 positiv

Y

Ki67
P1, CD44v6 positiv

Abb. 20 Immunfluoreszenz-Markierung von CK14, CC-10 und dem Proliferationsmarker Ki67 an
CD44v6 " getrennten hATII* in P1. Immunfluoreszenz-Markierung von CKI14 (griin) an
hATII Zellen in PO am Tag 6 der Kultivierung (4). In PO traten zwei Populationen von Zellen
auf, flach ausgebreitete CK14 negtive Zellen und kuboidale, kleinere Zellen, die positiv fiir
CK14 waren. Immunfluoreszenz-Markierung (griin) von CC-10 (B) bzw. CK14 (C) und dem
Proliferationsmarker Ki-67 (D). Die CD44v6" getrennten hATII* waren in erster Passage
(P1, 9d in Kultur) CC-10 negativ. Die CD44v6" Fraktion zeigte iiberwiegend kleinere, CK14
(C) und Ki67 (D) positive proliferierende Zellen. Kerngegenfirbung blau (Hoechst 33329),
Grofsenmarkierung = 20 um.
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Mittels positiver Selektion der CD44v6-positiven hATII* wurde in P1 eine fibroblastenfreie
Epithelzellpopulation mit kuboidalem morphologischen Phinotyp erhalten (Abb. 21D), wéhrend bei
den ungetrennten hATII* vereinzelt langgestreckte Zellen vorkamen (Abb. 21A).

2B el e
MP%@gﬁe O | Py, CD4dvs positiv .
% g i ¢ A fq‘v‘: Y‘fiﬁ B L

SP-C "
P3, ungetrennt P3| CD44v6 po

Vimentin Vimentin
P3, ungetrennt P3, CD44v6 positiv

Abb. 21 Morphologie und Immunfluoreszenz-Markierung von SP-C und einem Marker fiir
kontaminierende Fibroblasten bei ungetrennten und CD44v6 getrennten hATII*,
Phasenkontrast-Aufnahme von ungetrennten hATII* (A) und mit CD44v6 Beads positiv
selektionierten hATII* (B) in erster Passage (P1, 10d alt). Immunfluoreszenz-Markierung
(griin) des hATIl-spezifischen Markers SP-C bei ungetrennten (B) und CD44v6-positiv
selektionierten hATII* (E) bzw. Immunfluoreszenz-Markierung des fiir Fibroblasten und
Endothelzellen spezifischen Markers Vimentin bei ungetrennten (C) und CD44v6-positiv
selektionierten hATII* (F) in dritter Passage (P3, 27d alt) in serumfreiem AEGM.
Kerngegenfdrbung blau (Hoechst 33329), Grofsenmarkierung = 20 um. Bei positiver
Selektion mit CD44v6-Beads war die Epithelzellpopulation bis zur P3 fibroblastenfrei,
wdhrend bei den ungetrennten hATII* vereinzelt Fibroblasten mit typischer spindelférmiger,
bi- bis multipolarer Ausrichtung vorkamen (4-C, weisse Pfeile).
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Die CD44v6-positiv selektionierten Zellen (CD44v6") waren in P3 positiv fiir SP-C, wobei flacher
ausgebreitete Zellen starker markiert waren als kleinere kuboidale Zellen (Abb. 21E). Auch in P3
blieben die CD44v6" Zellen frei von Vimentin positiven Fibroblasten (Abb. 21F), wihrend diese
zunehmend in den ungetrennten hATII Zellen in P3 (Abb. 21C) vorkamen. Nach weiteren fiinf
Passagen (P6) blieb die Morphologie der Reinkultur erhalten, wihrend sich bei der ungetrennten

Kultur vermehrt Fibroblasten durchsetzten.

3.25 Morphologischer Phanotyp von CD44v6 positiven Zellen in verschiedenen Medien mit
und ohne Serum bzw. Dexamethason

Der morphologische Phinotyp der hATII* Zellen in P1 und P2 wurde mittels Transmissions-
Elektronenmikroskope untersucht. Dazu wurden die hATII* in serumfreiem SAGM bzw. AEGM
Medium kultiviert.

In serumfreiem SAGM hatten die hATII* in P2 (Abb. 22C, D) im Vergleich zu hATII* in P1 (Abb.
22A, B) auf Filtermembranen einen deutlich unterschiedlichen morphologischen Phéanotyp. Die Zellen
in P1 waren rundlich kuboidal mit apikalen kurzen Mikrovilli und vielen eher apikal gelegenen
Lamellar Bodies. Diese Zellen entsprachen dem fiir hATII Zellen in PO beschriebenen
morphologischen Phianotyp. Bei den Zellen in P1 waren die Lamellar Bodies zum Teil leer (Abb. 22B,
Stern) oder zeigten die fir Lamellar Bodies typischen lamelldiren Membranen (Abb. 22B, Pfeile).
Dagegen besallen die hATII* in P2 eher basolateral gelegene vakuolenartige Strukturen mit Resten
von lamelliren Membranen (Abb. 22D, Pfeile). Diese vakuolenartigen Strukturen waren mit einem
Durchmesser <500 nm dhnlich groB3 oder kleiner als die Lamellar Bodies der hATII* in P1. Aulerdem
waren die hATII* in P2 eher kuboidal langgestreckt und hatten ldngere Mikrovilli als die hATII* in
P1. In P2 wurden wenig Zell-Zell-Kontakte zwischen den benachbarten hATII* Zellen ausgebildet.
Die hATII* Zellen in zweiter Passage schienen hinsichtlich einer Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten
und zelltypspezifischer Strukturen, wie Lamellar Bodies, weniger differenziert als die hATII* in erster

Passage.
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Abb. 22 Morphologischer Phiinotyp isolierter hATII* in erster (P1) und zweiter Passage (P2).
TEM der hATII* in P1 in SAGM (A und Vergrofferung B) mit einem fiir hATII Zellen
typischem kuboidalen Phdnotyp, Lamellar Bodies (B, Pfeile) und apikalem Mikrovillisaum
bzw. TEM der hATII* in P2 in SAGM (C und Vergroferung D) mit kuboidal nach oben
langgestecktem  morphologischem  Erscheinungsbild — und  basolateralen  leeren
vakuolenartigen Strukturen (D, Stern) die zum Teil mit Resten lamelldrer Membranen gefiillt
waren (D, Pfeile). Grofsenmarkierung = 1 um.

Da CD44v6" hATII* nicht vor der zweiten Passage auf Filtermembranen kultiviert wurden, wurde
an CD44v6" hATII* in P2 untersucht, ob Serum die Transdifferenzierung zu ATI-dhnlichen und
Dexamethason die Redifferenzierung zu Zellen mit hATII Phiinotyp induziert. Dazu wurden CD44v6"
hATIT* nach Erreichen der Konfluenz (in P1) mit 5 x 10* Zellen pro cm?” auf die obere Seite der
Filtermembran von 24-Well-Transwell Filterplatten ausgesit und in AEGM Medium ohne, mit 1%
und mit 5% FKS fiir 14 Tage kultiviert. Zu einem Teil der Ansétze wurde am Tag 3 der Kultivierung,
dem Zeitpunkt an dem ein fast konfluenter Zell-Layer erreicht wurde, 1 uM Dexamethason

zugegeben.
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Wihrend unabhéngig vom Serumzusatz alle Dexamethason-behandelten Zellen als kuboidale
Monolayer wuchsen (Abb. 23), bildeten die CD44v6" hATII* in P2 ohne Dexamethason 2- bis 3-
schichtige Zell-Layer aus (nicht gezeigt). Mit Dexamethason waren zahlreiche perinukleédre
vakuolenartige Strukturen, die mit Resten lamelldirer Membranen (Abb. 23E, Pfeile) oder
Lipidtropfchen (Abb. 23E, Stern) gefiillt waren, nachweisbar. Vereinzelt wurden auch Multivesikulédre
Bodies (Abb. 23E, MVB) ausgebildet.

Die Lénge der apikalen Mikrovilli verringerte sich mit dem zunehmenden Gehalt an FKS im
Medium (Abb. 23A-C). AuBerdem waren in AEGM mit 5% FKS und 1 pM Dexamethason flacher
ausgestreckte Zellen als in Medium ohne oder mit 1% FKS nachweisbar, die Zellen enthielten aber
noch zahlreiche vakuolenartige Strukturen. Fiir die CD44v6"™ hATII* in P2 wurden trotz Zugabe von
Dexamethason und Serum wenig Zell-Zell-Kontakte zwischen den benachbarten hATII* Zellen

ausgebildet.

0% FKS

Abb. 23 Morphologischer Phiinotyp der CD44v6" isolierten hATII* mit 1 uM Dexamethason in
zweiter Passage (P2). TEM der CD44v6" hATII* (P2) nach 14-tigiger Kultivierung auf
Filtermembranen in serumfreiem AEGM (A und Vergréferung D) mit einem fiir hATII
Zellen typischem kuboidalen Phdnotyp, zahlreichen Lamellar Bodies (LB) (D, Pfeile) und
apikalem Mikrovillisaum und TEM der hATII* in P2 in AEGM mit 1% FKS (B) bzw. 5%
FKS (C) mit kuboidal bis abgeflachtem morphologischem Erscheinungsbild. Unabhdngig
vom Serumgehalt fand man perinukledre vakuolenartigen Strukturen, die mit Resten
lamelldrer Membranen (E, Pfeile) oder Lipidtropfchen (E, Stern) gefiillt waren, vereinzelt
waren Multivesikiildre Bodies (MVB) nachweisbar. Groffenmarkierung = 10 um (4,B,C), 5
um (D) und 2 uM (E).
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3.3 Entwicklung der gemeinsamen Kulturbedingungen fir Zell-Linien in
Mono-Kultur

Um eine Ko-Kultur von endothelialen und epithelialen Zellen zu etablieren, wurde nach einem
Medium gesucht, in dem beide Zelltypen gut proliferieren und differenzieren. Primér kultivierte
Endothelzellen und auch Endothelzell-Linien bendtigen Serum und Wachstumsfaktoren zur optimalen
Proliferation. In Vorversuchen wirkten die Wachstumsfaktoren bFGF und Heparin in einer
Konzentration von 2,5 ng/ml bFGF und 10 ug/ml Heparin in ECGM-MV mit 15% FKS bei der
Endothelzell-Linie ISO-HAS-1 proliferationssteigernd und zeigten mit Maximalwerten von 1,5-2 x
10° Zellen/cm® vergleichbare Zelldichten wie in dem fiir ISO-HAS-1 beschriebenen Standardmedium
(ECGM-MV mit 15% FKS und ECGS (50 ng/ml) und Heparin (50 pg/ml)). Mit Hilfe von
Langzeitkulturen wurde daher das Proliferations- und Differenzierungs-Verhalten der Zellen in Mono-
Kultur in verschiedenen Medien mit bFGF und Heparin als Wachstumsfaktoren vergleichend
analysiert. AuBlerdem wurde der Einfluss des FKS-Gehalts auf die Proliferationsrate und
Differenzierung im Hinblick auf die Ausbildung endothelialer- und epithelialer Monolayer untersucht.
Die mit den Standardmedien am Besten iibereinstimmenden Ergebnisse ergaben sich mit MCDB 131
mit 5% FKS, bFGF (2,5 ng/ml) und Heparin (10 pg/ml) (siche Anhang).

Die Zell-Linien ST1-6.R und A549 zeigten unabhingig vom Medium eine kontinuierliche
Zunahme der Zellzahl iiber den gesamten Kultivierungszeitraum. Ahnlich zu A549 schienen ST1-6.R
unter den gewéhlten Kulturbedingungen keinen Monolayer auszubilden. Daher wurde die Zell-Linie
ISO-HAS-1 als endotheliale Zell-Linie fiir die spétere Ko-Kultur ausgewahlt.

A549 gelten im Vergleich zu den weiteren epithelialen Zell-Linien, NCI H441 und NCI H820, als
eine in der Literatur anerkannte Zell-Linie mit Eigenschaften humaner Alveolarepithelzellen vom
Typ II. Aus diesem Grund wurde weiter versucht, die Ausbildung eine Monolayers von A549 Zellen
iiber die Variation des Serumgehalts zu induzieren. Mit der Erniedrigung des Serumgehalts auf 1%
FKS schien eine Manipulation der Proliferation von A549 moglich und die Zelldichte konnte vom Tag
10 bis zum Tag 14 relativ stabil um einen Wert von 2,5 x 10° Zellen /cm® gehalten werden (siche
Anhang). Diese Zellzahl entsprach etwa der Hilfte der unter gleichen Kulturbedingungen mit 5% FKS
erzielten Maximalwerte. Obwohl die Zellzahl bei 1% Serumzusatz konstant gehalten werden konnte,
wurde das Adherens Junction Protein E-Cadherin immunzytochemisch nur in Arealen mit lokalen

Zellaggregaten an den Zell-Zell-Grenzen der A549 Zellen markiert (siche Anhang).
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3.4 Charakterisierung der Mono-Kultur im Ko-Kulturmedium

Die vorangegangenen Ausfilhrungen verdeutlichen, dass MCDB 131 mit bFGF (2,5 ng/ml),
Heparin (10 pg/ml) und 5% FKS hinsichtlich der Proliferationsrate von NCI H441, A549 und ISO-
HAS-1 ein geeignetes gemeinsames Medium darstellt. Diese Mediumzusammensetzung von
MCDB 131 mit bFGF (2,5 ng/ml) und Heparin (10 pg/ml) wird im Folgenden als Ko-Kulturmedium
bezeichnet.

Um den Einfluss des Ko-Kulturmediums auf verschiedene Marker der endothelialen bzw.
epithelialen Zell-Linien zu ermitteln, wurden Morphologie und biochemische Eigenschaften in MCDB
131 mit bFGF/Heparin (2,5 ng/10 ng/ml) und 5% FKS untersucht. Hier wurde erstmals eine weitere
epitheliale Zell-Linie, NCI H820, verwendet, die als den hATII Zellen dhnlich beschrieben wurde
(Gazdar et al., 1990).

34.1 Morphologie von ISO-HAS-1, A549, NCI H441 und NCI H820
Der morphologische Phénotyp der Zell-Linie ISO-HAS-1 édhnelt dem von HPMEC in MCDB 131
mit 5% FKS, bFGF (2,5 ng/ml) und Heparin (10 pg/ml) (Abb. 24A und B).

Abb. 24 Lichtmikroskopische Aufnahmen des morphologischen Phéinotyps von ISO-HAS-1 und
primdr isolierten HPMEC. Morphologischer Phdnotyp der mikrovaskuldren Endothelzell-
Linie ISO-HAS-1 (A) im Vergleich zu primdr isolierten HPMEC (B) in MCDB 131 mit 5%
FKS, bFGF (2,5ng/ml) und Heparin (10 ug/ml). Lichtmikroskopie (100x). Beide
endothelialen Zelltypen zeigten einen dhnliches Wachstumsmuster.

A549 (Abb. 25A) und NCI H820 (Abb. 25C) bildeten im Ko-Kulturmedium eine regelmaBige
Zellschicht aus. NCI H441 neigten dagegen zur Bildung von Zellaggregaten und einer Ausbildung von
Liicken im Zell-Layer (Abb. 25B). Das Ko-Kulturmedium war fiir die Ausbildung eines konfluenten
Monolayers von NCI H441 Zellen nicht geeignet.
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Abb. 25 Lichtmikroskopische Aufnahmen des morphologischen Phdinotyps der Epithelzell-Linien
A549, NCI H441 und NCI H820. Morphologischer Phénotyp der Epithelzell-Linien A549
(4), NCI H441(B) und NCI H820 (C) in MCDB 131 mit 5% FKS, bFGF (2,5 ng/ml) und
Heparin (10 ug/ml). Lichtmikroskopie (100x). Die epthelialen Zell-Linien zeigten einen
dhnliches Wachstumsmuster in Ko-Kulturmedium. NCI HS820 und A549 wuchsen als
konfluenter Layer, NCI H441 wiesen hdufig Liicken im Zell-Layer auf.

3.4.2 Phanotypische Merkmale der endothelialen und epithelialen Zell-Linien
Die endotheliale Zell-Linie ISO-HAS-1 zeigte alle untersuchten phénotypischen Merkmale von
Endothelzellen (Tab. 11).
Tab. 11: Charakterisierung von ISO-HAS-1 im Vergleich zu HPMEC im Ko-Kulturmedium

Marker Zelltyp

HPMEC ISO-HAS-1
Caveolin-1 + +9
vWF ++ ++
PECAM-1 +++ -+
VE-Cadherin ++ ++
ICAM-1 * ++ ++
E-Selektin * +++ +++
VCAM-1 * + D

Nachweis mittels Immunfluoreszenz (IF) und " Western blot ? PCR, * Stimulation mit TNF-o (300 U/ml) fiir 6h,
- bezeichnet keine, + eine vereinzelte, + eine schwache und ++ eine starke Markierung mit Fluorochrom

Die primir isolierten HPMEC und die Zell-Linie ISO-HAS-1 hatten ein dhnliches morphologisches
Erscheinungsbild. HPMEC und ISO-HAS-1 zeigten beide eine perinukledre, punktformige Expression
von VWF (FVIII-rA), die schwicher als bei humanen Umbilicalvenen-Endothelzellen (HUVEC)
erschien (nicht gezeigt). Die stimulationsabhingige Expression von ICAM-1, VCAM-1 und
E-Selektin bei HPMEC und ISO-HAS-1 wird in Kap. 3.6 nidher beschrieben.
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Die Charakterisierung der Epithelzell-Linien A549, NCI H441 und NCI H820 erfolgte in Ko-
Kulturmedium mit einem FKS-Anteil von 5%. Da die Kultivierung von NCI H820 in serumfreiem
Medium (DHSF, sieche Kap. 2.7.2) beschrieben ist und auch die hATII-Eigenschaften von
Primérzellen in serumfreiem Medium erhalten bleiben, wurden die Eigenschaften von NCI H820
vergleichend in serumfreiem DHSF und Ko-Kulturmedium untersucht.

Mittels indirekter Immunfluoreszenz-Férbung wurde bei NCI H441 und NCI H820 die Expression
aller untersuchten Marker fiir Alveolarepithelzellen von Typ II nachgewiesen (Tab. 12). A549 zeigten
demgegeniiber weder im Ko-Kulturmedium noch in Standardmedien (DMEM oder Him's
F12/Iscove’s-Medium) eine Expression von TTF-1 (nicht gezeigt). Aulerdem war die Expression von
Zell-Zell-Kontaktmolekiilen bei A549 wenig ausgepragt. So zeigten A549 kaum eine Expression des
Adherens Junction Proteins E-Cadherin (siche Anhang), wobei bei NCI H441 (nicht gezeigt) und
NCI H820 E-Cadherin deutlich an den Zell-Zell-Grenzen exprimiert wurde (Abb. 26C und G). Bei
NCI H441 (Abb. 62, S.123) und NCI H820 (Abb. 26A und E) zeigte sich eine feine kontinuierliche
Markierung fiir das Tight Junction Protein ZO-1 an den Zell-Zell-Kontakten. In A549 war dieser

Marker nicht oder nur fragmentiert nachweisbar (nicht gezeigt).

Tab. 12: Charakterisierung von A549, NCI H441 und NCI H820 im Ko-Kulturmedium anhand von

Markern fiir ATII Zellen
Marker Zelltyp
A549 H441 H820
DHSF

Lamellar Bodies +++ + + ++
Alkal. Phosph. + n.b. n.b. n.b.
SP-A ++ ++ + ++
SP-B + ++ + +
SP-C ++ + + ++
SP-D ++ + ++ ++
TTF-1 - ++ + ++
CD44v6 + + + +
CK 8 + + n.b. n.b.
CK 18 ++ ++ n.b. n.b.
CK 19 - + n.b. n.b.
E-Cadherin + + + +
Z0-1 £V 43 ++ ++ ++

D Immunfluoreszenz (IF), Y Western blot, ¥ PCR, n.b. = nicht bestimmt, - bezeichnet keine, + eine vereinzelte, + eine
schwache und ++ eine starke Markierung mit Fluorochrom; DHSF= DMEM/Ham's F12 mit SF Mix (siche Kap. 3.7.2)
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Abb. 26 Immunfluoreszenz-Markierung von hATII-Markern an NCI H820 Zellen in serumfreiem
und serumhaltigem Medium. Immunfluoreszenz-Markierung von NCI H820 in serumfreiem
DHSF (A-D) bzw. in Ko-Kulturmedium (E-H) fiir TTF-1 (griin) und ZO-1 (rot) (4 bzw. E);
CD44v6 (griin) (B bzw. F); E-Cadherin (griin) und Caveolin-1 (rot) (C bzw. G); SP-C (griin)
(D bzw. H). Kerngegenfirbung blau, Groffenmarkierung = 10 um. NCI H820 zeigten sowohl
in serumfreiem als auch in serumhaltigem Medium gut ausgeprégte Zell-Zell-Kontakte, die
Expression von TTF-1 und SP-C war jedoch in serumhaltigem Medium gegeniiber der
Kultur in serumfreiem Medium stark reduziert.
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NCI H820, die in serumhaltigem Medium kultiviert wurden, zeigten eine schwéchere nukleédre
Expression von TTF-1 (Abb. 26A und 26E) und eine weniger starke Markierung mit anti-SP-C
(Abb. 26D und 26H) als in serumfreiem Standardmedium (DHSF) kultivierte NCI H820. AuBerdem
zeigten die NCI H820 in Ko-Kulturmedium einen flacher ausgestreckten morphologischen Phénotyp
(Abb. 26C und 26G). Dieses Verhalten dhnelt den zu ATI-dhnlichen Zellen transdifferenzierten hATII
Zellen in serumhaltigem Medium.

A549, NCI H441 und NCI H820 waren CK14 negativ, jedoch alle leicht positiv fiir Caveolin-1.
NCI H441 zeigten im Vergleich zu NCI H820 mit einer schwach positiven Markierung von CC-10
(Abb. 27B) und dem Vorkommen von Multivesikuliren Bodies (MVB, Abb.28A) Clarazell-
Eigenschaften. NCI H820 waren fiir CC-10 negativ (Abb. 27A).

Tab. 13: Charakterisierung von A549, NCI H441 und NCI H820 anhand von Markern fiir ATI
Zellen, Clarazellen und Basalzellen in situ

Marker Zelltyp

A549 H441 H820
Caveolin-1 +042 V) 4
CC-10 n.b. - -
MVB + T+ )
CK14 - - i

D Immunfluoreszenz (IF), D Western blot, ¥ PCR , n.b. = nicht bestimmt

In Ko-Kulturmedium mit 5% FKS konnten bei A549 und NCI H441 alle vier Surfactantproteine
nachgewiesen werden. Abbildungen 29A-D zeigen die Expression von SP-A bis D bei A549 mittels
Immunfluoreszenz. Die stirkste Expression findet sich bei A549 fiir SP-D gefolgt von SP-A. Auch die
Zell-Linie NCI H441 zeigte, auer der auch fiir Clarazellen beschriebenen Synthese von SP-A, SP-B
und SP-D (Abb. 29E, F und H), einen positiven Immunfluoreszenznachweis von SP-C (Abb. 29G).
Eine weitere Bestétigung der aktiven Synthese von Surfactant lieferte der elektronenmikroskopische
Nachweis von Lamellar Bodies bei A549, NCI H441 (Abb. 28B und C) und NCI H820. Fiir
NCI H820, deren Kultivierung in serumfreiem Medium DHSF beschrieben wird, hatte der Einsatz von
Ko-Kulturmedium einen reduzierenden Einfluss auf die Expression der Surfactant-Proteine SP-A, SP-
B und SP-C (Abb. 30 A-C und 30 E-H). Besonders die Expression von SP-A und SP-C wurde durch

die Kultivierung in Ko-Kulturmedium im Vergleich zu serumfreiem DHSF stark reduziert.
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NCI H820 NCI H441
CC-10 CC-10

Abb. 27 Immunfluoreszenz-Markierung des Clarazell-Markers CC-10 an NCI H441 und
NCI H820 Zellen in Ko-Kulturmedium. Nachweis des Clarazell-Proteins CC-10 bei
NCI H820 (A) und NCI H441 (B) mittels Immunfluoreszenz (griin), Kerngegenfirbung blau,
Grofsenmarkierung = 10 um. NCI H441 exprimierten CC-10 und zeigten somit im Gegensatz
zu NCI H820 auch Eigenschaften von Clarazellen.

NCI H441 -
Surfactant- |
Ausgehiittung i

Abb. 28 Elektronenmikroskopie von Multivesikuliren und Lamellar Bodies in NCI H441.
Nachweis von Multivesikuldren (A, weisser Pfeil) und Lamellar Bodies (B, weisser Pfeil) in
NCI H441. Verschiedene Stadien der Ausschiittung von Surfactant-Material (C;-C;) bei
NCI H441. TEM, Gréfenmarkierung = I um. Lamellar Bodies wiesen auf die Produktion
von Surfactant bei NCI H441 Zellen hin. Multivesikulire Korperchen sind typische
Einschlusskorperchen von Clarazellen.
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Abb. 29 Immunfluoreszenz-Markierung der Surfactantproteine bei A549 bzw. NCI H441 Zellen in
Ko-Kulturmedium. A549 (A-D) bzw. NCI H441 (E-H) in MCDB 131 mit 5% FKS,
bFGF/Heparin (2.5ng/10ug/ml). Immunfluoreszenz-Markierung (griin) von SP-A (A bzw. E),
SP-B (B bzw. F), SP-C (C bzw. G) und SP-D (D bzw. H). Kerngegenfirbung blau,

Gropenmarkierung = 50 um. A549 und NCI H441 Zellen exprimierten alle vier Surfactant-
proteine.
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Abb. 30 Immunﬂuoreszenz-Makemng der Surfactantproteine bei NCI H820 Zellen in
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serumfieiem und serumhaltigem Medium. NCI H820 kultiviert in serumfreiem DHSF (4-D)
bzw. in Ko-Kulturmedium (E-H). Immunfluoreszenz-Markierung (griin) von SP-A (A bzw. E),
SP-B (B bzw. F), SP-C (C bzw. G) und SP-D (D bzw. H). Kerngegenfirbung blau,
Gréfenmarkierung = 20 um. NCI H820 zeigten in serumfreiem und serumhaltigem Medium
alle vier Surfactantproteine. Die Expression von SP-A und SP-C war in serumhaltigem
Medium gegeniiber der Kultur in serumfreiem Medium stark reduziert, wdhrend die
Expression von SP-B und SP-D wenig verdndert war.
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3.4.3 Einfluss von Dexamethason auf Proliferation und Differenzierung von NCI H441

Bei der Charakterisierung der Zell-Linien (Kap. 3.4.2) in Ko-Kulturmedium konnte gezeigt
werden, dass sowohl Marker fiir ATII als auch Zell-Zell-Kontakte bei den epithelialen Linen
NCI H441 und NCI H820 gut ausgeprigt sind. Jedoch nur bei NCI H820 wurde ein Plateau der
Wachstumskurve, dhnlich wie bei ISO-HAS-1, nach 10 Tagen in Ko-Kulturmedium erreicht (Abb.
31). NCI H441 zeigten dagegen einen stetigen Anstieg der Zellzahl, dhnlich dem von A549. Eine
inhibierende Wirkung des Glukokortikoids Dexamethason auf das Wachstum von A549 Zellen wurde
bereits gezeigt (Greenberg et al., 2002). Daher sollte der Einfluss von Dexamethason auf die

Proliferation und Ausbildung eines epithelialen Monolayers von NCI H441 untersucht werden.
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Abb. 31 Proliferationskurve der Zell-Linien A549, NCI H441, NCI H820 und ISO-HAS-1 in Ko-
Kulturmedium. Entwicklung der Zellzahl im Verlauf der Kultur der epithelialen Zell-Linien
A549 ( ), NCIH441 ( ¢——® ) und NCI H820 ( ) sowie der
endothelialen Zell-Linie ISO-HAS-1 ( ) in MCDB 131 mit 5% FKS und
bFGF/Heparin (2,5 ng/10 ug/ml). Die Wachstumskurve von NCI H820 und ISO-HAS-1
erreichte nach 10 Tagen in Ko-Kulturmedium ein Plateau, wihrend die Zellzahl von A549

und NCI H441 stetig anstieg.
34.3.1 Bestimmung der Zellzahl im Verlauf der Kultur mit Dexamethason

Im Verlaufe einer 14tdgigen Kultivierung wurde die Wirkung verschiedener Konzentrationen des
Glukokortikoids Dexamethason auf die Proliferation der Zell-Linie NCI H441 untersucht. Als
Kulturmedium wurde RPMI 1640 mit 10% FKS verwendet, da NCI H441 in diesem Standardmedium
deutlich gleichmiaBiger wuchsen und nicht, wie im Ko-Kulturmedium, lokale Liicken im Zell-Layer
auftraten, die sich bei der spiteren Kultur auf Filtermembranen als storend fiir den Aufbau einer
gleichmiBig dichten epithelialen Zellschicht herausstellten (siche Kap. 3.8.1). Zunédchst wurden die
Zellen 3 Tage, bis Erreichen eines subkonfluenten Zell-Layers, in RPMI 1640 mit 10% FKS ohne
Dexamethason kultiviert. Am Tag3 erfolgte die Zugabe verschiedener Konzentrationen
Dexamethason (100 nM, 200 nM, 500nM und 1 uM). Die Proliferation der Dexamethason-
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behandelten Zellen wurde mit der der unbehandelten Kontrolle verglichen. An Tag 7, 4 Tage nach
Zugabe von Dexamethason, war die Zellzahl der behandelten Zellen bereits deutlich gegeniiber der
unbehandelten Kontrolle reduziert. Wahrend bei Konzentrationen bis 500 nM Dexamethason nur ein
verzogerter Anstieg der Zelldichte nachweisbar war, erreichte die Proliferationskurve bei der Zugabe
von | pM Dexamethason nach 13-14 Tagen ein Plateau (Abb. 32). Nach Zugabe von 1 pM
Dexamethason wurde eine Zelldichte von 1,75 x 10° Zellen/cm® erreicht. Die unbehandelte Probe
zeigte mit 4,42 x 10° Zellen/cm® nach 14 Tagen eine im Vergleich zu 1 pM Dexamethason 2,5fache
Zelldichte. Nach Zugabe von 1 uM Dexamethason zum Kulturmedium wurde eine deutlich reduzierte
Proliferation von NCI H441 beobachtet. Ob diese reduzierte Proliferation im Zusammenhang mit einer
Differenzierung der Zellen und der Ausbildung eines dichten epithelialen Monolayers von NCI H441
stand, wurde bei der Kultur der Zellen auf permeablen Filtermembranen im Kapitel Ko-Kultur

(Kap. 3.8) untersucht.
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Abb. 32 Proliferationskurve der Zell-Linie NCI H441 mit und ohne Dexamethason. Entwicklung
der Zellzahl im Verlauf der Kultur der epithelialen Zell-Linie NCI H441 in RPMI 1640 mit

10% FKS ohne ( ¢——® ) und mit 100nM ( ), 200 nM ( )
500nM ( X——X ) und 1 uM Dexamethason ( ). Die Wachstumskurve von
NCI H441 erreichte nach 11-14 Tagen in Ko-Kulturmedium mit 1 uM Dexamethason ein
Plateau.

34.3.2 Wirkung von Dexamethason auf die Freisetzung von Wachstumsfaktoren

Wachstum und die Differenzierung von Zellen in Ko-Kultur werden durch die Freisetzung von
Wachstumsfaktoren beeinflusst. In folgenden Experimenten wurde untersucht, ob Dexamethason, wie
fiir humane pulmonale Fibroblasten und Glioma-Zell-Linien der Ratte gezeigt wurde (Nauck et al.,
1997; Machein et al., 1999), die Freisetzung des angiogenen Wachstumsfaktors VEGF beeinflusst. Die
vermehrte Freisetzung von VEGF konnte in Ko-Kultur mit Endothelzellen die Ausbildung eines
konfluenten Monolayers der Endothelzellen beeinflussen und die Ausbildung kapillardhnlicher

Strukturen induzieren. Auflerdem wurde die mit inflammatorischen Prozessen der Lunge in
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Verbindung gebrachte Erhohung von VEGF (Thickett et al., 2002; Bhatia und Moochhala, 2004), die
nach Stimulation mit TNF-a und IL-18 bei A549 gezeigt wurde (Koyama et al., 2002), an den
Epithelzell-Linien NCI H441 und NCI H820 tiberpriift.

Um mit der spiteren Ko-Kultur vergleichbare Differenzierungsbedingungen zu erhalten, wurden
Langzeitkulturen (10 Tage Vorkultur) auf 96 Well-Platten durchgefiihrt. Dabei wurden die Mono-
Kulturen von NCI H441 und NCI H820 wie bei der spiteren Ko-Kultur ab Tag 3 der Kultivierung
(Erreichen eines subkonfluenten Layers) bis zum Tag 10 mit und ohne 1 pM Dexamethason in Ko-
Kulturmedium kultiviert. Am Tag 10 der Kultivierung wurde der Einfluss einer 24-stiindigen
Stimulation mit LPS aus E.coli (1 pg/ml) und den ,,early response* Zytokinen TNF-a (300 U/ml) und
IL-1B8 (100 U/ml) auf die Expression von VEGF untersucht. Die Langzeitkultur mit 1 uM
Dexamethason reduziert bei NCI H441 und NCI H820 deutlich die Freisetzung von VEGF gegeniiber
der unbehandelten Kontrolle (Abb. 33). Wéhrend die basale Freisetzung von VEGF fiir unbehandelte
NCI H441 nach 11 Tagen in Kultur durch Dexamethason-Zugabe von 9626,7+£1014,4 pg/cm® auf
623,8+98,3 pg/cm® auf ca. 1/15 reduziert wurde, wurde die gering basale Freisetzung von
921,2+171,4 pg/em*> VEGF bei unbehandelten NCI H820 auf 453,6+30,2 pg/cm’ auf die Hilfte
reduziert. NCI H820 reagierten auf Stimulation mit IL-16 (100 U/ml) mit einer 1,8-2,6fachen
Erhéhung der VEGF-Freisetzung auf 1691,1+18,8 pg/cm® ohne und 1203,8+261,9 pg/cm® mit
Dexamethason. NCI H441 zeigten keine Verdnderung der VEGF Freisetzung nach Stimulation.
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Abb. 33 Freisetzung von VEGF bei den Zell-Linien NCI H441 und NCI H820 mit und ohne
Dexamethason. Konzentration von VEGF im Mediumiiberstand von NCI H820 (P18) und
NCI H441 (P11) nach 11-tigiger Kultivierung ohne bzw. mit 1 uM Dexamethason in Ko-
Kulturmedium und anschliefsender 24-stiindiger Inkubation ohne Stimulanz bzw. mit TNF-«
(300 U/ml), LPS (1ug/ml) sowie IL-1f8 (100 U/ml). Mittelwert + SD, n=4. Sowohl mit als
auch ohne Dexamethason loste IL-15 (100 U/ml) bei NCI H820 eine erhéhte VEGF-
Freisetzung aus. Durch Zugabe von 1 uM Dexamethason fiir 11 Tage wurde die Freisetzung
von VEGF bei NCI H441 auf ca. 1/15 reduziert, die gering basale VEGF-Freisetzung bei
NCI H820 konnte auf die Hdlfte reduziert werden.
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34.3.3 Expression von Differenzierungsmarkern im Verlauf der Kultur mit Dexamethason

Die Expression von Differenzierungsmarkern im Verlauf der Kultur mit Dexamethason wurde an
Ko-Kulturen von Epithel- und Endothelzell-Linien mittels Immunfluoreszenz nachgewiesen (siche
Kap. 3.8).

Weiterhin wurde die mRNA-Expression der ATII-Marker SP-C und SP-D ohne und nach Zugabe
von Dexamethason (1 pM) fiir 5 Tage bei den epithelialen Zell-Linien A549 (Abb. 34, Linie 4 und 5),
NCI H441 (Abb. 34, Linie 6 und 7) und NCI H820 (Abb. 34, Linie 8 und 9) mittels RT-PCR
analysiert. Als positive Kontrollen wurde Lungenlysat und zwei Isolate von primiren hATII Zellen
nach 48h und 5d in Kultur (Abb. 34, Linie 1, 2 bzw. 3) eingesetzt. mRNA von Lungenfibroblasten, die
keinen der untersuchten Marker exprimieren, wurde als negative Kontrolle fiir eine korrekt
durchgefiihrte Amplifikation bei der RT-PCR verwendet (Abb. 34, Linie 10). Als weitere negative
Kontrolle wurde bei einem Ansatz statt cDNA aqua dest. eingesetzt (Abb. 34, Linie 11). Um einen
Vergleich aller Proben durchfiihren zu kénnen, wurden gleiche Mengen cDNA in die PCR eingesetzt.
Der Nachweis des "housekeeping” Gens Aktin diente als Kontrolle fiir den Einsatz gleicher Mengen

c¢DNA in die PCR.

Lysat Isolat Ab549 H441 H820 Kontrollen
4}3{1 .5d - +Dex - +Dex - +Dex
CC-100 — —1-348 bp
SP-C — = i | B ——405 bp
SP-D  — Rt ——470 bp
Aktin " R d o d 574 bp
| | | |

I
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011

Abb. 34 Nachweis der mRNA-Expression von CC-10, SP-C und SP-D bei A549, NCI H441 und
NCI H820 mit und ohne Dexamethason mittels RT-PCR. RT-PCR fiir CC-10, SP-C, SP-D
und Aktin bei Lungenlysat (Linie 1), Zellisolaten nach 48h (Linie 2) und 5 Tagen (Linie 3) in
Kultur sowie bei den Zell-Linien: A549 in MCDB 131, 5% FKS, bFGF/Heparin ohne und
mit Dexamethason (I uM) (Linie 4 bzw. 5), NCI H441 in RPMI 10% FKS ohne und mit
Dexamethason (1 uM) (Linie 6 bzw. 7), NCI H820 in MCDB 131, 5% FKS, bFGF/Heparin
ohne und mit Dexamethason (1 uM) (Linie 8 bzw. 9) und als negative Kontrollen
Fibroblasten (Linie 10) bzw. aqua dest. (Linie 11). 1 uM Dexamethason steigerte die
Expression der SP-C mRNA bei A549 und NCI H441 und reduzierte die Expression der
CC-10 mRNA bei NCIH441. Bei A549 und NCI H441 wurden durch Zugabe von
Dexamethason Merkmale des ATII Phdnotyps verstdirkt.

Wie Abbildung 34 zeigt, konnte eine mRNA-Expression von beiden Surfactant-Proteinen und
CC-10 in Lungenlysat und bei den beiden ungetrennten Primérisolaten von hATII Zellen

nachgewiesen werden. Bis auf die Zell-Linie NCI H441 ohne Dexamethason (Abb. 34, Linie 6) zeigte

95



Kapitel 3 Ergebnisse

keine der epithelialen Zell-Linien eine mRNA-Expression des Clara-Zell-Markers CC-10. Eine
Expression von SP-C mRNA wurde mit Ausnahme der Dexamethason-behandelten NCI H820 fiir
A549, NCI H441 und NCI H820 nachgewiesen. Die Zugabe von Dexamethason (1 pM) fiir 5 Tage
bewirkte eine Erhdhung der Expression von SP-D mRNA bei A549. Ebenfalls wurde die Expression
von SP-C mRNA bei A549 deutlich gesteigert und die Expression der SP-C mRNA bei NCI H441
leicht erhoht. Gleichzeitig zur Steigerung der Expression der SP-C mRNA war die Expression der
CC-10 mRNA bei Dexamethason-behandelten NCI H441 nicht mehr nachweisbar.

3.5 Vergleichende Untersuchungen der Epithelzellen in Mono-Kultur:
Stimulation mit Zytokinen und LPS
3.5.1 Expression von Zelladhasionsmolekilen (Cell Adhesion Molecules, CAMs)

Zelladhdsionsmolekiile auf der Zelloberfliche von Endothel- und Epithelzellen wie ICAM-1 und
VCAM-1 dienen der Interaktion mit Leukozyten und sind somit fiir die Vermittlung inflammatorischer
Immunantworten notwendig. Eine konstitutive Expression von ICAM-1 ist fiir Alveolarepithelzellen
vom Typ I in situ beschrieben, wihrend unterschiedliche Publikationen die Expression von ICAM-1
und VCAM-1 bei kultivierten Alveolarepithelzellen vom Typ II kontrovers diskutiert wird.

Um die Expression der Zelladhdsionsmolekiile (CAMs) ICAM-1 und VCAM-1 zu induzieren,
wurden die Zellen fiir unterschiedliche Zeiten mit LPS (1 pg/ml) und den ,early response* Zytokinen
TNF-o (300 U/ml) und IL-18 (100 U/ml) stimuliert. Als hATII Zellen wurden passagierte hATII* in
zweiter Passage (P2) eingesetzt, da die hATII* fiir die spatere Ko-Kultur mit HPMEC ebenfalls in P2
eingesetzt werden sollten. Dabei wurden fibroblastenfreie CD44v6" hATII* in serumfreiem AEGM
untersucht, um den hATII-Phénotyp moglichst lange zu erhalten. Dargestellt sind reprisentative
Ergebnisse von Einzelexperimenten mit einer Anzahl von n=4 Einzelwells einer 96-Well Platte.

3.5.1.1 Einfluss von Serum und Dexamethason auf die Expression von ICAM-1 bei hATII*

Die Kultivierung mit FKS fordert die Transdifferenzierung von hATII Zellen zu ATI-dhnlichen
Zellen. Um den Einfluss von FKS auf die ICAM-1-Expression von hATII* in zweiter Passage zu
untersuchen, wurden die Zellen zundchst in serumfreiem AEGM kultiviert und 2d vor der
Stimulierung auf serumhaltiges Ko-Kulturmedium umgestellt. AuB3er einer differenzierungsfordernden
Wirkung auf verschiedenste Zellen, wie Alveolarepithelzellen (Gonzales et al.,, 2002), besitzt
Dexamethason eine allgemeine immunsuppressive Wirkung auf verschiedenste Zelltypen. Daher
wurde in einem weiteren Versuch der Einfluss von FKS und Dexamethason auf die Stimulierbarkeit
der hATII* in Langzeitkultur in serumfreiem AEGM Medium untersucht. Die Zellen wurden dazu mit
verschiedenen Serumkonzentrationen mit und ohne 1 uM Dexamethason fiir 10 Tage auf 96-Well
Platten vorkultiviert und anschlieBend stimuliert.

ICAM-1-Expression der unstimulierten Kontrolle war durch die 2-tdgige Vorkultivierung in Ko-
Kulturmedium im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle in serumfreiem AEGM Medium um 5 bis

10fach erhoht (Abb. 35 verglichen mit Abb. 36). Desweiteren konnte in Ko-Kulturmedium kein
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signifikanter Unterschied zwischen der ICAM-1-Expression der unstimulierten Kontrolle und der LPS
(1 pg/ml), TNF-a (300 U/ml) oder IL-18 (100 U/ml) stimulierten Proben gemessen werden (Abb. 36).
Demgegeniiber wurde die ICAM-1-Expression der hATII* in serumfreiem AEGM mit TNF-a nach
24h und 48 h deutlich erhoht (Abb. 35). Abbildung 35 stellt einen Spender dar, der auf eine
Stimulation mit 100 U/ml IL-18 keine Erhéhung der Expression von ICAM-1 zeigte.
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Abb. 35 Expression von ICAM-1 bei hATII* nach Stimulation in serumfreiem AEGM Medium.
ICAM-Expression bei CD44v6" hATII* (P2) nach 6, 16, 24 bzw 48-stiindiger Inkubation in
AEGM ohne Stimulanz bzw. mit TNF-a (300 U/ml), LPS (1ug/ml) sowie IL-13 (100 U/ml).
Mittelwert +SD, n=4, (Vorkultur 2d). TNF-c« (300 U/m) erhohte die ICAM-1-Expression der
hATIT* in serumfreiem AEGM nach 24 h und 48 h signifikant.
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Abb. 36 Expression von ICAM-1 bei hATII* nach Stimulation in Ko-Kulturmedium. [ICAM-
Expression bei CD44v6" hATII* (P2) nach 6, 16, 24 bzw 48-stiindiger Inkubation in MCDB
131, 5% FKS, bFGF/Heparin ohne Stimulanz bzw. mit TNF-a (300 U/ml), LPS (1ug/ml)
sowie IL-1f3 (100 U/ml). Mittelwert +SD, n=4, (Vorkultur 2d). In serumhaltigem Ko-Kultur-
medium wurde die ICAM-Expression der hATII* durch keines der Stimulanzien signifikant
im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle erhoht.
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Abb. 37 Expression von ICAM-1 bei hATII* nach Stimulation in AEGM mit verschiedenen
Serumkonzentrationen und Dexamethason. ICAM-Expression bei CD44v6" hATII* (P2)
nach 6 bzw. 24-stiindiger Inkubation in AEGM ohne Stimulanz bzw. mit TNF-a (300 U/ml),
LPS (1ug/ml) sowie IL-1f (100 U/ml). Mittelwert +SD, n=4, (Vorkultur 11d ohne FKS (0%)
bzw. mit 1% oder 5% FKS ohne und mit 1 uM Dexamethason). Trotz Zugabe von Serum und
Dexamethason wurde die Expression von ICAM-1 bei hATII* in AEGM nach Stimulation mit
TNF-a (300 U/ml) und IL-1f3 (100 U/ml) in AEGM-Medium signifikant gegeniiber der
unstimulierten Kontrolle gesteigert.

Fiir Langzeitkulturen (10 Tage Vorkultur auf 96-Well Platten) in AEGM mit unterschiedlicher
FKS-Konzentration (0%, 1% und 5%) zeigte sich eine von der Serumkonzentration abhéngige
Zunahme von ICAM-1 fiir die unstimulierte Kontrolle (Abb. 37). Unabhéngig von der Serum-Zugabe
wurde die ICAM-1-Expression nach einer Stimulation von 6 bzw. 24 h mit LPS (1 pg/ml) gegeniiber
der unstimulierten Kontrolle nicht erhoht. Die hochste ICAM-1 Expression wurde durch TNF-a
(300 U/ml) nach 24h in AEGM mit 5% FKS induziert. Eine Vorkultivierung in Medium mit 1 pM
Dexamethason hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Stimulierbarkeit von ICAM-1 bei CD44v6"

hATII* in zweiter Passage.

35.1.2 Zeitverlauf der ICAM-1 und VCAM-1-Expression nach Stimulation

Um die immunmodulatorischen Eigenschaften der eingesetzten Zell-Linien mit denen der isolierten
primiren Alveoloarepithelzellen vom Typ Il zu charakterisieren, wurde die Induzierbarkeit der
Zelladhdsionsmolekiille (CAMs) ICAM-1 und VCAM-1 vergleichend untersucht. Dabei wurden
fibroblastenfreie CD44v6" hATII* in serumfreiem AEGM eingesetzt, um den hATII-Phinotyp
moglichst lange zu erhalten. Abbildung 38-42 zeigen die zeitabhéingige Steigerung der ICAM-1-
Expression bei A549, hATII*, NCIH441 und NCI H820. Eine Stimulation mit TNF-a fiir
6-48 h fiihrte fiir A549, hATII* und NCI H441 zu einer Zunahme von ICAM-1. Wiahrend A549
ICAM-1 nicht konstitutiv bildeten (Abb. 38), war fiir unstimulierte NCI H441 (Abb. 40) und
NCI H820 (Abb. 42) unter gleichen Kulturbedingungen eine hohe konstitutive ICAM-1-Expression
messbar. Auch hATII* exprimierten eine geringe Menge ICAM-1 konstitutiv (Abb. 39), die
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Expression (rel. Einheit als Optische Dichte (OD) bei 492 nm) war jedoch 8-10mal geringer als die
von NCI H441 (Abb. 40) und NCI H820 (Abb. 41 und 42).
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Abb. 38 Expression von ICAM-1 und VCAM-1 bei A549 nach Stimulation in Ko-Kulturmedium.

ICAM-1 und VCAM-1-Expression bei A549 (P25) nach 6, 16, 24 bzw 48-stiindiger
Inkubation in MCDB 131, 5% FKS, bFGF/Heparin ohne Stimulanz bzw. mit TNF-«
(300 U/ml), LPS (1lug/ml) sowie IL-1f3 (100 U/ml). Mittelwert + SD. n=4 (Vorkultur 1d).
Eine Stimulation mit TNF-a (300 U/ml) und IL-1f3 (100 U/ml) fiir 6-48h fiihrte zu einer
signifikanten Zunahme der Expression von ICAM-1 bei A549 Zellen.
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Abb. 39 Expression von ICAM-1 und VCAM-1 bei hATII* nach Stimulation in serumfreiem

AEGM Medium. ICAM-1 und VCAM-1-Expression bei CD44v6" hATII* (P2) nach 6, 16, 24
bzw 48-stiindiger Inkubation in AEGM ohne Stimulanz bzw. mit TNF-a (300 U/ml), LPS
(1ug/ml) sowie IL-1f3 (100 U/ml). Mittelwert +SD. n=4 (Vorkultur 1d). Eine Stimulation mit
INF-a (300 U/ml) und IL-1f3 (100 U/ml) fiir 6-48h fiihrte zu einer signifikanten Zunahme
der Expression von ICAM-1 bei hATII* nach 48h.
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Abb. 40 Expression von ICAM-1 und VCAM-1 bei NCI H441 nach Stimulation in Ko-
Kulturmedium. ICAM-1 und VCAM-1-Expression bei NCI H441 (p8) nach 6, 16, 24 bzw 48-
stiindiger Inkubation in MCDB 131, 5% FKS, bFGF/Heparin ohne Stimulanz bzw. mit
TNF-a (300 U/ml), LPS (1ug/ml) sowie IL-1f3 (100 U/ml). Mittelwert +SD. n=4 (Vorkultur
1d). Eine Stimulation mit TNF-a (300 U/ml) fiir 6-48h fiihrte nach 24-48h zu einer
signifikanten Zunahme der Expression von ICAM-1 bei NCI H441 Zellen.

Die Expression von ICAM-1 wurde bei A549 (Abb. 38), hATII* (Abb. 39) und NCI H820 (Abb.
41) durch die eingesetzten Konzentrationen der Zytokine TNF-o und IL-1 induziert. Demgegeniiber
wurde bei NCI H441 nur durch TNF-a eine leichte Erhohung der ICAM-1-Expression hervorgerufen,
wihrend die Stimulation mit 100 U/ml IL-18 keinen steigernden Effekt auf die ICAM-1 Expression
der NCI H441 zeigte (Abb. 40). Fiir NCI H820 waren in Abhédngigkeit vom Kulturmedium deutliche
Unterschiede in der Expession von ICAM-1 feststellbar (Abb. 41 und Abb. 42). Die in serumfreiem
Medium bereits hohe konstititutive Expression von ICAM-1 konnte in serumhaltigem Ko-
Kulturmedium deutlich gesteigert werden. Eine signifikante Zunahme von ICAM-1 war nach
Stimulation mit 100 U/ml IL-18 messbar, 300 U/ml TNF-a induzierten erst nach 24h in serumfreiem
Medium einen leichten Anstieg von ICAM-1 bei NCI H820. 1 ug/ml LPS konnte innerhalb des
Messzeitraums von 6, 16, 24 und 48h bei keiner der untersuchten Zellen eine Expression von I[CAM-1

induzieren.

Die Expression von VCAM-1 wurde durch keine der eingesetzten Stimulanzien innerhalb des

Messzeitraums von 6, 16, 24 und 48h induziert, nachgewiesen durch CAM-EIA.
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Abb. 41

OD bei 492nm

Abb. 42
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Expression von ICAM-1 und VCAM-1 bei NCI H820 nach Stimulation in serumfreiem
AEGM. ICAM-1 und VCAM-1-Expression bei NCI H820 (P23) nach 6, 16 bzw 24-stiindiger
Inkubation in AEGM ohne Stimulanz bzw. mit TNF-a (300 U/ml), LPS (1ug/ml) sowie IL-1f3
(100 U/ml). Mittelwert +SD. n=4 (Vorkultur 2d). Eine Stimulation mit IL-1f3 (100 U/ml) fiir
0-24h fiihrte zu einer deutlichen Zunahme der Expression von ICAM-1 bei NCI H820 Zellen
in serumfireiem AEGM. Die Stimulation mit TNF-a (300 U/ml) zeigte erst nach 24h eine
signifikante Zunahme der ICAM-Expression.
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Expression von ICAM-1 und VCAM-1 bei NCI H820 nach Stimulation in Ko-
Kulturmedium. ICAM-1 und VCAM-1-Expression bei NCI H820 (P23) nach 6, 16 bzw 24-
stiindiger Inkubation in Ko-Kulturmedium ohne Stimulanz bzw. mit TNF-a (300 U/ml), LPS
(lug/ml) sowie IL-1f3 (100 U/ml). Mittelwert +SD. n=4 (Vorkultur 2d). Eine Stimulation mit
IL-18 (100 U/ml) fiir 6-24h fiihrte nach 6-16h zu einer signifikanten Zunahme der
Expression von ICAM-1 bei NCI H820 Zellen in serumhaltigem Ko-Kulturmedium.



Kapitel 3 Ergebnisse

3.5.1.3 Nachweis der Expression von VCAM-1 mRNA mittels RT-PCR

Da im CAM-EIA keine signifikante Expression von VCAM-1 nachgewiesen werden konnte, wurde
bei A549, NCI H441, verschiedenen Spendern von hATII* in P2 und P7 und der endothelialen Zell-
Linie ISO-HAS-1 als Kontrolle die Expression von VCAM-1 mRNA nach 6-stiindiger Stimulation mit
LPS (1 pg/ml) bzw. TNF-a (300 U/ml) mittels RT-PCR untersucht (Abb. 43).

Eine Expression von VCAM-1 mRNA konnte auBler bei [ISO-HAS-1 nur bei TNF-a stimulierten
A549 nachgewiesen werden (Abb. 43). Nach 6-stiindiger Stimulation mit 1 pg/ml LPS war bei A549
keine mRNA Expression von VCAM-1 nachweisbar. Weder NCI H441 noch die drei hATII Isolate
zeigten eine VCAM-1 Expression nach 6-stiindiger Stimulation mit LPS (1 pg/ml) bzw. TNF-a
(300 U/ml).
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Abb. 43 Nachweis der mRNA fiir VCAM-1 bei ISO-HAS-1, A549, NCI H441 und hATII* nach
Stimulation. RT-PCR fiir VCAM-1 bei ISO-HAS-1 in Ko-Kulturmedium mit und ohne LPS
(1 ug/ml) (Linie 1-4), A549 in Ko-Kulturmedium mit und ohne LPS (I ug/ml) (Linie 5 bzw.
6), hATII* (p7) in AEGM (Linie 7), NCI H441 in RPMI 10% FKS mit und ohne TNF-«
(300 U/ml) (Linie 8 bzw. 9), A549 in Ko-Kulturmedium mit und ohne TNF-a (300 U/ml)
(Linie 10 bzw. 11), hATII* (P2) in AEGM mit und ohne TNF-« (300 U/ml) (Linie 12-15),
nach 6-stiindiger Inkubation. Positive Kontrolle fiir VCAM-1 Linie 16. Von den untersuchten
Epithelzell-Linien exprimierten nur A549 Zelle nach 6-stiindiger Stimulation mit TNF-«
(300 U/ml) VCAM-1 mRNA.
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3.5.1.4 Expression von ICAM-1 bei Kultivierung in verschiedenen Medien

Da fiir NCI H441 in der spateren Ko-Kultur (siche Kap. 3.8.1), eine Umstellung vom Ko-
Kulturmedium (MCDB 131 mit 5% FKS, bFGF (2,5 ng) und Heparin (10 pg/ml)) auf RPMI mit
10% FKS erfolgte, wurde die Expression von ICAM-1 nach o.g. Stimulation in beiden Medien
verglichen. NCI H441 zeigten im CAM-EIA, unabhidngig vom Kulturmedium, eine konstitutive
Expression von ICAM-1, die durch TNF-a erhoht werden konnte (Abb. 44).
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77777777777777777777777 2,00 {OLPS s
g - 8 olL-13
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D -IL 5 3 '1[
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Abb. 44 Expression von ICAM-1 bei NCI H441 nach Stimulation in Ko-Kulturmedium bzw. RPMI
10% FKS. ICAM-Expression bei NCI H441 (P10) nach 6, 16, 24 bzw 48-stiindiger
Inkubation in MCDB 131, 5% FKS, bFGF/Heparin (links) bzw. RPMI 1640, 10% FKS
(rechts) ohne Stimulanz bzw. mit TNF-o (300 U/ml), LPS (1ug/ml) sowie IL-1f3 (100 U/ml).
Mittelwert + SD, n=4, (Vorkultur 2d). Nach Stimulation mit TNF-a (300 U/ml) fiir 6-48h
nahm sowohl in Ko-Kulturmedium als auch in RPMI mit 10% FKS die Expression von
ICAM-1 signifikant zu.

3.5.2 Freisetzung sekundéarer inflammatorischer Mediatoren

Die Quantifizierung der basalen sowie stimulationsinduzierten Freisetzung des proinflamma-
torischen Zytokins IL-6 sowie der Chemokine IL-8, RANTES (regulated upon activation normal T
cell expressed and presumably secreted) und MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) in den
Mediumiiberstand diente der weiteren Charakterisierung der CD44v6"™ hATII*. Die Freisetzung dieser
sekundiren inflammatorischen Mediatoren wurden vergleichend mit A549, NCI H441 und NCI H820
nach Stimulation mit LPS (1 pg/ml), TNF-a (300 U/ml) und IL-18 (100 U/ml) analysiert.

Fiir NCI H441 und NCI H820 wurde bei der spéteren Ko-Kultur der Einsatz von Dexamethason
zur Differenzierung notwendig. AuBler der Unterstiitzung der Ausbildung einer epithelialen bzw.
endothelialen Barriere hat Dexamethason eine immunsuppressive Wirkung, es hemmt die Aktivierung
immunaktiver Zellen durch Zytokine. Daher wurde ebenfalls der Einfluss von Dexamethason auf die
Freisetzung der proinflammatorischen Zytokine IL-6, IL-8, RANTES und MCP-1 bei den Zell-Linien
NCI H441 und NCI H820 in Langzeitkultur mit Dexamethason (10 Tage Vorkultur in Medium mit

1 uM Dexamethason) nach Stimulation untersucht.
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IL-6 wurde von unstimulierten A549 nicht freigesetzt. Seine Freisetzung wurde nach 24-stiindiger
Stimulation durch TNF-o. (300 U/ml) leicht und IL-18 (100 U/ml) auf 9548 pg IL-6 pro cm’
konfluentem Zellrasen induziert (Abb. 45 links). Die basale Freisetzung von IL-6 variierte innerhalb
der verschiedenen Isolate von CD44v6" hATII*. Fiir hATII* wurden eine geringe basale 1L-6
Freisetzung von 5 pg/cm’ (andere Isolate bis 47 pg/cm”) nach 6h und 34 pg/cm® (andere Isolate bis
234 pg/cm®) nach 24h fiir die unstimulierten Kontrollen nachgewiesen (Abb. 45 rechts). Hier wurde
die Freisetzung von IL-6 nach 24h in den Mediumiiberstand deutlich durch TNF-o (auf 87+1 pg/cm?)

sowie IL-18 (auf 124+7 pg/cm?) erhoht.
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Abb. 45 Freisetzung von IL-6 nach Stimulation bei A549 bzw. hATII*. Konzentration von IL-6 im
Mediumiiberstand von A549 (P11) nach 6 bzw 24-stiindiger Inkubation in MCDB 131, 5%
FKS, bFGF/Heparin (links) bzw. von CD44v6" ATI* (P2) nach 6 bzw 24-stiindiger
Inkubation in AEGM (rechts) ohne Stimulanz bzw. mit TNF-a (300 U/ml), LPS (1ug/ml)
sowie IL-1f3 (100 U/ml). Mittelwert +SD, n=4. A549 setzten nach 24-stiindiger Stimulation
mit IL-18 vermehrt IL-6 frei. CD44v6" ATII* (P2) zeigten nach 24-stiindiger Stimulation mit
TNF-a und mit IL-188 eine signifikante Zunahme der IL-6 Konzentration pro cm’ konfluenter
Zellrasen.

Nicht stimulierte NCI H441 zeigten nach 24h eine geringe basale Freisetzung von 32+3 pg/cm’ IL-
6. Diese wurde durch Stimulation nach 24h nicht erhoht (Abb. 46 links). Die Zugabe von
Dexamethason hatte keinen Einfluss auf die Expression von IL-6 bei NCI H441 (Abb. 46 links). Die
hochste Freisetzung von IL-6 innerhalb der untersuchten Epithelzellen wurde nach 24-stiindiger
Stimulation mit IL-18 (100 U/ml) mit 893+3 pg/cm’® bei NCI H820 gemessen. Ohne Dexamethason
wurde fiir die unstimulierte Kontrolle eine Konzentration von 48+7 pg/cm® IL-6 nach 24h ermittelt,
die bei Zugabe von Dexamethason (Dex) auf 38+3 pg/cm’ reduziert war (Abb. 46 rechts). Auch die
durch TNF-a. (300 U/ml) und IL-18 (100 U/ml) induzierte Freisetzung von IL-6 war bei
Dexamethason-behandelten NCI H820 verglichen mit unbehandelten Zellen deutlich erniedrigt. Die
Zugabe von Dexamethason fiihrte bei NCI H820 zu einer um ca. die Hilfte reduzierten Freisetzung
von IL-6 nach Stimulation mit TNF-a (300 U/ml) und IL-18 (100 U/ml). Bei allen untersuchten
Epithelzellen konnte eine Stimulation mit 1pug/ml LPS fiir 6h bzw. 24h keine gegeniiber der Kontrolle

erhohte Freisetzung von IL-6 induzieren.
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Abb. 46 Freisetzung von IL-6 nach Stimulation bei NCI H441 bzw. NCI H820 ohne und mit
Dexamethason. Konzentration von IL-6 im Mediumiiberstand von NCI H441 (P11) und NCI
H820 (P18) nach 24-stiindiger Inkubation ohne bzw. mit Dexamethason in MCDB 131, 5%
FKS, bFGF/Heparin ohne Stimulanz bzw. mit TNF-o (300 U/ml), LPS (1ug/ml) sowie IL-1/3
(100 U/ml). Mittelwert +SD, n=4. (*errechnete Konzentration aufierhalb der Standardkurve
des ELISA’s). NCI H441 zeigten nach 24-stiindiger Stimulation mit TNF-a, LPS sowie IL-1f3
keine vermehrte Freisetzung von IL-6. Die durch TNF-a und IL-1f induzierte Freisetzung
von IL-6 war bei Dexamethason-behandelten NCI H820 verglichen mit unbehandelten

Zellen deutlich um ca. die Hdlfte eniedrigt.

Sowohl A549, NCI H441, NCI H820 als auch hATII* zeigten eine basale Freisetzung von IL-8

(Abb. 47-48), wobei Konzentrationen von 300-500 pg/cm” gemessen wurden. Auf die Expression von
IL-8 hatte neben TNF-o, (300 U/ml), das bei allen Zellen eine IL-8 Freisetzung ausloste, auch IL-11
(100 U/ml) bei A549, NCI H820 und hATII* eine induzierende Wirkung. Die absoluten Werte der

durch 24 h Stimulation mit TNF-a induzierten Freisetzung von IL-8 unterschieden sich stark innerhalb
der Zell-Linien von 470 pg/cm® bei NCI H820 iiber 1047 pg/cm” bei hATII* und 2163 pg/cm® bei
A549 bis 3776 pg/cm’® bei NCI H441. NCI H441 reagierten auf IL-1B einer Konzentration von
100 U/ml mit keiner gesteigerten Freisetzung von IL-8. Mit 12,5 ng/cm” bei NCI H820 (Abb. 48

rechts) konnte IL-18 die stirkste IL-8-Freisetzung induzieren. Wie bei IL-6 bewirkte die Zugabe von
Dexamethason zu den Zell-Linien NCI H441 bzw. NCI H820 eine gegeniiber den unbehandelten

Zellen eine auf 1/6 bzw. die Hélfte reduzierte Freisetzung von IL-8 nach Stimulation mit TNF-a (Abb.

48).
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Abb. 47 Freisetzung von IL-8 nach Stimulation bei A549 bzw. hATII*. Konzentration von IL-8 im
Mediumiiberstand von A549 (P11) nach 6 bzw 24-stiindiger Inkubation in MCDB 131, 5%
FKS, bFGF/Heparin (links) bzw. von ATIl (P2) nach 6 bzw 24-stiindiger Inkubation in
AEGM (rechts) ohne Stimulanz bzw. mit TNF-a (300 U/ml), LPS (lug/ml) sowie IL-1/3
(100 U/ml). Mittelwert +SD, n=4. (*errechnete Konzentration aufSerhalb der Standardkurve
des ELISA’s). A549 setzten nach 24-stiindiger Stimulation mit TNF-a und IL-1f5 vermehrt
IL-8 frei. CD44v6" ATII* (P2) zeigten nach 6- und 24-stiindiger Stimulation mit TNF-o und
mit IL-1f3 eine signifikante Zunahme der IL-8 Konzentration pro cm’ konfluenter Zellrasen.
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Abb. 48 Freisetzung von IL-8 nach Stimulation bei NCI H441 bzw. NCI H820 ohne und mit
Dexamethason. Konzentration von IL-8 im Mediumiiberstand von NCI H441 (P11) und NCI
HS820 (P18) nach 24-stiindiger Inkubation ohne bzw. mit Dexamethason in MCDB 131, 5%
FKS, bFGF/Heparin ohne Stimulanz bzw. mit TNF-a (300 U/ml), LPS (1ug/ml) sowie IL-1f3
(100 U/ml). Mittelwert +SD, n=4. (*errechnete Konzentration aufSerhalb der Standardkurve
des ELISA’s). Die durch TNF-« induzierte Freisetzung von IL-8 war bei Dexamethason-
behandelten NCI H441 auf 1/6 der Freisetzung der unbehandelten Zellen eniedrigt. Die
durch TNF-a induzierte Freisetzung von IL-6 war bei Dexamethason-behandelten NCI H820
verglichen mit unbehandelten Zellen um ca. die Hiilfte eniedrigt.
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A549 (Abb. 49 links) und NCI H820 (Abb. 50 rechts) zeigten eine deutliche Steigerung der basalen
Freisetzung von MCP-1 durch die Stimulation mit TNF-a und IL-1B, wobei IL-18 die stérkste Abgabe
hervorrief. Bei NCI H820 fiihrte auBerdem eine Stimulation mit LPS (1pg/ml) zur Freisetzung von
MCP-1, die mit 750£145 pg/cm® hoher war als die durch TNF-a hervorgerufene Freisetzung von
MCP-1 von 5124116 pg/cm®. Die durch IL-1B induzierte Freisetzung von MCP-1 bei NCI H820
konnte durch Zugabe von Dexamethason nicht signifikant reduziert werden, die durch LPS und TNF-a
induzierte Abgabe von MCP-1 wurde nach Zugabe von Dexamethason jedoch auf ca. 1/3 reduziert
(Abb. 50 rechts).

Die basale Freisetzung von MCP-1 bei CD44v6™ hATII* konnte durch Stimulation mit LPS und
IL-18 nach 6h leicht, aber nicht signifikant gesteigert werden. Bei NCI H441 16ste die Stimulation mit
TNF-a eine Freisetzung von 97+14 pg/cm* MCP-1 aus. Diese Menge an MCP-1 nach Stimulation mit
TNF-a konnte auch nach Behandlung von NCI H441 mit Dexamethason gemessen werden (Abb. 50
links).

Die Freisetzung von RANTES wurde mit Hilfe der eingesetzten Stimulanzien nur bei A549
induziert (nicht gezeigt). Auch in serumhaltigem Medium (MCDB 131, 5% FKS, bFGF/Heparin) war
keine Freisetzung von RANTES fiir CD44v6™ hATII* (P2) iiber einen MeBzeitraum von 48 h
nachweisbar (nicht gezeigt).

Zusammenfassend zeigte keine der untersuchten epithelialen Zell-Linien ein den isolierten
CD44v6" hATII* in P2 identisches Expressionsmuster. Hier sollte beachtet werden, dass das
Expressionsmuster bei hATII* in P2 fiir IL-6, IL-8 und MCP-1, wie fir SP-C und TTF-1 schon
gezeigt wurde, von dem der hATII Zellen in PO bzw. in situ abweichen kann.

Im Vergleich zu CD44v6" hATII* in P2 wurde die basale Freisetzung von IL-6 bei NCI H441
durch Stimulation mit 300 U/ml TNF-o und 100 U/ml IL-18 nicht hoch reguliert. Weiter zeigten
NCI H441 keine Reaktion auf die Stimulation mit IL-18 einer Konzentration von 100 U/ml. Bei
NCI H441 nach Stimulation mit TNF-a &hnelte die Expression der Zytokine IL-8 und MCP-1 und die
fehlende Expression von RANTES der Reaktion der serumfrei kultivierten hATII* in P2,

Die fehlende Freisetzung von RANTES und das Expressionsmuster von IL-6 und IL-8 bei
NCI H820 entsprach im Wesentlichen dem der CD44v6" hATII* (P2) in serumhaltigem Medium.
NCI H820 reagierten auf beide early response Zytokine und LPS &hnlich wie hATII* in
serumhaltigem Medium, wobei die Reaktion auf IL-16 bei NCI H820 wesentlich stirker war als die
der hATII*. Im Unterschied zu CD44v6" hATII* in P2 zeigten NCI H820 eine stark induzierbare
Freisetzung (IL-1B>LPS>TNF-a) von MCP-1.

Im Gegensatz zu CD44v6"™ hATII* wurden die Zytokine IL-6 und IL-8 von A549 basal nicht
freigesetzt. Obwohl sich A549 entsprechend hATII* mit 300 U/ml TNF-o und 100 U/ml IL-18
stimulieren lieen, produzierten sie aufler den Zytokinen IL-6 und IL-8 wie hATII* auch MCP-1 bzw.
RANTES, die von CD44v6" hATII* in P2 nur minimal (MCP-1) bzw. nicht produziert wurden
(RANTES).

107



Kapitel 3 Ergebnisse
2.800 - 3051 pglem’ 2.800
D unstimuliert O unstimuliert
2400 - -|®@TNFalpha | _______________ - 2400 - {®TNF-alpha |- - - ________________
oLps OLPS
. 2000 -0 -, 2000 f+dOM-AR oo
IS IS
% 1600 +----------—-—-——-—-—-——--- - z\; 1600 4 - - - - -
o o
5 1200 - 21200 b
o O
= 800 1 S 800 b
, Daten nicht
400 - - - . - a00 L 13250pgemt oy bestimmt _ ____
67pg/em’
0+ 0
6h 6h 24h
A549 A549 hATI hATI
Abb. 49 Freisetzung von MCP-1 nach Stimulation bei A549 bzw. hATII*. Konzentration von MCP-
1 im Mediumiiberstand von A549 (P11) nach 6 bzw 24-stiindiger Inkubation in MCDB 131,
5% FKS, bFGF/Heparin (links) bzw. von ATII (P2) nach 6 bzw 24-stiindiger Inkubation in
AEGM (rechts) ohne Stimulanz bzw. mit TNF-a (300 U/ml), LPS (1ug/ml) sowie IL-1f8 (100
U/ml). Mittelwert + SD, n=4. (¥*errechnete Konzentration auflerhalb der Standardkurve des
ELISA’s). A549 setzten nach 6- und 24-stiindiger Stimulation mit TNF-o und IL-18 vermehrt
MCP-1 frei. CD44v6" ATII* (P2) zeigten nach 6-stiindiger Stimulation mit LPS und mit
IL-1f3 eine leichte, aber nicht signifikante Zunahme der MCP-1 Konzentration pro cm’
konfluenter Zellrasen.
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Abb. 50 Freisetzung von MCP-1 nach Stimulation bei NCI H441 bzw. NCI H820 ohne und mit

Dexamethason. Konzentration von MCP-1 im Mediumiiberstand von NCI H441 (P11) und
NCI H820 (P18) nach 24-stiindiger Inkubation ohne bzw. mit Dexamethason in MCDB 131,
5% FKS, bFGF/Heparin ohne Stimulanz bzw. mit TNF-« (300 U/ml), LPS (lug/ml) sowie
IL-1f3 (100 U/ml). Mittelwert + SD, n=4. NCI H441 zeigten unabhdngig von der Vorkultur
mit Dexamethason nach 24-stiindiger Stimulation mit TNF-« eine leicht erhéhte Freisetzung
von MCP-1. Die durch IL-1f3 induzierte hohe Freisetzung von MCP-1 wurde durch

Vorkultur mit Dexamethason nur leicht beeinflusst. Dagegen wurde die durch TNF-a und
LPS induzierte Freisetzung von MCP-1 bei Dexamethason-behandelten NCI H820 deutlich

auf'ca. 1/3 der unbehandelten Zellen eniedrigt.
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3.6 Vergleichende Untersuchungen der Endothelzellen in Mono-Kultur:
Stimulation mit Zytokinen und LPS

3.6.1 Expession von Zelladhasionsmolekulen (Cell Adhesion Molecules, CAMS)

3.6.1.1 Zeitverlauf der ICAM-1 und VCAM-1-Expression nach Stimulation (CAM-EIA)

Um die Eignung der Zell-Linie ISO-HAS-1 als Ersatz fiir primér isolierte HPMEC im spéteren Ko-
Kultur Modell zu priifen, wurde die Induzierbarkeit der Zelladhdsionsmolekiile (CAMs) ICAM-1 und
VCAM-1 sowie von E-Selektin vergleichend mit HPMEC untersucht. Dazu wurden die Zellen fiir
unterschiedliche Zeiten mit LPS (1 ug/ml) und den ,,early response” Zytokinen TNF-a (300 U/ml)
und IL-18 (100 U/ml) stimuliert. Abbildung 51-52 zeigen die zeitabhingige Steigerung der Expression
von ICAM-1 und VCAM-1 bei HPMEC und ISO-HAS-1. Uber einen Zeitraum von 6-24 h wurde fiir
TNF-a, LPS und IL-18 stimulierte HPMEC (Abb. 51) und ISO-HAS-1 (Abb. 52) eine Zunahme von
ICAM-1 beobachtet.

VCAM-1 konnte bei 5 von 6 Isolaten von HPMEC durch alle eingesetzten Stimulanzien induziert
werden, wobei die Expression iiber einen Zeitraum von 4-24h zunahm. ISO-HAS-1 zeigten dagegen
nach 16-stiindiger Stimulation mit TNF-a und IL-1B eine maximale Expression von VCAM-1
(Abb. 52). Das Verlaufsmuster der Expression von E-Selektin (Abb. 52) war bei der Zell-Linie
ISO-HAS-1 dem der Primérzellen (HPMEC) dhnlich. Nach 4h Stimulation mit TNF-a war eine hohe
E-Selektin-Expression mit einer Extinktion (OD bei 492 nm) von 1,8 bei HPMEC und 1,6 bei
ISO-HAS-1 messbar, die dann nach 16 bis 24h langsam wieder abnahm. Die Primérzellen reagierten
wesentlich empfindlicher auf LPS der Konzentration 1 pg/ml als ISO-HAS-1. Wéhrend bei HPMEC
durch TNF-a und LPS eine dhnlich hohe Expression von ICAM-1 und E-Selektin ausgeldst wurde,
war die durch LPS induzierte Reaktion der ISO-HAS-1 meist nur halb so stark wie die durch TNF-a
ausgeloste Expression.

Hinsichtlich der Expressionsmuster von ICAM-1 und E-Selektin nach Stimulation eignet sich die
endotheliale Zell-Linie ISO-HAS-1 als Modell fiir mikrovaskuldre Endothelzellen. Die Expression
von VCAM-1 war jedoch wesentlich schwicher als bei den Primérzellen, obwohl eine Expession von
VCAM-1 mRNA und deren deutliche Erhohung bereits nach 6-stiindiger Stimulation mit TNF-o
mittels RT-PCR bei ISO-HAS-1 nachgewiesen wurde (siehe Kap 3.5.1.3). Weiter zeigten ISO-HAS-1
eine basale Expression von VCAM-1 mRNA bei Kultivierung auf Gewebekulturplastik, die einen
inflammatorischen Phénotyp dieser Zelle darstellt. Durch Kultivierung auf Kollagen Typ I-
beschichteten Kulturoberflachen, wie in der spéteren Ko-Kultur, konnte diese basale Expression von

VCAM-1 mRNA reduziert werden (sieche Kap. 3.5.1.3).
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Abb. 51

OD bei 492nm

Abb. 52
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Expression von ICAM-1, E-Selektin und VCAM-1 bei HPMEC nach Stimulation in Ko-
Kulturmedium. ICAM-1, E-Selektin und VCAM-1-Expression bei HPMEC (P5) nach 4, 16
bzw 24-stiindiger Inkubation in MCDB 131, 15% FKS, bFGF/Heparin ohne Stimulanz bzw.
mit TNF-a (300 U/ml), LPS (1ug/ml) sowie IL-1f3 (100 U/ml). Mittelwert +SD. n=4. Uber
einen Zeitraum von 6-24 h nahm fiir TNF-a, LPS und IL-1f stimulierte HPMEC die
Expression von ICAM-1 zu. Nach 4-stiindiger Stimulation mit TNF-o, LPS sowie IL-1f war
eine hohe E-Selektin-Expression messbar, die dann nach 16 bis 24h langsam wieder
abnahm. Die Expression von VCAM-1 war nach 16-stiindiger Stimulation mit TNF-a
maximal und nahm bis 24h wieder ab.
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Expression von ICAM-1, E-Selektin und VCAM-1 bei ISO-HAS-1 nach Stimulation in
Ko-Kulturmedium. ICAM-1, E-Selektin und VCAM-1-Expression bei ISO-HAS-1 (P13) nach
4, 16 bzw 24-stiindiger Inkubation in MCDB 131, 15% FKS, bFGF/Heparin ohne Stimulanz
bzw. mit TNF-a (300 U/ml), LPS (1ug/ml) sowie IL-1f3 (100 U/ml). Mittelwert +SD. n=4.
Uber einen Zeitraum von 6-24 h nahm fiir TNF-a, LPS und IL-1p stimulierte ISO-HAS-1 die
Expression von ICAM-1 zu. Nach 4-stiindiger Stimulation mit TNF-a und LPS war eine hohe
E-Selektin-Expression messbar, die dann nach 16 bis 24h langsam wieder abnahm. Die
Expression von VCAM-1 war nach 16-stiindiger Stimulation mit TNF-a maximal und nahm
bis 24h wieder ab.
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36.1.2 Vergleich der Freisetzung lIgslicher CAMs bei HPMEC und 1ISO-HAS-1

Adhésionsmolekiile (CAMs) sind entweder in bestimmter Menge konstitutiv auf der Membran der

Zellen lokalisiert und koénnen durch Stimulation hochreguliert werden, wie ICAM-1, oder sie

erscheinen erst nach Stimulation,

z.B. mit

proinflammatorischen ~ Zytokinen,

auf der

Membranoberfliche der Zellen. Die extrazelluldre Doméne der CAMs kann proteolytisch abgespalten

und als 16sliche Form ins Medium sezerniert werden. Die Freisetzung der 16slichen Formen von

ICAM-1 und VCAM-1, sICAM-1 und sVCAM-1, wurde vergleichend nach Stimulation an HPMEC

und ISO-HAS-1 bestimmt. Die Konzentrationen werden in pg/cm” konfluentem Zellrasen dargestellt.

Innerhalb von 24h wurde eine Gesamtmenge von 1998+72 pg sSICAM-1 pro cm® nach Stimulation mit

TNF-a produziert (Abb. 53). Entsprechend produzierten ISO-HAS-1 657+39 pg sICAM-1 pro cm®

nach 24-stiindiger Stimulation mit TNF-a. HPMEC und ISO-HAS-1 zeigten ein &hnliches

Expressionsmuster nach Stimulation fiir sSICAM-1. Fiir ISO-HAS-1 lag die nach Stimulation
freigesetzte Menge an sICAM-1 um ca. 1/3 niedriger als fir HPMEC (Abb. 53 links). ISO-HAS-1

zeigten aber auch eine niedrigere basale Freisetzung von sSICAM-1 als HPMEC.

HPMEC produzierten eine signifikante Menge an sSVCAM-1 nach 24-stiindiger Stimulation mit
TNF-a (1518209 pg/cm?®) und LPS (1048+120 pg/cm?). Eine Freisetzung von sVCAM-1 lieB sich bei

ISO-HAS-1 nicht nachweisen (Abb. 53 rechts).

O unstimuliert
B TNF-alpha
OLPS

O IL-18

1998 pg/cm?

657 pg/cm?

6h 6h 24h

HPMEC ISO-HAS ISO-HAS

@ unstimuliert
2000+ - -—"-"—"=-"—"—"—"———————— — - -] TNF—aIpha
1518 pg/cm? oLPs
7777777777777777777777777 O IL-18 _
6h 24h
ISO-HAS ISO-HAS

Abb. 53 Freisetzung von sICAM-1 bzw. sVCAM-1 bei HPMEC und ISO-HAS-1 in Ko-Kultur-
medium. sICAM-1 und sVCAM-1-Expression bei HPMEC (P2) und ISO-HAS-1 (P31) nach
6 bzw 24-stiindiger Inkubation in MCDB 131, bFGF/Heparin ohne Stimulanz bzw. mit TNF-
a (300 U/ml), LPS (1ug/ml) sowie IL-18 (100 U/ml). Mittelwert + SD. n=6. Nach 24-
stiindiger Stimulation der HPMEC und ISO-HAS-1 mit TNF-a und LPS wird vermehrt
SICAM-1 ins Kulturmedium freigesetzt. Bei ISO-HAS-1 war die nach Stimulation freigesetzte
Menge an sICAM-1 um ca. 1/3 niedriger als bei HPMEC. Eine signifikante Freisetzung von
SVCAM-1 war bei HPMEC nach 24-stiindiger Stimulation mit TNF-a und LPS messbar,
wdhrend die Zell-Linie ISO-HAS-1 kein sVCAM sezernierte.
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3.6.2 Freisetzung sekundarer inflammatorischer Mediatoren

Die Quantifizierung der basalen sowie stimulationsinduzierten Freisetzung der sekundéren
proinflammatorischen Zytokine IL-6, IL-8, RANTES und MCP-1 in den Mediumiiberstand diente der
weiteren Charakterisierung der ISO-HAS-1 im Vergleich zu priméir isolierten HPMEC. Die
Freisetzung sekunddrer Immunmediatoren wurde nach Stimulation mit LPS (1 pug/ml), TNF-a
(300 U/ml) und IL-1B (100 U/ml) analysiert.

Wie Abbildung 54 zeigt, wurde IL-6 von ISO-HAS-1 in geringer Menge um 31+0,5 pg/cm” basal
freigesetzt. HPMEC zeigten basal eine Freisetzung von 69,7410 pg/cm® IL-6 nach 6h, die in
Messzeitraum von 24h auf 21346 pg/cm® anstieg. Bei beiden Zelltypen wurde die Freisetzung von
IL-6 nach 24-stiindiger Stimulation am stirksten durch LPS (1 pg/ml) gefolgt von TNF-a (300 U/ml)
induziert. Nach 24h war die basale Expression von IL-6 durch Stimulation mit LPS (1 pg/ml) im
Vergleich zur Kontrolle bet HPMEC achtfach und bei ISO-HAS-1 zehnfach erhéht. Die Stimulation
der IL-6 Freisetzung durch IL-18 (100 U/ml) war bei HPMEC spenderabhéngig. Der in Abbildung 54
(Abb. 54 rechts) dargestellte Spender reagierte mit einer gegeniiber der Kontrolle nach 24h 4,6fach
erhohten Freisetzung von IL-6. ISO-HAS-1 liefen sich mit IL-18 (100 U/ml) nur leicht stimulieren.
Die basale Freisetzung von IL-6 war bei HPMEC und ISO-HAS-1 unterschiedlich. Auch die absolut
produzierten Mengen an IL-6 nach Stimulation waren fiir beide Zelltypen nicht gleich. Grundsétzlich
zeigten ISO-HAS-1 und HPMEC jedoch, bis auf die Stimulation mit IL-18, fiir die untersuchten
Stimulanzien ein dhnliches Expressionsmuster von IL-6.

Wie fiir IL-6 war auch die absolut produzierte Menge an IL-8 fiir ISO-HAS-1 und HPMEC nicht
gleich, was wiederum auf der unterschiedlichen basalen Freisetzung von IL-8 beruhen konnte.
Abgesehen von der absolut freigesetzten Menge an IL-8 zeigen ISO-HAS-1 und HPMEC, bis auf die
Stimulation mit IL-18, ein vergleichbares Expressionsmuster von IL-8 (Abb. 55).

Auch bei der durch TNF-a (300 U/ml) und LPS (1pg/ml) induzierten Freisetzung von MCP-1 war
die Reaktion von ISO-HAS-1 mit der von HPMEC vergleichbar (Abb. 56). Auf eine Konzentration
von 100 U/ml IL-18 reagierte die Zell-Linie ISO-HAS-1 schwécher als HPMEC. Ob eine hohere
Konzentration an IL-1B eine verstirkte Freisetzung von MCP-1 induziert, muss noch untersucht
werden.

Nach 24-stiindiger Stimulation mit TNF-a (300 U/ml) und LPS (1pg/ml) konnte bei ISO-HAS-1
und HPMEC die Freisetzung von RANTES nachgewiesen werden. HPMEC, die nach 24 h eine
Menge von 21245 pg/cm’® produzierten, scheinen wesentlich empfindlicher auf LPS zu reagieren als
ISO-HAS-1 mit 30,242 pg/cm® RANTES. Basal wurde von beiden endothelialen Zelltypen kein
RANTES produziert (Abb. 57).
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Freisetzung von IL-6 nach Stimulation bei ISO-HAS-1 und HPMEC. Konzentration von
IL-6 im Mediumiiberstand von ISO-HAS-1 (P31) bzw. von HPMEC (P2) nach 6 bzw 24-
stiindiger Inkubation in MCDB 131, 5% FKS, bFGF/Heparin (links) ohne Stimulanz bzw.
mit TNF-a (300 U/ml), LPS (1ug/ml) sowie IL-1f5 (100 U/ml). Mittelwert + SD, n=4.
(*errechnete Konzentration aufserhalb der Standardkurve des ELISA’s). ISO-HAS-1 setzten
nach 6- und 24-stiindiger Stimulation mit TNF-a und LPS vermehrt IL-6 frei. HPMEC
zeigten nach 6- und 24-stiindiger Stimulation mit TNF-c, LPS und IL-1f; eine signifikante
Zunahme der IL-6 Konzentration pro cm’ konfluenter Zellrasen. Bei ISO-HAS-1 und
HPMEC léste LPS die stirkste Freisetzung von IL-6 aus.
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Abb. 55 Freisetzung von IL-8 nach Stimulation bei ISO-HAS-1 und HPMEC. Konzentration von
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IL-8 im Mediumiiberstand von ISO-HAS-1 (P31) bzw. von HPMEC (P2) nach 6 bzw 24-
stiindiger Inkubation in MCDB 131, 5% FKS, bFGF/Heparin (links) ohne Stimulanz bzw.
mit TNF-a (300 U/ml), LPS (1ug/ml) sowie IL-1f3 (100 U/ml). Mittelwert + SD, n=4.
(*errechnete Konzentration aufserhalb der Standardkurve des ELISA’s). ISO-HAS-1 setzten
nach 6- und 24-stindiger Stimulation mit TNF-« und LPS vermehrt IL-8 frei. HPMEC
zeigten nach 6- und 24-stiindiger Stimulation mit TNF-a, LPS und IL-1f3 eine signifikante
Zunahme der IL-8 Konzentration pro cm’ konfluenter Zellrasen. Bei ISO-HAS-1 und
HPMEC léste LPS die stirkste Freisetzung von IL-8 aus.
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Abb. 56 Freisetzung von MCP-1 nach Stimulation bei ISO-HAS-1 und HPMEC. Konzentration
von MCP-1 im Mediumiiberstand von ISO-HAS-1 (P31) bzw. von HPMEC (P2) nach 6 bzw
24-stiindiger Inkubation in MCDB 131, 5% FKS, bFGF/Heparin (links) ohne Stimulanz bzw.
mit TNF-a (300 U/ml), LPS (1ug/ml) sowie IL-1f3 (100 U/ml). Mittelwert + SD, n=4. ISO-
HAS-1 und HPMEC setzten nach 6- und 24-stiindiger Stimulation mit TNF-a, LPS und IL-1f3
vermehrt MCP-1 frei. Bei ISO-HAS-1 und HPMEC Iéste LPS die stirkste Freisetzung von
1L-6 aus. HPMEC setzten nach Stimulation mit 100 U/ml IL-13 wesentlich hohere Mengen
an MCP-1 in Kulturmedium frei als 1ISO-HAS-1.
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Abb. 57 Freisetzung von RANTES nach Stimulation bei ISO-HAS-1 und HPMEC. Konzentration

von MCP-1 im Mediumiiberstand von ISO-HAS-1 (P31) bzw. von HPMEC (P2) nach 6 bzw
24-stiindiger Inkubation in MCDB 131, 5% FKS, bFGF/Heparin (links) ohne Stimulanz bzw.
mit TNF-a (300 U/ml), LPS (1ug/ml) sowie IL-1f3 (100 U/ml). Mittelwert + SD, n=4. ISO-
HAS-1 und HPMEC setzten nach 24-stiindiger Stimulation mit TNF-a und LPS RANTES
frei. Bei ISO-HAS-1 und HPMEC léosten 300 U/ml TNF-a die stirkste Freisetzung von
RANTES aus, wihrend bei HPMEC Ilug/ml LPS die stdrkste Freisetzung von RANTES
induzierte.
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3.7 Etablierung des Ko-Kulturmodells

Um den dreidimensionalen Aufbau der alveolo-kapilldren Einheit zu imitieren, wurde eine
Anordnung gewihlt, bei dem Alveolarepithel- und Endothelzellen in engem Kontakt auf beiden Seiten

einer diilnnen mikropordsen Filtermembran ko-kultiviert wurden (siehe Kap. 2.14).

3.7.1 Art der Membraneinsatze und Notwendigkeit einer Matrixbeschichtung

Da Zellen sensibel auf die Art der eingesetzten Kulturoberflache reagieren, wurden die Adhésions-
und Wachstums-Eigenschaften einer Mono-Kultur der Zell-Linien ISO-HAS-1, A549, NCI H441 und
NCI H820 auf verschiedenen Materialien fiir Membraneinsétze getestet. Im Hinblick auf den spiteren
Aufbau des Ko-Kulturmodells (Kap. 2.14) wurden die endothelialen Zell-Linien immer auf die
Unterseite und die epithelialen Zell-Linien immer auf die Oberseite der Filtermembranen ausgest.

Zur Ko-Kultivierung der untersuchten Zell-Linien haben sich kommerziell hergestellte
Membraneinsitze aus lichtundurchldssigem Polycarbonat (PC, Porengrofle von 0,4 um) als geeignete
Kulturoberflachen erwiesen. Der Einsatz transparenter Membranfilter aus Polyester hatte fiir die
mikroskopische Beurteilung der Ko-Kultur keine Vorteile, da die einzelnen Zell-Layer in der Ko-
Kultur optisch schwer unterscheidbar waren. Polycarbonat-Membranen besitzen zudem eine hohe
Anzahl an Poren, und ermdglichen somit einen raschen Stoffaustausch zwischen beiden
Zellkompartimenten. Wegen ihrer geringen Dicke (10 um), die wegen der kurzen Diffusionsstrecke
eine schnelle zelluldre Interaktion erlaubt, wurden die Transwell Polycarbonat-Membraneinsétze der
Firma Costar fiir die Versuche ausgewihlt. Verwandt wurden Membraneinsétze ohne Beschichtung
bzw. mit Fibronektin bzw. Kollagen Typ 1-Beschichtung.

Eine Beurteilung der Adhésions- und Wachstumseigenschaften auf den undurchsichtigen PC-
Membranen konnte nicht wihrend der Kultivierung durchgefiihrt werden. Deshalb wurden die
Kulturen auf den Membanfiltern zu unterschiedlichen Zeiten fixiert und die Zellen mittels
Immunfluoreszenz beurteilt. Bei den epithelialen Zell-Linien A549 und NCI H441 waren fiir das
Adhédsions- und Ausbreitungsverhalten keine Unterschiede zwischen unbeschichteten und
beschichteten Polycarbonat-Membraneinsédtze feststellbar. NCI H820 und beide untersuchten
endothelialen Zell-Linien zeigten dagegen eine erhohte Adhdsion an beschichtete Filtermembranen.
Fiir die Endothelzellen erleichterte eine Beschichtung mit Fibronektin bzw. Kollagen Typ 1 die
Adhésion der Zellen an die Filterunterseite (umgedrehter Filter) und verkiirzte die Adhésionszeit auf
2 Stunden bei 37°C. Die Adhédrenz und Ausbreitung der I[ISO-HAS-1 und HPMEC war bei einer
Beschichtung mit Fibronektin und Kollagen Typ 1 vergleichbar gut (nicht gezeigt). NCI H820
adhirierten besser an Kollagen Typ 1 beschichtete Filter. Daher wurde die weiteren Versuche eine

Beschichtung mit Kollagen Typ 1 fiir beide Seiten des Membranfilters durchgefiihrt.
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3.7.2 Ermittlung der optimalen Aussaatdichte

Da fiir die Etablierung eines physiologisch relevanten Ko-Kultursystems die Differenzierung der

Epithelzellen eine wichtige Rolle spielte, wurde zunédchst das Wachstums- und Differenzierungs-
verhalten der Epithelzell-Linien NCIH441, NCIH820 und A549 in Mono-Kultur auf
Filtermembranen im Hinblick auf die Ausbildung eines intakten Monolayers untersucht. Die
Ausbildung von Tight Junctions im Verlaufe der Kultivierung wurde iiber eine Messung des TER
bestimmt. Als Kontrolle diente eine Epithelzell-Linie aus der Hundeniere, MDCK (Madin Darby
Canine Kidney) Zellen, die Monolayer mit hohen TER-Werten um 2000-10000 Q x cm’® ausbildet
(Ward et al., 2000). Um eine Differenzierung der Epithelzellen zu erreichen, erhielten die Zellen iiber
einen ldngeren Zeitraum die Mdglichkeit, auf der Filteroberfliche zu proliferieren und Tight Junctions
auszubilden. Daher wurde das Wachstums- und Differenzierungsverhalten von subkonfluent
ausgesiten NCI H441, NCI H820 und A549 im Laufe einer 14-tdgigen Kulturdauer untersucht.
Hier wurden die Zellzahlen eingesetzt, die zuvor bei den Proliferationsstudien in Mono-Kultur
ermittelt wurden (siche Kap. 3.3 und Anhang). A549 und NCI H441 wurden in einer Zelldichte von
2x10* Zellen/cm® und NCI H820 mit 3-5x10* Zellen/cm® auf die Oberseite der Filtermembran
ausgesit. In Mono-Kultur fiir A549 bzw. NCI H441 maximal ermittelte TER-Werte lagen im Bereich
von 1342 Q x cm” bzw. 4443 Q x cm” an Tag 10-12 der Kultivierung. NCI H820 zeigten in Mono-
Kultur wesentlich héhere maximale TER-Werte von 1038149 Q x cm” auf HTS 24 Transwell-Filter-
Platten. A549 und NCI H441 bildeten, wie bei Proliferationsstudien schon gezeigt wurde, in Ko-
Kulturmedium keinen kontaktinhibierten Monolayer aus und schienen daher auch keine funktionellen
Zell-Zell-Verbindungen mit Tight Junctions aufzubauen.

Endothelzellen besitzen zwar ebenfalls Tight Junctions, diese sind jedoch nicht so hoch organisiert
wie die Tight Junctions der Epithelzellen, daher werden bei vaskuldren Endothelzellen meist nur
geringe TER-Werte gemessen. Bei Mono-Kulturen von ISO-HAS-1 bzw. HPMEC in einer Zelldichte
von 5x10* Zellen/cm” wurden maximale TER-Werte von 1142 Q x ecm” bzw. 16£3 Q x cm® auf HTS
24 Transwell-Filter-Platten gemessen. Die Integritit des endothelialen Monolayers konnte daher nicht
wiéhrend der Kultur iiber die Bestimmung der TER-Werte beurteilt werden, sie wurde beim
Immmunfluoreszenznachweis von Zell-Zell-Kontaktmolekiilen zu unterschiedlichen Zeiten der

Kultivierung auf HTS 24 Transwell-Filter-Platten nachgewiesen (siche Kap. 3.8.3 und 3.9.2).

3.7.3 Aufbau des Ko-Kulturmodells

Der Modellaufbau als Bilayer mit Alveolarepithel- und Endothelzellen auf gegeniiber liegenden
Seiten einer diinnen mikropordsen Filtermembran trennt die beiden Zelltypen physikalisch, ermdglicht
aber auch eine parakrine Kommunikation der Zellen.

Abbildung 58 zeigt einen Semidiinnschnitt der Ko-Kultur von NCI H441 mit ISO-HAS-1
(Transmissionselektronenmikroskopische (TEM) Aufnahme). Auf der oberen Flache der

mikropordsen Filtermembran wachsen NCI H441 mit einem fiir Alveolarepithelzellen vom Typ 11
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typischen kuboidalen morphologischen Phénotyp. Auf der Unterseite der Filtermembran sind ISO-
HAS-1 erkennbar. Sie sind, wie fiir Endothelzellen typisch, flach ausgebreitet und mit einer
hervortretenden Kernregion und einer flach auslaufenden Zytoplasmaregion. Die Aufsicht auf die
gebildeten konfluenten Zell-Layer ist in der rasterelektronenmikroskopischen Aufnahme fiir HPMEC
(Abb. 59A) und NCI H441 (59B) dargestellt.

HTS 24-Transwell® Filter-Platte

oberes Well =
Apikales Kompartiment

Flltermembrqn, i
0 4'pM Poren e &

unteres Well =
Basolaterales Kompartlment

Abb. 58 Aufbau des Ko-Kulturmodells als Bilayer auf einem Transwell einer 24 Transwell-Filter-
Platte. HTS 24 Transwell-Filter-Platte (links) und Vergroferung der Filtermembran im
Querschnitt (rechts). Die Vergrofserung stellt eine elektronenmikroskopische Aufnahme der
Bilayer-Ko-Kultur von NCI H441 auf der oberen Seite und I1ISO-HAS-1 auf der unteren Seite
der Filtermembran einer Transwells der HTS 24 Transwell-Filter-Platte dar.
Groflenmarkierung = 10 um. Als geeignetes System fiir Mehrfachbestimmungen besteht ein
Experiment aus 24 solcher Bilayer-Ko-Kulturen, die jeweils in einem Well einer 24 Well-
Multiwellplatte (Cluster-Platte) kultiviert werden.

Abb. 59 Rasterelektronenmikroskopie von HPMEC bzw. NCI H441 auf der Unter- bzw. Oberseite
der Filtermembran. Aufsicht auf die Unterseite eines Polycarbonat-Membranfilters mit
HPMEC (A) und Aufsicht auf die Oberseite des Membranfilters mit NCI H441 (B),
Rasterelektronenmikroskopie, Grofenmarkierung = 10 um.
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Ein wichtiges Kriterium fiir die Ko-Kultur der epithelialen und endothelialen Zell-Linien war deren
Differenzierung im Hinblick auf die Ausbildung einer funktionellen Barriere. Die Differenzierung
sollte, dhnlich der Vorgehensweise beim tissue engineering, in 3 Schritten induziert werden: Zunéchst
lieB man die Zellen auf der Kulturoberfliche proliferieren und einen fast konfluenten Monolayer
ausbilden. Dazu wurde nach den Daten des Proliferationsverhaltens in Mono-Kultur (Kap. 3.3) ein
Zeitraum von 3 Tagen in Ko-Kultur angesetzt. AnschlieBend wurde die Differenzierung der Zellen
eingeleitet. Hier sollte der Einfluss von serumfreiem Medium bzw. der Einfluss des Glukokortikoids
Dexamethason auf die Ausbildung eines dichten zelluldren Layers von Epithel- und Endothelzellen
untersucht werden. Die Ausbildung von Tight Junctions im Verlaufe der Kultivierung wurde zunéchst
{iber die Bestimmung der TER-Werte der Ko-Kulturen ermittelt. Uber einen Zeitraum von 14 Tagen in
Ko-Kultur wurde dann die Aufrechterhaltung der Differenzierung der Zellen beobachtet. Diese wurde
morphologisch und iiber die Ausbildung einer dichten Barriere mit Tight Junction und Adherens

Junction-Strukturen iiberpriift.

3.8 Ko-Kultur: Epithelzell-Linien (A549/H441) mit ISO-HAS-1

Die in Mono-Kultur fiir A549 bzw. NCI H441 ermittelten TER-Werte von 13£2 Q x cm’ bzw.
4443 Q x cm’ wiesen auf eine unzureichende Differenzierung der Zell-Linien in Hinblick auf die
Ausbildung von Tight Junctions hin. In weiteren Versuchen wurde daher iiberpriift, ob die Ko-
Kultivierung mit Endothelzellen iiber parakrine Faktoren die Differenzierung der Epithelzellen
beeinflusst. Aulerdem wurde der Effekt des Glukokortikoids Dexamethason, von dem eine Wirkung
auf die Differenzierung und Reifung von Zellen des Lungenepithels (Oshika et al., 1998) und eine
Tight Junction-stabilisierende Wirkung bei Mamma-Epithelzellen beschrieben ist (Zettl et al., 1992),
auf die Induktion funktioneller Tight Junctions bei den Zell-Linien A549 und NCI H441 untersucht.
3.8.1 Transzellularer elektrischer Widerstand (TER) in serumhaltigem Medium nach

Stimulation mit Dexamethason

Der Einfluss von Dexamethason auf die Ausbildung von Tight Junctions wurde zuniachst an Mono-
Kulturen von A549 und NCI H441 auf Filtermembranen und in Ko-Kultur mit der endothelialen Zell-
Linie ISO-HAS-1 untersucht. Zu den Zellen der oberen Kammer des Transwells (NCI H441 bzw.
A549) wurde am Tag 3 der Kultivierung (subkonfluente Zell-Layer) Medium mit 1 uM Dexamethason
zugegeben. Diese Konzentration von Dexamethason zeigte den grofBten Effekt auf die Proliferation der
epithelialen Zell-Linien (siehe Kap. 3.4.3.1).

NCI H441 wiesen im Verlaufe der Mono-Kultur in Ko-Kulturmedium (MCDB 131, 5% FKS und
bFGF/Heparin (2,5 ng/ 10 ug/ml)) ein unregelméBiges, 1ochriges Wachstumsmuster auf. Da Liicken
im Zell-Layer die Messung des TER-Wertes beeinflussen, wurde zusétzlich ein fiir die Kultivierung
von NCI H441 beschriebenes Kulturmedium, RPMI mit 10% FKS, eingesetzt, in dem die NCI H441
gleichméBiger wuchsen. Zum Vergleich der beiden Medien wurden die Zellen der unteren Kammer

des Transwells (ISO-HAS-1) immer mit Ko-Kulturmedium und die Zellen der obere Kammer
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(NCI H441) entweder mit Ko-Kulturmedium oder mit RPMI, 10% FKS kultiviert. Die Entwicklung
der TER-Werte in Mono-Kulturen von NCI H441 und Ko-Kulturen von NCI H441/ISO-HAS-1 wurde
ohne und mit 1 pM Dexamethason vergleichend untersucht.

Fiir Mono-Kulturen von NCI H441 auf HTS 24-Transwell-Filter-Platten konnten in RPMI 10%
FKS mit 1 pM Dexamethason maximale TER-Werte von 24142 Q x cm” am Tag 13 erreicht werden
(Abb. 60 A), wihrend in Ko-Kulturmedium mit 1 uM Dexamethason ein TER-Wert von 3315 Q x
cm’ nicht tiberschritten wurde (Abb. 60 B). Unabhingig vom Medium lagen die TER-Werte der Ko-
Kulturen ohne Dexamethason von Tag 11 bis 13 um 110+40 Q x cm” und mit Dexamethason maximal
um 400 Q x cm’. Verglichen mit der Kultivierung in RPMI mit 10% FKS traten in Ko-Kulturmedium
hohe Schwankungen zwischen den einzelnen Wells der Ko-Kulturen (n = 4) auf (251+143 Q x cm?),
die auf ein unregelmifBiges Wachstum der NCI H441 in Ko-Kulturmedium hindeuteten (Abb. 60 B).
Das gleichméBigere Wachstum der NCI H441 Zellen in RPMI mit 10% FKS und die Auspriagung
stabiler TER-Werte von 313462 Q x cm” und 349+50 Q x cm’ an Tag 11 respektive Tag 12 der Ko-
Kultur bei Zugabe von Dexamethason (Abb. 60 A) bedingten eine Umstellung der Kulturbedingungen
fiir die Ko-Kultur von NCI H441 mit [SO-HAS-1 bzw. HPMEC auf RPMI 10% FKS im oberen Well
und Ko-Kulturmedium (MCDB 131 5% FKS, bFGF/Heparin) im unteren Well, in Folge RP/MC

genannt.
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Abb. 60 Transzellulirer elektrischer Widerstand (TER) von NCI H441 in Mono- und Ko-Kultur
mit ISO-HAS-1 in verschiedenen Medien ohne und mit Dexamethason. TER-Werte im
Verlaufe der Kultur in RPMI 10% FKS (oben) und MCDB 131 5% FKS, bFGF/Heparin
(unten) (A) bzw. in MCDB 131 5% FKS, bFGF/Heparin (oben + unten) (B) fiir ISO-HAS-1
ohne (@), NCI H441 mit 1 uM Dexamethason (A) und bei Ko-Kulturen von NCI H441 mit
ISO-HAS-1 ohne (L)) und mit 1 uM Dexamethason (M. (n=4). Mit RPMI 10% FKS und
1 uM Dexamethason im oberen Well und Ko-Kulturmedium im unteren Well wurden fiir
NCI H441 in Monokultur und fiir die Bilayer-Ko-Kultur von NCI H441 mit ISO-HAS-1
gleichmdfsigere TER-Werte erhalten als in Ko-Kulturmedium alleine.
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3.8.2 Transzellulérer elektrischer Widerstand (TER) in serumfreiem Medium mit und ohne
Dexamethason

Eine Umstellung der Mono-Kulturen von A549 bzw. ISO-HAS-1 nach dreitdgiger Kultivierung in
Ko-Kulturmedium auf serumfreies MCDB 131 mit ITS® (=Ko-Kulturmedium ohne Serum und
Wachstumsfaktoren aber mit ITS" als Serumersatz) fiihrte zu einem differenzierter pflastersteinartigen
Zell-Layer von ISO-HAS-1 mit gut ausgeprigten Zell-Zell-Verbindungen (siche Anhang). A549
zeigten dagegen in Mono-Kultur in serumfreiem MCDB 131 mit ITS™ wenig differenzierte Zell-Zell-
Kontakte. An Ko-Kulturen der Epithelzell-Linien A549 bzw. NCI H441 mit ISO-HAS-1 wurde
untersucht, ob die Ko-Kultivierung in serumfreiem Medium einen Einfluss auf den Aufbau einer
dichten epithelialen Barriere hatte. AuBerdem sollte iiberpriift werden, ob durch die Gabe von
Dexamethason in serumfreiem Medium der TER-Wert der Ko-Kulturen gesteigert werden konnte.

In serumfreiem Medium (MCDB 131 mit ITS") wurden fiir Ko-Kulturen von A549 mit ISO-HAS-1

auf HTS 24-Transwell-Filter-Platten maximale TER-Werte von 1342 Q x cm? erreicht. Fiir NCI H441
in Ko-Kultur mit ISO-HAS-1 waren maximale TER-Werte von 63+9 Q x cm” messbar.
Die Zugabe von 1 uM Dexamethason zum serumfreien Medium konnte bei Ko-Kulturen von A549
mit ISO-HAS-1 die TER-Werte gegeniiber der Kontrolle ohne Dexamethason nicht erhéhen.
Demgegeniiber war in serumhaltigem Ko-Kulturmedium durch 1 pM Dexamethason eine Steigerung
der TER-Werte von 1342 Q x cm® auf 3147 Q x cm’ fir A549/ISO-HAS-1 zu erreichen (nicht
gezeigt).

Fiir NCI H441 in Mono- bzw. in Ko-Kultur mit ISO-HAS-1 konnte die Zugabe von 1 uM
Dexamethason in serumfreiem Medium ebenfalls keine Steigerung der TER-Werte gegeniiber den
Kulturen ohne Dexamethason hervorrufen (Abb. 61B). In Anwesenheit von Serum (5% FKS) wurde
der TER-Wert sowohl fiir die Mono-Kultur von NCI H441 als auch fiir die Ko-Kultur NCI H441/ISO-
HAS-1 durch Dexamethason jedoch signifikant erhoht (Abb. 61A). In beiden Féllen (Mono- sowie
Ko-Kultur) konnte der TER-Wert durch Supplementierung mit 1 pM Dexamethason ca. 6fach
gesteigert werden. Daraus ergab sich ein maximaler TER-Wert von 420+60 Q x cm” fiir die Ko-Kultur

von NCI H441 mit ISO-HAS-1.
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Abb. 61 Transzellulirer elektrischer Widerstand (TER) von NCI H441 in Mono- und Ko-Kultur
mit ISO-HAS-1 in serumhaltigem und serumfreiem Medium ohne und mit Dexamethason.
TER-Werte im Verlaufe der Kultur in RPMI 10% FKS (oben) und MCDB 131 5% FKS,
bFGF/Heparin (unten) (RP/MC (o/u)) (A) bzw. in RP/MC (o/u) bis Tag 3 und weitere Kultur
serumfrei (MCDB 131 mit ITS") (B) fiir NCI H441 ohne (A) und mit 1 uM Dexamethason
(M) und fiir Ko-Kulturen von NCI H441 mit ISO-HAS-1 ohne (L)) und mit 1 uM
Dexamethason (). (n=3 bzw. fiir NCI H441/ISO-HAS-1 mit 1 uM Dexamethason n=15,
5 verschiedene Experimente). Durch Zugabe von 1 uM Dexamethason wurden fiir die
Bilayer-Ko-Kultur nach 10 bis 12 Tagen in serumhaltigem Medium TER-Werte von
420+60 Qx cm’ ausgebildet, wihrend die TER-Werte in serumfreiem Medium nicht
anstiegen.

Da eine Steigerung der TER-Werte mit Dexamethason nur in serumhaltigem Medium erreicht

wurde, wurden alle weiteren Experimente in Medium mit Serum durchgefiihrt.
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3.8.3 Proliferation und Expression von Differenzierungsmarkern im Verlauf der Ko-Kultur

Als Marker fiir die Ausbildung von Adherens Junctions und Tight Junctions wurde entweder VE-
Cadherin bei ISO-HAS-1 oder ZO-1 und E-Cadherin bei A549 bzw. NCI H441 Zellen mittels
Immunfluoreszenz an Tag 7, Tag 11 und Tag 14 der Ko-Kultur nachgewiesen. Besonders bei der Ko-
Kultur von NCI H441 mit ISO-HAS-1 ohne Dexamethason konnte eine im Verlaufe der Kultur
verstdrkte angiogene Aktivierung von ISO-HAS-1 nachgewiesen werden. Bei der Darstellung der
Zell-Zell-Kontakte mittels Immunfluoreszenz konnte gezeigt werden, dass ISO-HAS-1 in Ko-Kultur
mit NCI H441 ohne Dexamethason ein netzartiges Wachstumsmuster mit gefédB&hnlichen Strukturen
ausbildeten (Abb. 62D).

Sowohl mit als auch ohne Dexamethason-Zugabe war am Tag 7 der Ko-Kultur die Expression von
VE-Cadherin bei I[SO-HAS-1 an den Zell-Zell-Kontakten verstirkt, wobei unter beiden Bedingungen
kein streng geordneter Monolayer von ISO-HAS-1 zu beobachten war. Am Tag 11 ohne
Dexamethason-Zugabe zeigte sich ein beginnendes dreidimensionales netzartiges Wachstum der ISO-
HAS-1 in Ko-Kultur mit einer regionalen Ausbildung von geféd4dhnlichen Strukturen (Abb. 62D). Am
Tag 11 wurde VE-Cadherin bei den gefdfidhnlichen Strukturen verstirkt an den Zell-Zell-
Kontaktstellen benachbarter Zellen exprimiert (Abb. 62D), wihrend VE-Cadherin bei ISO-HAS-1 in
konfluenter Kultur eher auf der Zelloberfliche verteilt mit einer an den Zellgrenzen leicht verstdrkten
Expression nachweisbar war (Abb. 62B, F, H).

Der morphologische Phénotyp der NCI H441 wurde durch Gabe von 1 pM Dexamethason in Ko-
Kultur auf Membraneinsidtzen deutlich beeinflusst. Dargestellt durch einzeln liegende Zellkerne
(Hoechst 33342, blau) in der Aufsicht, erschien der Zell-Layer von NCI H441 bis zum Tag 7 sowohl
mit als auch ohne Dexamethason als Monolayer (Abb. 62A, E). An Tag 7 befanden sich die meisten
Zellen in einer proliferativen Phase (positive Markierung mit Ki67). Unterschiede der Ko-Kulturen
mit und ohne Dexamethason zeigten sich am Tag 7 bei der Markierung mit anti-ZO-1. Mit
Dexamethason erschien ZO-1 als schmales Band an den Zellgrenzen der NCI H441 wihrend es ohne
Dexamethason fragmentiert an den Zellgrenzen lokalisiert war (Abb. 62A und 62E). Die Markierung
des Proliferationsmarkers Ki67 zeigte am Tag 11 ebenfalls Unterschiede, wéhrend ohne
Dexamethason fast alle NCI H441 positiv waren, befanden sich mit 1 pM Dexamethason weniger als
ein Drittel der NCI H441 in proliferativer Phase (Abb. 62C und 62G). An Tag 7 mit Dexamethason
war Ki67 bei NCI H441 als Netzwerk an der Oberfliche der kondensierten Chromosomen
nachweisbar, was einer Darstellung der Mitosephase der Zellen entspricht. Wahrenddessen waren an
Tag 11 mit Dexamethason nur noch vereinzelt proliferative NCI H441 in G1-Phase nachweisbar
(Markierung von Ki67 kondensiert in und um den neu gebildeten Nukleolus und die

Heterochromatinbezirke des Kerns).
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Abb. 62 Expression von Zell-Zell-Kontaktmolekiilen und Expression des Proliferationsmarkers
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Ki-67 bei Ko-Kulturen von NCI H441 mit ISO-HAS-1 ohne und mit Dexamethason.
Immunfluoreszenz-Markierung einer Ko-Kultur von NCI H441 mit ISO-HAS-1 auf der
oberen bzw. unteren Fliche einer Polycarbonat-Filtermembran, NCI H441 markiert mit
anti-ZO-1 (rot) und anti-Ki 67 (griin) an Tag 7 und Tag 11 der Ko-Kultur ohne (4 und C)
und mit 1 uM Dexamethason (E und G), ISO-HAS-1 auf der gegeniiberliegenden Seite der
Filtermembran markiert mit anti-VE-Cadherin an Tag 7 und Tag 11 der Ko-Kultur ohne (B
und D) und mit 1 uM Dexamethason (F und H). In allen Priparaten Kerngegenfirbung
blau, Grofenmarkierung = 10 um. Mit Dexamethason waren an Tag 11 Monolayer von
NCI H441 und ISO-HAS-1 mit regelmdfigen Zell-Zell-Kontakte und nur vereinzelt Ki-67
positive NCI H441 nachweisbar. Ohne Dexamethason waren NCI H441 weiter proliferativ
aktiv und ISO-HAS-1 bildeten netzartige, gefifiihnliche Strukturen aus.
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Die distinkte Expression von ZO-1 an den Zellgrenzen der NCI H441 und ein geordneter Layer
von NCI H441 konnte bis zum Tag 11, 8 Tage nach Zugabe von Dexamethason, nachgewiesen
werden (Abb. 62G). Am Tag 14 der Ko-Kultur wurden ebenfalls nach Dexamethason-Behandlung
Areale mit vereinzelter ZO-1 Markierung beobachtet, die auf ein beginnendes mehrschichtiges
Wachstum der NCI H441 hinwiesen (nicht gezeigt).

Bei A549 war ZO-1 unabhédngig von der Stimulation mit Dexamethason fragmentiert an den
Zellgrenzen lokalisiert. ISO-HAS-1 verhielten sich in Ko-Kultur mit der Zell-Linie A549 &hnlich wie
in Ko-Kultur mit NCI H441 (nicht gezeigt).

3.84 Elektronenmikroskopische Untersuchung der etablierten Ko-Kulturen

Bei Ko-Kulturen von NCI H441 mit ISO-HAS-1 bildete die Angiosarkomzell-Linie ISO-HAS-1
keinen streng kontaktinhibierten Monolayer aus. An Querschnitten der Ko-Kulturen konnte bei der
elektronenmikroskopischen Untersuchung die Ausbildung eines partiellen Multilayers beobachtet
werden. Diese trat vermehrt bei [ISO-HAS-1 in Ko-Kultur mit NCI H441 ohne Dexamethason auf
(sich Abb. 63A, Stern), wihrend bei Zugabe von Dexamethason bis zum Tag 12 der Ko-Kultivierung
ein meist regelméBiger Monolayer von ISO-HAS-1 nachweisbar war (Abb. 63B).
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Abb. 63 EM-Bilder von Ko-Kulturen von NCI H441 (oben) mit ISO-HAS-1 (unten) ohne und mit
1 uM Dexamethason. Ko-Kulturen von NCI H441 und ISO-HAS-1 ohne Dexamethason Tag
12 (A) sowie mit 1 uM Dexamethason an Tag 12 (B). Unbehandelte NCI H441 mit weitem
parazelluliren Zwischenraum nach 12 Tagen im Vergleich zu engen Zell-Zell-Kontakten bei
Dexamethason-behandelten NCI H441 (B, Pfeil und A, Pfeil). ISO-HAS-1 bilden lokale
Multilayer (A, Stern) nach 12 Tagen in Ko-Kultur mit unbehandelten NCI H441 aus.
Transmissionselektronenmikroskopie, NCI H441 oben, ISO-HAS-1 unten. (Gréfienmarker =
10 um). Mit Dexamethason bildeten NCI H441 und ISO-HAS-1 in Ko-Kultur jeweils einen
Monolayer mit regelmdfigen Zell-Zell-Kontakten. Es wurde eine Bilayer-Ko-Kultur
ausgebildet.

Nach den Ergebnissen der Immunfluoreszenz und der TEM fiihrte die Zugabe von 1 uM
Dexamethason nach Erreichen eines fast konfluenten Layers (Tag 3 der Ko-Kultivierung) zur
Ausbildung differenzierter Monolayer beider Zell-Linien am Tag 12 der Ko-Kultivierung. NCI H441

bildeten einen kuboidalen Monolayer mit engen Zell-Zell-Kontakten und apikalem Mikrovillisaum
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aus, wihrend die ISO-HAS-1 eine typische endotheliale Morphologie mit hervortretender Kernregion
und flach auslaufenden Zytoplasmaregion aufwiesen (Abb. 63B). Die Aufsicht auf die jeweiligen Zell-
Layer auf den gegeniiberliegenden Seiten der Filtermembran im Rasterelektronenmikroskop zeigte bei
Behandlung mit Dexamethason eine liickenlose Zellschicht (nicht gezeigt). Weitere Ergebnisse zur
Morphologie der Epithelzell-Linien im Verlauf der Kultur mit und ohne Dexamethason werden fiir
Ko-Kulturen von A549 bzw. NCI H441 mit HPMEC im Kapitel 3.9.3 detaillierter dargestellt und

beschrieben.

3.9 Ko-Kultur: Epithelzell-Linien (A549/H441) mit HPMEC
3.9.1 Transzelluldrer elektrischer Widerstand (TER) im Verlaufe der Kultur nach Stimulation
mit Dexamethason

Wie fiir die Ko-Kultur der epithelialen Zell-Linien NCI H441 bzw. A549 mit der endothelialen
Zell-Linie ISO-HAS-1 wurde der Einfluss von 1 pM Dexamethason auf die Entwicklung der TER-
Werte der epithelialen Zell-Linien in Ko-Kultur mit primér isolierten mikrovaskuldren Lungen-
endothelzellen (HPMEC) untersucht.

In Anwesenheit von Serum wurde der TER-Wert fiir die Ko-Kultur von NCI H441 mit HPMEC
durch Dexamethason signifikant erhoht (Tab. 14). Sowohl in Mono- als auch in Ko-Kultur konnten die
TER-Werte durch Supplementierung mit 1 pM Dexamethason im Mittel auf 273+11 Q x cm® (Mono-
Kultur) bzw. 480+100 Q x cm® (Ko-Kultur) am Tag 11 der Ko-Kultivierung gesteigert werden. Diese
Werte entsprachen einer 6fachen Steigerung fiir die Mono-Kultur und einer 8fachen Steigerung der

TER-Werte fiir die Ko-Kultur im Vergleich zu den Kulturen ohne Dexamethason.

Tab. 14: Mittlere TER-Werte am Tag 11 der Kultivierung von NCI H441 in Mono-Kultur und Ko-
Kulturen von NCI H441 mit HPMEC ohne und mit Dexamethason (1 uM) in RP/MC.
n=18, 5 verschiedene Experimente

Zellen TER-Wert [Q x cm ]
unbehandelt 1 uM Dexamethason
NCI H441 4443 273%11
NCI H441 + HPMEC 5616 480+100

Da A549 in Ko-Kultur mit der endothelialen Zell-Linie ISO-HAS-1 trotz Zugabe von
Dexamethason keine zufriedenstellende Barriere (TER-Werte von 3147 Q x cm ?) zeigten (siche Kap.
3.8.2), wurde weiter untersucht, ob die Ko-Kultivierung mit endothelialen Primérzellen (HPMEC) die
Differenzierung der A549 positiv beeinflusst.

Hier wurden zusitzlich verschiedene Dexamethason- sowie Serumkonzentrationen und
verschiedene Medien getestet. So wurde aufler Ko-Kulturmedium, das eine FKS-Anteil von 5% hat,

ein fiir HPMEC optimiertes Kulturmedium, EGM-MV mit bFGF/Heparin (2,5 ng/10 pg/ml) (PC-
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Medium) und 15% FKS, verwendet. Das ECGM-MYV basiert auf einer MCDB 131 Formulierung, hat
aber einen geringeren Gehalt an Phenolrot als pH-Indikator.

Weder durch die Variation des Serumgehalts (5%, 15%) noch durch Variation der Dexamethason-
Konzentration (0,25 uM bzw. 1 uM) konnte eine signifikante Erhohung der TER-Werte und damit die
Ausbildung eines dichten epithelialen Layers von A549 induziert werden. Auch in Ko-Kultur von

A549 mit HPMEC stellten sich nur geringe maximale TER-Werte um 32 Q x cm” ein.

3.9.2 Proliferation und Expression von Differenzierungsmarkern im Verlauf der Ko-Kultur

Als Nachweis fiir die Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten wurden entweder VE-Cadherin bei
HPMEC oder ZO-1 und E-Cadherin bei A549 bzw. NCI H441 Zellen mittels Immunfluoreszenz an
Tag 7, Tag 11 und Tag 14 der Kultur nachgewiesen. Da der Autbau einer intakten zelluldren Barriere
mit dem Riickgang der proliferativen Aktivitit einhergeht, wurde zusétzlich mittels
Immunfluoreszenznachweis von Ki67 die Proliferationsaktivitit der Zellen beurteilt.

Bei der Ko-Kultur von NCI H441 mit HPMEC konnte ohne Dexamethason-Zugabe keine
Ausbildung netzartiger Strukturen von HPMEC nachgewiesen werden, wie sie bei ISO-HAS-1 im
Verlaufe der Kultur beobachtet wurde (Kap. 3.8.3). HPMEC bildeten in Ko-Kultur mit NCI H441
sowohl mit als auch ohne Dexamethason bis zum Tag 11 konfluente Monolayer aus (Abb. 64B, D, F,
H). Obwohl keine Ausbildung netzartiger Strukturen bei HPMEC feststellbar war, konnten in
Abhéngigkeit von der Dexamethason-Zugabe Unterschiede im morphologischen Phéanotyp der
HPMEC gezeigt werden. Bei Ko-Kultur-Bedingungen ohne Dexamethason war das Wachstumsmuster
der HPMEC vorwiegend lang gestreckt (Abb. 64B, D), wihrend mit Dexamethason das typische Bild
eines regelmiBigen, pflastersteinartigen endothelialen Monolayers zu beobachten war (Abb. 64F, H).
Die primér isolierten HPMEC behielten in Ko-Kultur mit NCI H441, unabhédngig von der
Dexamethason-Zugabe, ihre Fihigkeit zur Ausbildung eines kontaktinhibierten Monolayers mit einer
an den Zellgrenzen verstirkten Markierung von VE-Cadherin. Die Markierung mit Ki67 zeigte nur
vereinzelt proliferierende Zellen an Tag 7, 11 und 14. Wie bei der Ko-Kultur mit ISO-HAS-1 wurde
der morphologische Phinotyp der NCI H441 durch Gabe von 1 uM Dexamethason deutlich
beeinflusst. Bereits am Tag 7 befanden sich mit Dexamethason deutlich weniger NCI H441 in einer
proliferativen Phase (positiver Nachweis von Ki67) als ohne Dexamethason (Abb. 64A und 64E). Bis
zum Tag 11 wurde die reduzierte Proliferation und die Ausbildung eines geordneten Monolayers von
einer regelméBigen Lokalisation des Tight Junction-Proteins ZO-1 an den Zellgrenzen der NCI H441
begleitet, wihrend sich ohne Dexamethason Multilayer mit vereinzelter Markierung von ZO-1
ausbildeten (Abb. 64C und 64G).

Bei Ko-Kulturen von A549 mit HPMEC zeigten HPMEC ein vergleichbares Wachstumsverhalten
wie bei der Ko-Kultur von NCI H441 mit HPMEC. Bei A549 konnte durch Dexamethason-Zugabe die
Z0-1 Expression verstirkt werden, diese verlief jedoch im Vergleich zu NCI H441 nicht als schmales
Band an den Zellgrenzen sondern war eher perinukledr bzw. punktiert an den Zellgrenzen zu finden

(nicht gezeigt).
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Abb. 64
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Expression von Zell-Zell-Kontaktmolekiilen und Expression des Proliferationsmarkers
Ki-67 bei Ko-Kulturen von NCI H441 mit HPMEC ohne und mit Dexamethason.
Immunfluoreszenz-Markierung einer Ko-Kultur von NCI H441 mit HPMEC auf den oberen
bzw. unteren Fldche einer Polycarbonat-Filtermembran, NCI H441 markiert mit anti-ZO-1
(rot) und anti-Ki 67 (griin) an Tag 7 und Tag 11 der Ko-Kultur ohne (4 und C) und mit 1 uM
Dexamethason (E und G); HPMEC auf der gegeniiberliegenden Seite der Filtermembran
markiert mit anti-VE-Cadherin an Tag 7 und Tag 11 der Ko-Kultur ohne (B und D) und mit
1 uM  Dexamethason (Fund H). In allen Prdparaten Kerngegenfirbung blau,
Grofsenmarkierung = 10 um. Mit Dexamethason waren an Tag 11 Monolayer von NCI H441
und HPMEC mit regelmdfsigen Zell-Zell-Kontakten und nur noch vereinzelt Ki-67 positive
NCI H441 nachweisbar. Ohne Dexamethason waren NCI H441 weiter proliferativ aktiv und
HPMEC wuchsen unregelmdfig lang gestreckt, wihrend mit Dexamethason das typische
Bild eines regelmdfligen, pflastersteinartigen endothelialen Monolayers zu beobachten war.
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3.9.3 Elektronenmikroskopische Untersuchung der etablierten Ko-Kulturen

Der morphologische Phénotyp der Zellen in Ko-Kultur (NCI H441/HPMEC bzw. A549/HPMEC)
und die Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten bei der Behandlung mit und ohne Dexamethason wurde
zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Ko-Kultur untersucht. HPMEC zeigten zu allen untersuchten
Zeiten eine flache Morphologie mit hervortretendem Nukleus und langen feinen zytoplasmatischen
Ausldufern, die an Kontaktstellen zweier Zellen teilweise {iberlappten (Abb. 65D). Nach 8 Tagen in
Ko-Kultur bildeten sowohl A549 (Abb. 65A) als auch NCI H441 (Abb. 65D) Monolayer mit
kuboidaler Morphologie aus. Wéhrend A549 am Tag 12, 9 Tage nach Dexamethason-Zugabe, eine
abgeflachte Morphologie mit engeren Zell-Zell-Kontakten zeigten (Abb. 65B), blieb die kuboidale
Morphologie der NCI H441 erhalten (Abb. 65E).

A549/HPMEC NCI H441/HPMEC

Abb. 65 EM-Bilder von Ko-Kulturen von A549 bzw. NCI H441 Zellen (oben) mit HPMEC (unten)
mit und ohne Dexamethason. Ko-Kulturen von A549 und HPMEC ohne Dexamethason Tag
8 (A) und Tag 12 (C) sowie mit 2 uM Dexamethason Tag 12 (B). Ko-Kulturen von NCI H441
und HPMEC ohne Dexamethason Tag 8 (D) und Tag 12 (F) sowie mit 1 uM Dexamethason
Tag 12 (E). Semidiinnschnitte mit Epithelzellen oben und Endothelzellen unten.
Grofenmarkierung = 10 um. Im Vergleich zu unbehandelten NCI H441 (D, Pfeil) zeigen
unbehandelte A549 (A, Pfeilspitze) nach 8 Tagen einen weiten parazelluldren Zwischen-
raum. Enge Zell-Zell-Kontakte wurden bei Dexamethason-behandelten A549 (B, Stern) und
NCI H441 (E, Pfeile) nach 12 Tagen in Ko-Kultur ausgebildet. An Tag 12 bilden sowohl die
unbehandelten A549 (C) als auch die NCI H441 (F) einen lokalen Multilayer mit weiten
parazelluliren Zwischenrdumen aus (C, F, Pfeilspitze).
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Weiterhin bildeten NCI H441 mit Dexamethason nach 12 Tagen in Ko-Kultur einen
differenzierten Monolayer mit ausgeprégten zelluldren Kontakten und einem apikalen Mikrovillisaum
aus (Abb. 66B). Ohne Dexamethason formierten sich lokal Multilayer mit einer zweiten bis dritten
Schicht an Zellen, die ungeordnet und mit weniger engen Zellkontakten erschien (Abb. 65F). Ein
dhnliches Wachstum in mehreren Schichten wurde fiir A549 ohne Dexamethason am Tag 12 in Ko-
Kultur beobachtet (Abb. 65C) wobei auch bei Dexamethason-Zugabe (2 pM) lokal eine zweite Schicht
von AS549 ausgebildet wurde (Abb. 65B). HPMEC auf der gegeniiberliegenden Seite der
Filtermembran bildeten, unabhéngig vom ko-kultivierten Zelltyp (NCI H441 bzw. A549), bei Zugabe
von 1 uM Dexamethason einen bis zu Tag 12 der Kultivierung konfluenten Zell-Layer mit Adherens
Junctions aus  (Abb. 66C,-C;). Vereinzelt waren auch Tight Junction-Strukturen
(Abb. 66C,, Stern) bei HPMEC mittels TEM nachweisbar.

NCIH441

HPMEC
]

Abb. 66 EM-Bilder der Tight und Adherens Junctions bei Bilayer-Ko-Kulturen von NCI H441 und
HPMEC ohne und mit 1uM Dexamethason. NCI H441 bildeten ohne (A) und mit
Dexamethason (B) an Tag 12 der Ko-Kultur einen apikalen junktionalen Komplex aus (Tight
Junctions (TJ) und Adherens Junctions (AJ) begleitet von Desmosom (Dm)). Ohne
Dexamethason waren teilweise auseinander weichende Plasmamembranen nachweisbar (4,
Sterne). Mit I uM Dexamethason grenzten die Plasmamembranen benachbarter Zellen
liickenlos aneinander (B). Die Vergrofserung der Zell-Zell-Kontakte angerenzender HPMEC
auf der gegeniiber liegenden Seite der Filtermembran (fin) zeigt Adherens Junctions (C; und
Cs, Pfeile) und vereinzelt Tight Junctions (C, Stern) an Tag 12 der Dexamethason-
behandelten Ko-Kultur. TEM, Groffenmarker = 1 um
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3.10 Parazellularer Transport von Natrium-Fluoreszein

Die Ausbildung eines dichten Monolayers bzw. Bilayers (Ko-Kultur) wurde im Folgenden
funktionell beurteilt. Dazu wurde der parazelluldre Transport des anionischen hydrophilen Markers,
Natrium-Fluoreszein, durch Dexamethason-behandelte und unbehandelte Mono-Kulturen von
NCI H441 und Bilayer-Ko-Kulturen von NCI H441 mit ISO-HAS-1 bzw. HPMEC ermittelt. Hier
wurde der Transport vom oberen zum unteren Well (apikal-basolateral) in RP/MC Medium mit und
ohne Dexamethason verglichen. Die Permeabilitits-Experimente erfolgten parallel zur Etablierung
stabiler TER-Werte an Tag 11 der Kultivierung, 8 Tage nach Zugabe von 1 pM Dexamethason.

Fiir die Dexamethason-behandelte Ko-Kultur wurde fiir Natrium-Fluoreszein in Krebs-Ringer-
Puffer ein mittlerer Permeabilititskoeffizient (P,,,) von 0,51£0,01 x 10 cm/sec bei NCI H441 mit
ISO-HAS-1 und 0,81+0,05 x 10" cm/sec bei NCI H441 mit HPMEC ermittelt (Tab. 15). Im Vergleich
zur unbehandelten Ko-Kultur von NCI H441 mit ISO-HAS-1 wurde der Permeabilitétskoeffizient von
Natrium-Fluoreszein nach 8tigiger Zugabe von Dexamethason (Kultur 11 Tage) signifikant auf 1/6 bis
1/7 reduziert (Tab.15). Auch bei der Ko-Kultur NCIH441 mit HPMEC wurde der
Permeabilititskoeffizient von Natrium-Fluoreszein durch Dexamethason-Zugabe signifikant auf ca.
1/3 bis 1/4 des Wertes der unbehandelten Ko-Kultur (P,,,= 3,09+0,49 x 10°° cm/sec) reduziert.
Desweiteren konnten deutliche Unterschiede im Permeabilititskoeffizienten von Natrium-Fluoreszein
zwischen der Dexamethason-behandelten Mono-Kultur von NCI H441 und den Ko-Kulturen von
NCI H441 mit Endothelzellen ermittelt werden. Gegeniiber dem Monolayer von NCI H441 wurde der
Permeabilititskoeffizient beim Bilayer von NCI H441 mit ISO-HAS-1 um im Mittel ca. 54%
erniedrigt, wihrend dieser beim Bilayer von NCI H441 mit HPMEC um ca. 27% gegeniiber dem
Monolayer von NCI H441 erniedrigt wurde (Tab. 15).

Tab. 15: Permeabilitiitskoeffizienten (P,,-Werte) fiir den Transport von Natrium-Fluoreszein in Krebs-
Ringer-Puffer durch Zell-Layer von NCI H441 in Mono-Kultur und in Ko-Kultur mit ISO-HAS-1
bzw. HPMEC. Vorkultur 11 d in RP/MC mit und ohne Dexamethason (Dex). Mittelwert £ SD (n= 4).

Zellkulturen H441 H441 H441/ISO-HAS H441/ISO-HAS H441/HPMEC H441/HPMEC
+ Dex + Dex + Dex

PaDU

(x 10 cm/sec)
fir Natrium-
Fluoreszein

3,65+0,56 1,11+0,23  3,54+0,05 0,51+0,01 3,09+0,49 0,81+0,05

Die vorherigen Kapitel zusammenfassend lieen sich NCI H441 sowohl mit ISO-HAS-1 als auch
mit primér isolierten mikrovaskuldren Endothelzellen der Lunge (HPMEC) ko-kultivieren. Die
Zugabe von 1 uM Dexamethason in serumhaltigem Medium am Tag 3 der Ko-Kultivierung resultierte
in der Ausbildung zweier differenzierter Monolayer, dem der NCI H441 und dem der Endothelzellen
(ISO-HAS-1 bzw. HPMEC). Das Wachstum der NCI H441 war in RPMI 10% FKS gleichmiBiger als
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in Ko-Kulturmedium, was durch geringere Schwankungen im TER-Wert deutlich wurde. Somit wurde
der Aufbau eines dichten Bilayers von NCI H441/ISO-HAS-1 bzw. NCI H441/HPMEC mit TER-
Werten um 500 Q x cm® von Tag 10 bis 13 der Ko-Kultur ermoglicht. Funktionell konnte der Aufbau
eines dichten Bilayers {iber den Nachweis eines niedrigen Permeabilititskoeffizienten von 0,51 bzw.
0,81 x 10° cm/sec bei NCI H441/ISO-HAS-1 bzw. NCI H441/HPMEC bestitigt werden. A549
bildeten weder mit ISO-HAS-1 noch mit HPMEC unter den gewéhlten Kulturbedingungen einen

dichten Layer aus.

3.11 Ko-Kultur von Primarzellen: hATII mit HPMEC
3.11.1 Transzellularer elektrischer Widerstand (TER) und morphologischer Phanotyp der
passagierten hATII* in serumfreien synthetischen Kulturmedien

Untersuchungen zur Ausbildung eines transepithelialen elektrischen Widerstands (TER) in vitro
sind fiir hATII Zellen bisher nur in PO beschrieben. Die verschiedenen Arbeitsgruppen arbeiten dabei
mit serumhaltigem Medium mit einem Anteil von 1-10% FKS (Diglio und Kikkawa, 1977; Elbert et
al., 1999; Fuchs et al., 2003).

Fiir die eigenen vergleichenden Untersuchungen mit Ko-Kulturen von ATII-dhnlichen Zell-Linien
sollte der Phéanotyp der hATII Zellen in Kultur erhalten bleiben und eine Transdifferenzierung, die
durch Serumzusatz begiinstigte wiirde, mdglichst vermieden werden. Daher wurden die isolierten
Zellen in serumfreiem Medium kultiviert, um den Phénotyp der hATII Zellen in Kultur zu erhalten,
und der TER-Wert in Verlaufe der in vitro Kultur beurteilt. Dazu wurden die Wachstumseigenschaften
der hATII unter den bereits fiir die Zell-Linien ermittelten Kulturbedingungen auf 24-Well-Transwell
Filterplatten mit Kollagen Typ 1-Beschichtung in den beiden serumfreien Medien AEGM und SAGM
untersucht. Eine konfluente P1 der ungetrennten hATII* wurde mit Collagenase Typ /EDTA abgelost
und in einer Zellzahl von 5 x 10 Zellen pro cm’® auf die obere Seite der Filtermembran von 24-Well-
Transwell Filterplatten ausgesit. Die TER-Werte wurden anschlieBend im Verlaufe einer 14tigigen
Mono-Kultur auf HTS 24-Transwell Filter-Platten untersucht.

In SAGM zeigten zwei unterschiedliche Spender von hATII* in zweiter Passage (P2) maximale
TER-Werte von 150429 Q x cm® bzw. 107420 Q x cm” am Tag 8 respektive Tag 10-12 (Abb. 67B).
Dagegen waren in AEGM nur Werte um 1142 Q x cm” messbar (Abb. 67A). Die ermittelten TER-
Werte korrelierten mit den elektronenmikroskopischen Bildern der Mono-Kultur (Abb. 68). Das
gleiche Epithelzellisolat, in verschiedenen Medien (AEGM, SAGM) kultiviert, zeigte an Tag 14 der
Kultivierung kuboidale Zellen mit weitem parazelluliren Zwischenraum und ausgeprigtem
Mikrovillisaum in AEGM (Abb. 68A, B). Der Zell-Layer war ein bis zweischichtig. Ein lokaler
Multilayer mit engeren Zellkontakten und einer flachen zweiten Zellschicht bzw. kugelférmigen
Zellaggregaten wurde in SAGM ausgeprigt (Abb. 68C, D). Auffallend waren die vielen
vakuolenartigen Strukturen im Zytoplasma der Epithelzellen und die langen Mikrovilli der Zellen in

AEGM, die in SAGM wesentlich kiirzer waren (Abb. 68B und 68D). Auch waren im Zytoplasma der
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in AEGM kultivierten Zellen im Durchschnitt mehr vakuolenartige Strukturen als bei den iiber 14

Tage in SAGM kultivierten Zellen zu sehen.
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Abb. 67 Transzelluliirer elektrischer Widerstand (TER) von Mono-Kulturen ungetrennter hATII*
(P2) in verschiedenen serumfreien Medien. TER-Werte bei Mono-Kulturen verschiedener
hATII* (P2) in unterschiedlichen serumfreien Vollmedien AEGM (A) und SAGM (B), hATIT*
12-2002 (A), hATII* 11-2002 (&) (n=4). Vorkultur in AEGM. In SAGM war nach 7-10
Tagen ein leichter Anstieg der TER-Werte messbar, in AEGM wurden keine nennenswerten

TER-Werte ausgebildet.

Abb. 68 EM-Bilder des morphologischen Phinotyps von hATII* (P2) in verschiedenen
serumfieien Medien. TEM von Mono-Kulturen des gleichen Isolats von hATII* (P2) an Tag
14 in AEGM (A, B) bzw. SAGM (C, D). Vorkultur bis Pl in AEGM. Grofsenmarker= 2 um.
Die hATII Zellen zeigten in AEGM einen weiteren parazelluldren Zwischenraum als in
SAGM (A, Pfeilspitze und C, Pfeil). In AEGM war nach 14 Tagen in Mono-Kultur ein
lokaler Bilayer nachweisbar, die hATII* zeigten eine vermehrte Lipideinlagerung (B,
Pfeilspitze). In SAGM wurde ein Multilayers mit einer flachen zweiten Zellschicht (D, Pfeile)
bzw. kugelformigen Zellaggregaten (C, Stern) ausgebildet.
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Die CD44v6 getrennten hATII* wurden ebenfalls erst nach Erreichen der Konfluenz in erster

Passage (P1) auf HTS 24 Transwell Filter-Platten ausgesit. TER-Werte von CD44v6" hATII* wurden
daher frithestens fiir die zweite Passage (P2) ermittelt.
Die serumfreien Medien SAGM und AEGM unterschieden sich in der Zusammensetzung der
Supplemente nur durch den Zusatz von fettsdurefreiem BSA zu SAGM. Daher wurde die Wirkung
von SAGM, AEGM mit BSA und AEGM auf die Entwicklung der TER-Werte bei CD44v6" hATII*
untersucht.

In serumfreiem Medium wurde von CD44v6" Zellen in P2 ein maximaler TER-Wert von
65+16 Q x cm”am Tag 10 in SAGM erreicht, wihrend AEGM mit und ohne BSA nur Werte um 9 Q x
cm’ lieferten (Abb. 69A). Ohne eine vorangegangene Separation zeigten die hATII* des gleichen
Spenders maximale TER-Wert von 49437 Q x cm” in SAGM, fiir AEGM mit und ohne BSA wurden
Werte von 9,5+1,7 Q x cm? erreicht (Abb. 69B).

In SAGM war die Schwankung der TER-Werte fiir CD44v6" hATII* in P2 kleiner als die der
ungetrennten Zellen des gleichen Spenders in P2. Trotz der geringeren Abweichung der TER-Werte
konnten die CD44v6" hATII* wie die ungetrennten hATII* mit maximal 65+16 Q x cm” in zweiter

Passage keine nennenswerten TER-Werte in serumfreiem Medium aufbauen.
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Abb. 69 Transzellulirer elektrischer Widerstand (TER) von Mono-Kulturen der hATII* (P2)
CD44v6 getrennt (A) und ungetrennt (B) in verschiedenen serumfieien Medien. TER-
Werte im Verlaufe der Kultur bei einem Epithelzellisolat CD44v6 getrennt (4) bzw.
ungetrennt (B) in verschiedenen Medien: AEGM (), AEGM mit BSA (A bzw. A) und in
SAGM (B bzw. [7) (n=4). Vorkultur in AEGM. In SAGM war nach 10-13 Tagen ein leichter
Anstieg der TER-Werte messbar. In AEGM und AEGM mit bovinem Serumalbumin (BSA)
wurden keine signifikanten TER-Wert ausgebildet. Die CD44v6 getrennten hATII* zeigten
gleichmdfigere TER-Werte als die ungetrennten hATII™.

Auch durch Zugabe von 1 pM Dexamethason konnten die TER-Werte der CD44v6"™ hATII* in P2

nicht gesteigert werden, obwohl die CD44v6" hATII* (P2) in Mono-Kultur mit Dexamethason in
serumfreiem AEGM einen konfluenten Monolayer ausbildeten (siche Abb. 23, S. 82).
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3.11.2 Ko-Kultur von hATII* (P1) mit HPMEC

Zur Aufrechterhaltung des ATII-Phénotyps der epithelialen Primérzellen war serumfreies Medium
notwendig, Endothelzellen aber benétigten zumindest in Mono-Kultur einen Serumzusatz zum
Kulturmedium, um einen intakten Monolayer zu bilden. Die Ko-Kultur mit Epithelzellen konnte das
Wachstum der Endothelzellen durch parakrine Faktoren positiv beeinflussen. Bei der Etablierung der
Ko-Kultur der hATII* mit Endothelzellen wurde demnach untersucht, ob die Endothelzellen in Ko-
Kultur in serumfreiem Medium konfluente Monolayer ausbildeten.

Um die Differenzierung der hATII Zellen aufrecht zu erhalten wurde iiberpriift, ob die HPMEC mit
hATII Zellen in den serumfreien Vollmedien SAGM und AEGM ko-kultiviert werden konnten.
Weiter wurden Ko-Kulturen mit serumfreiem Medium im oberen Well (epitheliale Seite) und
serumhaltigem Medium im unteren Well (endotheliale Seite) untersucht. Hier wurde mit EGM-MV,
bFGF/Heparin (2,5 ng/10 pg/ml) und 15% FKS (PC 15%) ein fiir HPMEC optimiertes Kulturmedium

im unteren Well eingesetzt. Tabelle 16 fasst alle vier untersuchten Mediumvariationen zusammen.

Tab. 16: Untersuchte Medienkombinationen zur Ko-Kultivierung von hATI und HPMEC .

SAGM AEGM SAGM/PC 15% AEGM/PC 15%
(o/u) (o/u)
komplett serumfrei serumfrei/serumhaltig
oberes Well, SAGM AEGM SAGM AEGM
epitheliale Seite
unteres Well, SAGM AEGM PC 15% FKS, bFGF/Heparin

endotheliale Seite (2,5 ng/10 pg/ml)

Zunichst wurden ungetrennte hATII* in erster Passage (P1) in Ko-Kultur mit HPMEC in den
serumfreien Medien, SAGM bzw. AEGM, oder in den serumfrei/serumhaltigen Medien, SAGM/PC
15% FKS (o/u) bzw. AEGM/PC 15% FKS (o/u), auf die TER-Werte im Verlaufe der Kultur hin
untersucht.

In serumfreiem Medium konnten die ungetrennten hATII* in P1 auch in Ko-Kultur keine
nennenswerten TER-Werte aufbauen (Abb. 70A). So wurden am Tag 7 bis Tag 10 maximale TER-
Werte von 47+2 Q x cm” in SAGM Medium und in AEGM Medium Werte um 17 Q x cm” gemessen.
Wurde im unteren Well das serumbhaltige PC 15% FKS verwendet, so konnte im Laufe der Ko-Kultur
eine deutliche Zunahme der TER-Werte beobachtet werden. Demgegeniiber fiihrte bei Mono-Kulturen
von hATII* in Pl ein basolateraler Kontakt mit serumhaltigem Medium nur zu einer leichten
Steigerung der TER-Werte (70B). Wiahrend sich bei Ko-Kulturen der hATII* in P1 und der
Kombination von SAGM/PC 15% FKS (o/u) als Kulturmedium ein Plateau des TER-Wertes um ca.
8214200 Q x cm’ von Tag 12 bis zum Tag 14 einstellte (Abb. 70A), zeigten Mono-Kulturen der
hATII* mit der gleichen Medium-Kombination nur TER-Werte um 80 Q x cm” (Abb. 70B). Wurde
statt SAGM das serumfreie Kulturmedium AEGM im oberen Well eingesetzt (AEGM/PC 15% FKS)
schien mit Tag 14 ein Maximum des TER-Wertes mit 1447+106 Q x cm’ erreicht (Abb. 70A). Bei
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Mono-Kulturen mit AEGM im oberen Well und serumhaltigem Endothelzellmedium im unteren Well
konnten jedoch nur maximal TER-Werte um 50 Q x cm’ gezeigt werden (Abb. 70B). Zum Aufbau
von Tight Junctions bei den Epithelzellen war der basolaterale Kontakt mit serumhaltigem Medium
alleine nicht ausreichend. Erst die Kombination von serumhaltigem Medium im unteren Well und der
Ko-Kultur mit Endothelzellen auf der gegeniiberliegenden Seite der Filtermembran fiihrte zu TER-

Werten iiber 800 Q x cm” nach 12 bis 14 Tagen in Ko-Kultur.
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Abb. 70 Transzelluliirer elektrischer Widerstand (TER) von ungetrennten hATII* (P1) in Mono-
Kultur und Ko-Kultur mit HPMEC in verschiedenen Medien. TER-Werte im Verlaufe der
Kultur bei Ko-Kulturen von ungetrennten hATII* in P1 mit HPMEC (P3) in serumfreien
Medien AEGM (O) und SAGM () und in serumfreien/serumhaltigen Medien AEGM/PC
15% FKS (o/u) (@) und in SAGM/PC 15% FKS (o/u) (A). Vorkultur in AEGM (n=4). Ko-
Kulturen der hATIT* mit HPMEC in SAGM/PC 15% FKS (o/u) zeigten von Tag 12-14 ein
Plateau des TER-Wertes, wihrend Mono-Kulturen der hATII* mit der gleichen Medium-
Kombination nur TER-Werte um 80 2 x cm’ ausbildeten. Wurde statt SAGM das serumfreie
AEGM im oberen Well eingesetzt (AEGM/PC 15% FKS) wurde fiir die Ko-Kultur an Tag 14
ein maximaler TER-Wert mit 1447106 Q2 x cm’ erreicht. Die Ko-Kultur mit HPMEC und
nicht das serumhaltige Medium im unteren Well war fiir die Ausbildung der hohen TER-
Werte verantwortlich.

An Tag 14 wurden die Ko-Kulturen fixiert und die Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten mittels
Immunfluoreszenz untersucht. Hier wurde VE-Cadherin fiir Adherens Junctions bei HPMEC sowie
Z0-1 und E-Cadherin fiir Tight Junctions bzw. Adherens Junctions bei den Epithelzellen auf der
jeweiligen Seite der Filtermembran nachgewiesen.

Die ungetrennten Epithelzellen in P1 zeigten fiir ZO-1 und E-Cadherin in beiden serumfreien
Medien SAGM und AEGM eine vereinzelte Markierung (Abb. 71A, B und 72A, B). Am Tag 14 der
Ko-Kultur waren in den serumfrei kultivierten Ko-Kulturen nur noch einzelne Kolonien von
Endothelzellen auf der gegeniiber liegenden Seite der Filtermembran nachweisbar. Dagegen zeigten
die Epithelzellen in beiden kombinierten Medien, AEGM/PC 15% FKS (o/u) bzw. SAGM/PC 15%
FKS (o/u), eine deutliche Expression von ZO-1 (Abb. 71C bzw. 72C) und E-Cadherin (Abb. 71D bzw.
72D) an den Zell-Zell-Grenzen. HPMEC auf der gegeniiber liegenden Seite der Filtermembran
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bildeten einen liickenlosen kontaktinhibierten Zell-Layer mit deutlicher Expression von VE-Cadherin

an den Zell-Zell-Kontaktstellen benachbarter Zellen (Abb. 71E bzw. 72E).

AEGM AEGM/PC 15% bFGF/Heparin
hATI* (P1) hATI* (P1) HPMEC

Z0-1 VE-Cadherin

E-Cadilin

£

W

Abb. 71 Expression von Zell-Zell-Kontaktmolekiilen bei Ko-Kulturen von hATII* (P1) mit HPMEC in
serumfreiem AEGM und kombiniertem Medium (o/u). Immunfluoreszenz-Markierung der
Ko-Kultur an Tag 14, hATII* in Pl markiert mit anti-ZO-1 (rot) bzw. anti-E-Cadherin
(griin) in serumfireiem AEGM (A bzw. B) und in AEGM/PC 15% FKS (C und D); HPMEC
markiert mit anti-VE-Cadherin in AEGM/PC 15% FKS (E). Kerngegenfirbung blau.
Groflenmarkierung = 10 um. Mit AEGM im oberen Well und PC 15% FKS im unterern Well
wurde ZO-1 und E-Cadherin deutlich an den Zell-Zell-Grenzen der hATII* exprimiert.

SAGM SAGM/PC 15% bFGF/Heparin
hATII (P1) hATII* (P1) HPMEC
-- &

E-Cadherin . E-Cadherin

9,

Abb. 72 Expression von Zell-Zell-Kontaktmolekiilen bei Ko-Kulturen von hATII* (P1) mit HPMEC in
serumfreiem SAGM und kombiniertem Medium (o/u). Immunfluoreszenz-Markierung der Ko-
Kultur an Tag 14, hATII* in Pl markiert mit anti-ZO-1 (rot) bzw. anti-E-Cadherin (griin) in
serumfreiem SAGM (A bzw. B) und in SAGM/PC 15% FKS (C und D); HPMEC markiert mit
anti-VE-Cadherin in SAGM/PC 15% FKS (E). Kerngegenfirbung blau. Grofienmarkierung
= 10 um. Mit SAGM im oberen Well und PC 15% FKS im unterern Well wurde ZO-1 und
E-Cadherin deutlich an den Zell-Zell-Grenzen der hATII* exprimiert.
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Trotz der Ausbildung von Tight Junctions und Adherens Junctions war der epitheliale Zell-Layer
nicht regelmifBig. Es waren hdufig libereinander liegende Zellkerne zu erkennen. Die Untersuchung
der Querschnitte der Ko-Kulturen auf Filtermembranen mittels Transmissionselektronenmikroskopie
(TEM) bestitigte das Vorkommen von epithelialen Multilayern.

Am Tag 14 der Ko-Kultur in serumfreien Medien war die Oberseite der Filtermembran mit einem
zwei- bis dreischichtigen Layer von Epithelzellen bewachsen (Abb. 73A und C). Hier fand man keine
oder nur noch einzelne Kolonien von Endothelzellen auf der gegeniiber liegenden Seite der
Filtermembran (Abb. 73A und C). Bei Einsatz des serumhaltigen Endothelzellmediums (PC 15%) im
unteren Well wurde dagegen eine liickenlose Endothelzellschicht auf der Unterseite der Filter
nachgewiesen (Abb. 73B und D). Wihrend in AEGM/PC 15% FKS ein Multilayer von Epithelzellen
ausgebildet wurde (Abb. 73D), konnte in SAGM/PC 15% FKS zumindest partiell die Ausbildung
eines Monolayers von Epithelzellen in Ko-Kultur mit HPMEC erreicht werden (Abb. 73D).

serumfrei PC 15% FKS
{oben + unten) bF GFiHeparin {unten)

Abb. 73 EM-Bilder von Ko-Kulturen von hATII* (P1) mit HPMEC in verschiedenen Medien. TEM
von Querschnitten einer Bilayer-Ko-Kultur der gleichen von hATII* (P1) mit HPMEC (P3)
an Tag 14, kultiviert in AEGM (A), AEGM/PC 15% FKS (B), SAGM (C) und SAGM/PC 15%
FKS (D). Vorkultur in AEGM, Gréfienmarker=1 um. In beiden serumfreien Medien, AEGM
und SAGM wurde ein Multilayer von Epithelzellen mit weiten parazelluldren
Zwischenrdumen ausgebildet, die Zellschicht der HPMEC fehlte (4, C). Bei Ko-Kulturen mit
PC 15% FKS im unteren Well (B, D) waren Monolayer von HPMEC nachweisbar. In
AEGM/PC 15% FKS entwickelte sich ein epithelialer Multilayer (B) wdhrend in
SAGM/PC 15% FKS lokal ein epithelialer Monolayer ausgebildet wurde (D).
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GleichmiBig hohe TER-Werte von iiber 800 Q x cm? lieBen sich in Ko-Kultur mit HPMEC und
nur bei sehr reinen hATII* Zellisolaten in P1 erzielen. Haufig waren groe Schwankungen innerhalb
der einzelnen Transwells der HTS 24-Transwell Filter-Platte messbar. Die anschlieBende Farbung der
Zell-Zell-Verbindungen mittels Immunfluoreszenz zeigte, dass Areale von ZO-1 und E-Cadherin
negativen Zellen mit spindelformiger Morphologie in den Wells, die zuvor geringe TER-Werte hatten,
vorkamen (nicht gezeigt). Die Ko-Kultur mit HPMEC oder der hdhere Serumzusatz forderten
demnach das Wachstum kontaminierender Fibroblasten in den Isolaten von hATII*. Aus diesem
Grund wurde untersucht, ob mit Hilfe einer reineren Epithelzellpopulation nach positiver Selektion
mit CD44v6-Beads gleichmédfigere TER-Werte erzielt werden koénnen. Wie bereits im vorherigen
Kapitel erwiihnt, wurden die CD44v6" Zellen erst nach Erreichen der Konfluenz, demnach in P2, in

die Mono- und Ko-Kulturen eingesetzt.

3.11.3 Ko-Kultur von hATII* (P2) mit HPMEC

Nach den elektronenmikroskopischen Befunden bildeten die hATII* (P1) in Ko-Kultur mit
HPMEC eher Monolayer aus, wenn SAGM im oberen Well und PC 15% FKS im unteren Well
verwendet wurde. Da die gesamte Charakterisierung der phinotypischen Eigenschaften der hATII* in
AEGM durchgefiihrt wurde, wurde trotz der guten Ergebnisse mit SAGM fiir die weitere Ko-Kultur
AEGM im oberen Well und PC 15% FKS im unteren Well verwendet. Im Folgenden wurde weiter
versucht, durch Variation der Kulturbedingungen einen epithelialen Monolayer in AEGM/PC 15%
FKS (o/u) zu erhalten. Da die Zugabe von 1 uM Dexamethason die Ausbildung eines kontakt-
inhibierten Monolayers der CD44v6" hATII* (P2) in Mono-Kultur forderte (Abb. 23, S. 82), wurde
auch in Ko-Kultur mit HPMEC der Einfluss von Dexamethason auf die Ausbildung eines kontakt-
inhibierten Monolayers von CD44v6"™ hATII* (P2) untersucht.

In Ko-Kultur wurden fiir CD44v6" hATII* (P2) mit HPMEC in AEGM/PC 15% FKS (o/u) ohne
Dexamethason nach 13-14 Tagen TER-Werte iiber 1000 Q x cm’ erreicht (Abb. 74A). Fiir die
ungetrennten Epithelzellen des gleichen Isolats in P2 waren TER-Werte um 600 Q x cm’ mit
wesentlich hoheren Schwankungen zwischen den einzelnen Filterkulturen (6724270 Q x cm”) messbar
(Abb. 74B). Mit Dexamethason wurden maximale TER-Werte von 1580+150 Q x cm® am Tag 14
erreicht (Abb. 74A). Unter gleichen Bedingungen zeigten die Mono-Kulturen der CD44v6"™ hATII*
(P2) in AEGM/PC 15% FKS (o/u) keine nennenswerten TER-Werte (Abb. 74A).

In zweiter Passage (P2) wurde fiir ungetrennte wie fiir CD44v6"™ hATII* mit und ohne Zugabe von
1 uM Dexamethason in AEGM/PC 15% FKS (o/u) eine ausgepriagte Expression von ZO-1 und
E-Cadherin an den Zell-Zell-Grenzen der hATII* in Ko-Kultur nachgewiesen. HPMEC auf der
gegeniiber liegenden Seite des Filters wuchsen, wie in Ko-Kultur mit hATII* in erster Passage (P1), in
serumhaltigem Endothelzellmedium (PC 15%) liickenlos (nicht gezeigt). Im Gegensatz zu den in
serumfreiem AEGM kultivierten CD44v6"™ hATII* (P2) in Mono-Kultur (siehe Kapitel 3.2.5) konnte
bei der Ko-Kultur der CD44v6" hATII* (P2) mit HPMEC die Ausbildung eines Monolayers von

hATII* durch Zugabe von 1 uM Dexamethason nicht induziert werden.
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Abb. 74 Transzellulirer elektrischer Widerstand (TER) von CD44v6" hATII* Zellen (A) und
ungetrennten hATII Zellen (B) in P2 in Mono- und Ko-Kultur mit HPMEC. TER-Werte
im Verlaufe der Kultur bei CD44v6" hATII* (A) und ungetrennten hATII* (B) eines Spenders
in P2 in Mono-Kultur bzw. Ko-Kultur mit HPMEC (P4) in AEGM/PC 15% FKS (o/u).
Mono-Kultur ohne (O) und mit 1 uM Dexamethason (@) bzw. Ko-Kultur ohne (A) und mit
1 uM Dexamethason (A). Vorkultur in AEGM (n=4). Die Mono-Kulturen der hATII*
bildeten keine nennenswerten TER-Werte aus. Die CD44v6 getrennten hATII* zeigten in
Bilayer-Ko-Kultur hohere und gleichmdfigere TER-Werte als die ungetrennten hATII* in
Bilayer-Ko-Kultur. Mit 1 uM Dexamethason wurden maximale TER-Werte von 1580150 2
x cm’ am Tag 14 der Bilayer-Ko-Kultur erreicht.

Wie in P1 bildeten die in serumfrei/serumhaltigem AEGM/PC 15% FKS (o/u) ko-kultivierten
ungetrennten sowie die CD44v6™ hATII* Zellen in P2 trotz Zugabe von Dexamethason nach 14 Tagen
epitheliale Multilayer aus. Vom morphologischen Phinotyp waren auf der epithelialen Seite kuboidale
Zellen mit vielen vakuolenartigen Strukturen nachweisbar. Die Epithelzellen bildeten zwar mit
serumfreiem Medium im oberen Well und serumhaltigem Medium im unteren Well in Ko-Kultur
dichte Zell-Zell-Kontakte aus, der Zell-Layer zeigte sich aber immer zwei bis dreischichtig (nicht
gezeigt).

Die Ergebnisse der vorangegangenen Kapitel zusammenfassend war bei der Ko-Kultur der
passagierten hATII* mit HPMEC fiir die Ausbildung von Tight Junctions bei den Epithelzellen die
Ko-Kultur mit primdren Endothelzellen in serumhaltigem Kulturmedium notwendig. In Ko-Kultur
konnten fiir CD44v6"™ hATII* (P2) im Vergleich zu ungetrennten Isolaten héhere und gleichmiBigere
TER-Werte ermittelt werden. Die Gabe von 1 uM Dexamethason steigerte zusétzlich den TER-Wert
der Ko-Kulturen. Trotz teils wiederhergestellter TER-Werte waren die passagierten hATII* in Ko-
Kultur mit HPMEC unter den gewéhlten Kulturbedingungen auf Kollagen Typ 1 beschichteten
Polycarbonat-Filtermembranen nicht mehr in der Lage, einen streng kontaktinhibierten Monolayer
auszubilden. Auch die Zugabe von 1 uM Dexamethason konnte die Ausbildung eines kontakt-

inhibierten epithelialen Monolayers in Ko-Kultur nicht induzieren.
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3.11.4 Ko-Kultur von hATII (PO) mit HPMEC

Um als Referenz fiir das Ko-Kultur Modell der Zell-Linien zu dienen, sollten fiir die Ko-Kultur der
Primédrzellen moglichst viele Eigenschaften der Zellen in vivo auch in Kultur beibehalten werden. Die
passagierten hATII* bildeten in Ko-Kultur mit HPMEC zwar dichte Zell-Zell-Verbindungen aus,
unter den gewéhlten Kulturbedingungen konnte jedoch keine Differenzierung der Epithelzellen zu
einem strikten Monolayer, wie er in vivo ausgebildet wird, erreicht werden. Auflerdem verloren die
zundchst viele hATII-typische Eigenschaften zeigenden hATII* im Verlaufe der Passagen viele dieser
Merkmale (Kap. 3.2.3). Diese Beobachtungen konnten auf einer Dedifferenzierung der passagierten
hATII Zellen beruhen, obwohl auch eine Vermehrung eines anderen epithelialen Zelltyps aufgrund des
Verlusts vieler Marker von hATII Zellen nicht ganz ausgeschlossen werden konnte.

Um die schnelle Dedifferenzierung der Epithelzellen im Verlaufe der Passagen zu vermeiden,
musste daher als Kompromiss eine Bilayer-Ko-Kultur von HPMEC mit hATII Zellen in PO, mit einem
Anteil von ca. 93-95% hATII Zellen (siche Kap. 3.1.2), etabliert werden. Da hATII Zellen in PO
verwendet werden mussten, konnten HPMEC und hATII Zellen nicht vom gleichen Spender ko-
kultiviert werden, da fiir die Aufreinigung und Vermehrung der HPMEC ein Zeitraum von 10-14
Tagen in Kultur bendtigt wurde.

Die Epithelzellen wurden direkt nach der Isolation in einer Zelldichte von 2,4 x 10° Zellen/cm® auf
die Oberseite von HTS 24-Transwell Filter-Platten, auf denen bereits auf der Riickseite HPMEC
(5x10* Zellen/cm *) ausgesit waren, ko-kultiviert. Weiter wurden zwei Kulturbedingungen verglichen:
(a) die Kultivierung in SAGM mit 1% FKS (Fuchs et al., 2003), die zu einer Transdifferenzierung der
Zellen zu einem hATI-dhnlichen Phianotyp mit hohen TER-Werten in Mono-Kultur fiihrte und (b) die
fiir die Kultivierung der selbst isolierten hATII Zellen ausgewéhlten Bedingungen, in serumfreiem
AEGM Medium. Im unteren Well wurde ausschlieBlich ein fiir HPMEC optimiertes Kulturmedium,
EGM-MV mit bFGF/Heparin (2,5 ng/10 pg/ml) (PC-Medium) und 15% FKS, eingesetzt.

Zunichst wurde die Ausbildung einer dichten epithelialen Zellschicht {iber die Messung der TER-
Werte untersucht. Dazu wurden die hATII Zellen (P0) in Bilayer-Ko-Kultur (ATII PO/HPMEC) mit
SAGM 1% bzw. AEGM im oberen Well kultiviert. Zusétzlich wurde auch fiir die Mono-Kultur der
hATII Zellen (ATII P0O) die Ausbildung eines dichten Monolayers mittels TER mit SAGM 1% FKS
im oberen Well und Endothelzellmedium im unteren Well kontrolliert. Da auBler dem direkten Kontakt
von Endothel- und Epithelzellen 16sliche Faktoren der HPMEC einen Einfluss auf die TER-Werte der
Epithelzellen in Ko-Kultur haben konnten, wurde ein weiterer Ko-Kultivierungstyp untersucht. Hier
wurden die HPMEC, anders als bei der Bilayer-Ko-Kultur auf der Unterseite der Filtermembran, auf
dem Boden der Transwell Cluster-Platten ausgesét. Dadurch war die gegenseitige Beeinflussung der
Epithel- und Endothelzellen méglich ohne in Ko-Kultur einen Bilayer auszubilden. Da auf der
Filtermembran nur ein Monolayer von hATII Zellen wuchs, waren die gemessenen TER-Werte alleine
abhéngig von den Epithelzellen (ATII PO + HP). Hier wurde entsprechend der Mono-Kultur, SAGM
mit 1% FKS als Kulturmedium im oberen Well und PC 15% FKS im unteren Well eingesetzt.
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Abb. 75 Transzellulirer elektrischer Widerstand (TER) von Primdirkulturen von hATII Zellen (PO,
zwei Isolate) in Mono- und Ko-Kultur mit HPMEC in kombinierten Medien. TER bei
Mono-Kulturen von hATII Zellen in PO (L)) und Ko-Kulturen desselben hATII Zell-Isolats
mit HPMEC (P3) wobei die hATII Zellen auf der Oberseite der Filtermembran und HPMEC
auf dem Boden der 24-Well-Cluster-Platte (ATII PO + HP, A) kultiviert wurden. Ko-
Kulturen auf beiden Seiten der Filtermembran (Bilayer-Ko-Kultur) in kombiniertem Medium
SAGM 1% FKS/PC 15% FKS (o/u) (ATII/HP, A) bzw. in serumfreiem AEGM/PC 15% FKS
(o/u) (ATII/HP, @) kultiviert (n=6). Die Primdrkulturen der hATII bildeten, unabhdngig
davon ob HPMEC auf dem Boden der 24-Well-Cluster-Platte kokultiviert wurden, TER-
Werte von 1300-1500 Q2 x cm’ aus. Die Bilayer-Ko-Kultur von hATII und HPMEC zeigte
20-40% héhere TER-Werte als die Ko-Kultur mit einem Monolayer der hATII auf der
Filtermembran. Die Kombination von SAGM mit 1% FKS im oberen Well und PC mit
15% FKS im unteren Well fiihrte zu einer gleichmdfligen Ausbildung hoher TER-Werte nach
6-10 Tagen in Bilayer-Ko-Kultur.

In Abbildung 75 dargestellt sind die TER-Werte im Verlaufe der Kultur von zwei Primérisolaten
verschiedener Spender (Abb. 75A, B). Die als Monolayer auf der Filtermembran wachsenden
Kulturen der hATII Zellen (Abb. 75 O und A) zeigten in Mono- und in Ko-Kultur bei beiden Isolaten
ghnliche maximale TER-Werte um 1300-1500 Q x cm®. Die Ko-Kultivierung mit HPMEC auf dem
Boden der 24-Well-Cluster-Platte hatte keinen signifikanten Einfluss auf die TER-Werte der hATII
Zellen. Demgegeniiber waren die TER-Werte beider Bilayer Ko-Kulturen (Zellen auf beiden Seiten
der Filtermembran) bereits nach 4 Tagen in Ko-Kultur signifikant héher als die TER-Werte der hATII
Zellen als Monolayer auf der Filtermembran (Abb. 75 A, ® und O und A).

Mit AEGM im oberen Well und PC 15% FKS im unteren Well (AEGM/PC 15% FKS (o/u))
zeigten die verschiedenen Isolate in Ko-Kultur deutlich unterschiedliche TER-Werte iiber den
Kultivierungszeitraum von 10 Tagen. Das Isolat A erreichte in AEGM/PC 15% FKS (o/u) éhnlich
hohe TER-Werte wie in SAGM 1% FKS/PC 15% FKS (o/u) um maximal 1870+97 Q x cm’
(Abb. 75A), wihrend beim Isolat B maximale TER-Werte von 1868+72 Q x cm” in SAGM 1%
FKS/PC 15% FKS (o/u) erreicht wurden, die TER-Werte in AEGM/PC 15% FKS (o/u) jedoch unter
1000 Q x cm? lagen (Abb. 75B).
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Vergleicht man die Bilayer Ko-Kulturen der beiden Isolate so wurden unter den verschiedenen
Kulturbedingungen die stabilsten TER-Werte von Tag 5 bis Tag 9 mit Werten um 1800 Q x cm” in
SAGM 1% FKS/PC 15% FKS (o/u) erhalten (Abb. 75A und B, A).

Die maximal erreichten TER-Werte der Bilayer-Ko-Kultur lagen im Mittel um 300-500 Q x cm’
hoher als die der Monolayer Ko-Kultur (Ko-Kultivierung von hATII mit HPMEC auf dem Boden der
24-Well-Cluster-Platte) und der Mono-Kultur der hATII Zellen (Abb. 75A, B und Abb. 76B). In
SAGM 1% FKS/PC 15% FKS (o/u) wurden TER-Wert-Differenzen von bis zu 1500 Q x cm’
zwischen der Bilayer-Ko-Kultur von hATII mit HPMEC und der Mono-Kultur von hATII cm®
gemessen (Abb. 76A).
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Abb. 76 Transzellulirer elektrischer Widerstand (TER) von Primdrkulturen von hATII Zellen (PO,
zwei Isolate) in Mono- und Ko-Kultur mit HPMEC. TER bei Mono-Kulturen von hATII
Zellen in PO (L)) und Ko-Kulturen desselben hATII Zell-Isolats mit HPMEC (P3) auf beiden
Seiten der Filtermembran in SAGM 1% FKS/PC 15% FKS (o/u) (ATII/HP, A) (n=5). Die
Primérkulturen der hATII bildeten von Tag 6 bis 10 maximale TER-Werte um 1000 Qx cm’
bzw. 1500 Q x cm’ aus. Im Vergleich zur Mono-Kultur wurden bei Bilayer-Ko-Kulturen
desselben hATII Zell-Isolats mit HPMEC bis zu 1500 Q x cm’ héhere TER-Wert gemessen
(siehe Isolat 3). Die Bilayer-Ko-Kultur des Isolats 4 zeigte 20-40% héhere TER-Werte als
die Mono-Kultur derselben hATII Zellen. Die TER-Werte waren von Tag 6 bis Tag 10 stabil.

Der morphologische Phénotyp der Bilayer Ko-Kulturen in SAGM mit 1% FKS (Abb. 77A, B, C)
bzw. AEGM (Abb. 77D, E, F) im oberen Well wurde am Tag 3, Tag 5 und Tag 7 der Ko-Kultur
anhand einer zytochemischen Firbung mit H/E (Hadmalaun, Kerne blau/Eosin, Zytoplasma rot)
lichtmikroskopisch beurteilt. Von Tag 3 bis Tag 7 énderte sich bei der Ko-Kultur in SAGM 1% FKS/
PC 15% FKS (o/u) der morphologische Phéanotyp der Epithelzellen kaum. Es waren meist kuboidale
Epithelzellen mit heller erscheinenden vakuolenartigen Strukturen im apikalen Zytoplasma und
vereinzelt flacher gestreckte Zellen mit wenig Zelleinschliissen in SAGM 1% FKS nachweisbar. Die
Epithelzellen der Ko-Kultur in AEGM/ PC 15% FKS (o/u) zeigten einen den Zellen in SAGM 1%
FKS dhnlichen morphologischen Phinotyp. An Tag 7 der Ko-Kultur waren in AEGM jedoch im
Vergleich zu SAGM 1% FKS vermehrt Areale mit mehrschichtig wachsenden Zellen nachweisbar
(Abb. 77F). Die Endothelzellen auf der gegeniiberliegenden Seite der Filtermembran bildeten einen
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kontaktinhibierten liickenlosen Monolayer. Die sehr flachen Endothelzellen waren oft nur durch ihre

hervortretende Kernregion zu erkennen.

SAGM 1% AEGM

Abb. 77 Morphologischer Phinotyp von Primdirkulturen hATII Zellen (P0) in Ko-Kultur mit
HPMEC in kombinierten Medien. H/E-Férbung von Ko-Kulturen von hATII Zellen in PO
mit HPMEC (P3) auf beiden Seiten der Filtermembran in kombiniertem Medium SAGM 1%
FKS/PC 15% FKS (o/u) an Tag 3 (A), Tag 5 (B) und Tag 7 (C) der Kultivierung bzw. in
serumfreiem AEGM/PC 15% FKS (o) an Tag 3-7 (D-E). Lichtmikroskopie,
Grofenmarker=10 um. Wihrend in SAGM 1% FKS/PC 15% FKS (o/u) ein kontakt-
inhibierter Monolayer von Epithelzellen nachweisbar war, bildeten sich ab Tag 7 der
Bilayer-Ko-Kultur in AEGM/PC 15% FKS (o/u) vermehrt Areale mit zelluliren Multilayern
von Epithelzellen aus.

Wurden die hATII Zellen direkt nach der Isolation in PO mit HPMEC ko-kultiviert, konnte ein
kontaktinhibierter Monolayer beider Zelltypen in SAGM 1% FKS/PC 15% FKS (o/u) erhalten
werden. Wurde statt SAGM 1% im oberen Well AEGM eingesetzt, waren bereits nach 7 Tagen in Ko-
Kultur vermehrt Areale mit zelluliren Multilayern auf der Filtermembran nachweisbar. Dieses
Verhalten der Ko-Kulturen dhnelte den Befunden der Mono-Kulturen der hATII Zellen in PO (siche
Kapitel 3.2.1). Wiahrend in SAGM 1% FKS ein gleichméBiger kontaktinhibierter Monolayer etabliert
wurde, fand man in AEGM vermehrt Areale stark proliferierender Zellen (siehe Kapitel 3.2.1).

Obwohl serumhaltiges Medium die Transdifferenzierung von hATII Zellen zu hATI-dhnlichen
Zellen induzierte, waren am Tag 7 in SAGM 1 FKS/PC 15% FKS noch viele Epithelzellen mit
eindeutiger kuboidaler Morphologie, dhnlich der von hATII Zellen, in Ko-Kultur nachweisbar
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(Abb. 77C). Alle Alveolarepithelzellen waren bei einem immunzytochemische Nachweis am Tag 7
positiv fiir TTF-1 und SP-C, was den hATII-Ursprung der Zellen belegt (nicht gezeigt).

In serumfreiem AEGM/PC 15% FKS konnte auch in PO kein Monolayer von Alveolarepithelzellen
mit einem hATII-Phénotyp aufrechterhalten werden. Daher wurde als optimierte Kulturbedingung fiir
die Ko-Kultur der Primérzellen die Kultivierung von hATII Zellen in PO mit SAGM 1% FKS im
oberen Well und HPMEC mit PC 15% FKS, bFGF/Heparin (2,5ng/10pg/ml) im unteren Well
ausgewahlt.

Unter den gewihlten Bedingungen war eine Bilayer-Ko-Kultur von HPMEC mit
Alveolarepithelzellen mit reinem hATII-Phénotyp nicht etablierbar. Die Ko-Kultur der Priméirzellen
mit SAGM 1% FKS im oberen Well und PC 15% FKS, bFGF/Heparin (2,5ng/10ug/ml) im unteren
Well zeigte nach 10-13 Tagen auf epithelialer Seite deutlich alveolare Epithelzellen mit
morphologischen Phanotypen von hATII Zellen bzw. hATI-dhnlichen Zellen (Abb. 78).
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Abb. 78 Morphologische Phéinotypen der hATII Zellen (P0) in Bilayer-Ko-Kultur mit HPMEC
nach 13 Tagen. Semidiinnschnitt der Bilayer-Ko-Kultur von humanen Alveolarepithelzellen
in PO (A und B, Oberscite der Filtermembran) mit HPMEC (A, Unterseite der Filter-
membran, schwarze Pfeile) in kombiniertem Medium SAGM 1% FKS/PC 15% FKS (o/u) an
Tag 13 der Kultivierung. In der Vergriferung sind der morphologische Phdnotyp einer
kuboidalen hATII Zelle (A und B, Stern) und der morphologische Phdnotyp von abgeflachten

hATI-Ghnlichen Zellen dargestellt (A und B, weisse Pfeile). Methylenblaufirbung bei
lichtmikroskopischer Aufnahme. Gréoffenmarker=10 um

b ..A-ll-‘
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3.12 Funktionelle Untersuchung der etablierten Ko-Kulturen

Die Ursachen unterschiedlicher Verldufe inflammatorischer Vorgénge im Bereich der Alveolen
sind nur unvollstdndig bekannt. Tierexperimentelle und klinische Studien haben in den letzten Jahren
die Wichtigkeit der early response Zytokine und der Chemokine bei Patienten mit Sepsis und Acute
Respiratory Distress Syndrom aufgezeigt. In der Frithphase des ARDS konnten signifikant erhéhte
TNF-o und IL-18-Konzentrationen in der Bronchiallavage-Fliissigkeit von Patienten gemessen
werden (Hyers et al., 1991). Unter anderem sind Zytokine an der Aktivierung des Kapillarendothels
wie auch des Alveolarepithels beteiligt und spielen ebenfalls eine Rolle beim Funktionsausfall der
Alveolarschranke (Bachofen und Weibel, 1977; Matthay, 1994).

In folgenden Studien wurden TNF-o und IFN-y als exemplarische Zytokine eingesetzt, von denen
eine Wirkung auf die Barrierefunktion und Aktivierung von Epithelzellen und Endothelzellen
beschrieben ist. Mit deren Hilfe sollte die Funktionalitit der im Ko-Kultur Modell etablierten Barriere

und die Aktivierbarkeit der Zellen in Bilayer-Ko-Kultur tiberpriift werden.

3.12.1 Stimulation mit TNF-o

AuBler einer Wirkung auf die Expression von Zelladhdsionsmolekiilen (CAMs) und die Expression
inflammatorischer Zytokine spielt TNF-a als Produkt aktivierter Alveolarmakophagen bzw. aktivierter
Monozyten bei einer Verdnderung der endothelialen und epithelialen Barriere in Folge
inflammatorischer Erkrankungen eine Rolle (van der Poll und Lowry, 1995; Rotundo et al., 2002).

In Mono-Kultur wurde durch Stimulation mit 300 U/ml TNF-a die Expression von CAMs bei den
Endothelzellen ISO-HAS-1 und HPMEC hochreguliert und die Freisetzung weiterer Mediatoren, wie
IL-6, IL-8, MCP-1 und RANTES induziert (sieche Kap. 3.6). NCI H441 lieen sich mit TNF-a im
Hinblick auf eine Erhéhung der ICAM-1-Expression und eine Induktion der Expression von IL-8 und
MCP-1 stimulieren (siche Kap. 3.5). Daher wurde die Stimulation mit dem proinflammatorischen
Zytokin TNF-a als Modellsubstanz fiir weitere Studien zum Einfluss von Zytokinen auf die
Barriereeigenschaften des etablierten Ko-Kulturmodells von NCI H441 mit HPMEC oder ISO-HAS-1
eingesetzt.

3.12.1.1 TER-Werte nach Stimulation mit TNF-o

Um die Wirkung von TNF-a auf den TER zu untersuchen wurden Konzentrationen von 30 U/ml,
60 U/ml und 300 U/ml TNF-a eingesetzt. Dabei wurde die Ko-Kultur am Tag 10 von der
endothelialen Seite (unteres Well, basolateral) bzw. von der epithelialen Seite (oberes Well, apikal)
zundchst fiir 24h in Medium mit 1 puM Dexamethason stimuliert. Nach 24 h erfolgte ein
Mediumwechsel und es wurde entweder frisches Medium ohne Stimulanz oder das Stimulanz in
gleicher Konzentration fiir weitere 24 h zugegeben. Die Messung der TER-Werte wurde 4, 8, 12, 24
und 48 h nach Stimulation durchgefiihrt. Um zeitlich auftretende Schwankungen der TER-Werte zu
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normieren, werden die gemessenen TER-Werte zu jedem Zeitpunkt der Messung in Prozent der
unstimulierten Kontrolle (w/o Stim) angegeben.

Wurde TNF-a in das untere Well der Bilayer-Ko-Kultur gegeben (Stimulation von basolateral,
endotheliale Seite), konnte bereits nach 12-stiindiger Stimulation der TER-Wert der Ko-Kultur durch
300 U/ml TNF-o deutlich reduziert werden (Abb. 79A, B). Die apikale Stimulation mit gleicher
Konzentration an TNF-a zeigte keine signifikante Verringerung der TER-Werte (nicht gezeigt). Nach
basolateraler Gabe von 300 U/ml TNF-o. wurde der TER-Wert nach 24 h auf 70+5% der
unbehandelten Kontrolle reduziert (Abb. 79A, B). Eine erneute 24-stiindige Stimulation (insgesamt
48h Stimulation) mit TNF-o fiihrte zu keiner weiteren Reduktion des TER (Abb. 79A). Nach
basolateraler Stimulation mit 300 U/ml TNF-a fiir 24 h und anschlieBendem Mediumwechsel ohne
Stimulanz fiir weitere 24 h konnte der TER-Wert mit 94+13% wieder auf das Niveau der
unbehandelten Kontrolle angehoben werden (Abb. 79B, 24 h w/o).

160 - 160 -
B Kontrolle w/o Stim . B Kontrolle w/o Stim .
140 | OTNF30UMmI Mf-:-dlumwechsel 140 | OTNF 30 Umi Mediumwechsel
@ TNF 60 U/ml mit TNF-a. @ TNF 60 U/ml ohne TNF-
o 1| = TNF 300 UmlI 2 120 { =mTNF 300 Uml
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£ 100 - 5 100
M 4
S 80 A s 809
>
& 60 g 607
w
S 40 & 404
20 20 1
0 0

4h 8h 12h 24h 48h 4h 8h 12h 24h 48h

. . [24h w/o]
Stimulation basolateral Stimulation basolateral

Abb. 79 Effekte einer basolateralen Stimulation mit TNF-a fiir 24 h bzw. 48 h auf die TER-Werte
der Bilayer-Ko-Kulturen von NCI H441 und HPMEC. TER-Werte bei Ko-Kulturen von
NCI H441(P41) mit HPMEC (P5) in RP/MC (o/u) mit 1 uM Dexamethason ohne Stimulanz
und nach basolateraler Stimulation mit 30 U/ml, 150 U/ml und 300 U/ml TNF-c. Erneute
Gabe von TNF-a nach 24-stiindiger Inkubation (A) bzw. Zugabe von Medium ohne
Stimulanz (B). Mittelwert +SD. (n=4, Vorkultur 10d). Bereits nach 12-stiindiger Stimulation
wurde der TER-Wert der Ko-Kultur deutlich reduziert. Nach 24 h mit 300 U/ml TNF-a
betrug der TER-Wert 70+5% der unbehandelten Kontrolle. Durch anschlieffenden
Mediumwechsel ohne Stimulanz wurde der TER-Wert innerhalb von 24 h wieder auf das
Niveau der unbehandelten Kontrolle regeneriert.

3.12.1.2 Expression von Zell-Zell-Kontaktmolekiilen nach Stimulation mit TNF-a

Die Ko-Kulturen von NCI H441 mit HPMEC wurden nach 48-stiindiger Inkubation mit PFA fixiert
und die Zell-Zell-Kontakte der Epithelzellen mit ZO-1 und E-Cadherin mittels Immunfluoreszenz
markiert. Bei den mit TNF-a fiir insgesamt 48h basolateral stimulierten Ko-Kulturen zeigten
NCI H441 eine konzentrationsabhéngig erniedrigte Expression von E-Cadherin. Hier war E-Cadherin
bei basolateraler Stimulation mit 300 U/ml TNF-a schwach (Abb. 80A), mit 60 U/ml fragmentiert
(Abb. 80B) und mit 30 U/ml gleichméBig an den Zellgrenzen (Abb. 80C) nachweisbar. Nach

basolateraler Stimulation mit 60 und 300 U/ml TNF-a fiir 24 h und anschlieBendem Mediumwechsel
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ohne Stimulanz fiir weitere 24 h war E-Cadherin wieder éhnlich stark wie bei 30 U/ml an den Zell-
Zell-Grenzen benachbarter Epithelzellen lokalisiert (Abb. 80D, E). Im Unterschied zu einer
Stimulation mit 30 U/ml (Abb. 80F) wurde E-Cadherin nach Stimulation mit 60 und 300 U/ml TNF-a
bei den regenerierten NCI H441 (24 h Stimulation, 24 h Medium ohne Stimulanz) nicht gleichméaBig
bandformig entlang der Zell-Zell-Grenzen sondern eher punktiert exprimiert (Abb. 80D, E).

300 U/ml 48h 60 U/ml 48h 30 U/ml 48h

300 U/ml 48h 60 U/ml 48h 30 U/ml 48h
[24h w/o] [24h w/o] [24h w/o]

Abb. 80 Effekte einer basolateralen Stimulation mit TNF-a (300 U/ml, 60 U/ml, 30 U/ml) auf die
Expression von E-Cadherin bei NCI H441 in Bilayer-Ko-Kultur mit HPMEC.
Immunfluoreszenz-Markierung von E-Cadherin (griin) bei NCI H441(P41) in Ko-Kultur mit
HPMEC (P5). Basolaterale Stimulation mit 300 U/ml (A), 60 U/ml (B) und 30 U/ml (C)
TNF-« fiir 48 h bzw. fiir Stimulation 24 h mit 300 U/ml (D), 60 U/ml (E) und 30 U/ml (F)
TNF-a und anschliefjenden Mediumwechsel ohne Stimulanz fiir weitere 24 h (24h w/o).
Vergroperung 400x. Bei Stimulation mit 30 U/ml TNF-o wurde E-Cadherin gleichmdfig
entlang der Zell-Zell-Grenzen exprimiert. Bei 300 U/ml (A) und 60 U/ml (B) zeigten
NCI H441 eine konzentrationsabhdngig erniedrigte Expression von E-Cadherin nach 48-
stiindiger Stimulation. Durch Wegnahme von 300 U/ml bzw. 60 U/ml TNF-a nach wurde die
Expressin von E-Cadherin nach weiteren wieder hergestellt (24 h Stimulation, 24 h Medium
ohne Stimulanz). Dabei wurde E-Cadherin nicht gleichmdfig bandférmig entlang der Zell-
Zell-Grenzen sondern eher punktiert exprimiert (D und E).

Bei apikaler Stimulation mit 30, 60 und 300 U/ml TNF-a war die Expression von E-Cadherin nicht
verdndert. Fiir die Expression von ZO-1 konnte weder nach basolateraler noch nach apikaler
Stimulation mit 30 U/ml, 60 U/ml und 300 U/ml TNF-a eine Verdnderungen festgestellt werden (nicht
gezeigt).
3.12.1.3 Parazellularer Transport von Natrium-Fluoreszein nach Stimulation mit TNF-a

Die Reduktion des TER-Wertes nach basolateraler Stimulation mit 300 U/ml TNF-a. hatte nach 48-
stiindiger ~ Stimulation einen leichten, jedoch nicht signifikanten Einfluss auf den
Permeabilititskoeffizienten der Bilayer Ko-Kultur. Durch eine apikale Gabe der 5fachen Menge an

TNF-a lieB sich jedoch der Permeabilititskoeffizient deutlich gegeniiber der unstimulierten Kontrolle

erhohen (Tab. 17).
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Tab. 17: Permeabilititskoeffizienten (Pqy,-Werte) fiir den Transport von Natrium-Fluoreszein durch
Bilayer-Ko-Kulturen von NCI H441 mit HPMEC in RP/MC + I uM Dexamethason.
Stimulation mit TNF-a fiir 48h. Mittelwert £ SD (n= 3).

Losung P,y (x 10 cm/sec) nach 48h
. . 60 U/ml 300 U/ml 300 U/ml 1500 U/ml
unstimuliert  \p_q TNF-o TNF-o, TNF-o,
(basolateral) (basolateral) (apikal) (apikal)
Natrium-

Fluoreszein 0,70+0,04 0,65+0,20 0,87+0,27 0,65+0,29 1,14+0,04

3.12.2 Stimulation der Ko-Kultur mit TNF-a. und IFN-y

Bei Untersuchung der Bilayer-Ko-Kulturen von NCI H441 und HPMEC zeigte die basolaterale
Stimulation mit TNF-a eine reduzierende Wirkung auf die TER-Werte, die reversibel war. Fiir das
von T-Lymphozyten nach Stimulation freigesetzte Zytokin IFN-y ist ebenfalls eine Wirkung auf die
Permeabilitit der Tight Junctions bei bronchiale Epithelzellen bekannt (Adams et al., 1993; Ahdieh et
al., 2001; Coyne et al., 2002). IFN-y diente somit neben TNF-a als weiteres Modellzytokin mit
bekannter Wirkung auf die Barrierefunktion und die Aktivierung von Zelladhisionsmolekiilen sowie
die sekundére Freisetzung weiterer Zytokine durch die Zielzellen.

TNF-o wurde in der im vorangegangenen Kapitel ermittelten Konzentration von 300 U/ml sowie
IFN-y in einer Konzentration von 2000 U/ml zur apikalen und basolateralen Stimulation der Ko-
Kulturen von NCI H441 mit HPMEC bzw. NCI H441 mit ISO-HAS-1 eingesetzt. Die Kombination
beider Zytokine, die einen ko-stimulatorischen Effekt auslosen sollte, wurde ebenfalls untersucht.
Neben dem Einfluss auf die TER-Werte der Ko-Kulturen wurde die Freisetzung 16slicher Formen von
ICAM-1 und VCAM-1 sowie die Freisetzung der Zytokinen IL-6, IL-8, MCP-1 und RANTES in das

obere (epitheliale Seite) und das untere Well (endotheliale Seite) der Ko-Kultur gemessen.

3.12.2.1 TER-Werte nach Stimulation der Ko-Kultur mit TNF-o. und IFN-y

Die Bilayer-Ko-Kultur von NCI H441 mit HPMEC bzw. ISO-HAS-1 wurde am Tag 10 von der
endothelialen Seite (unteres Well, basolateral) bzw. von der epithelialen Seite (oberes Well, apikal)
zundchst fir 24 h in Medium mit 1 uM Dexamethason und TNF-a (300 U/ml) bzw. IFN-y (2000
U/ml) bzw. TNF-o (300 U/ml) + IFN-y (2000 U/ml) stimuliert. Nach 24 h erfolgte ein
Mediumwechsel und es wurde entweder frisches Medium ohne Stimulanzien oder die Stimulanzien in
gleicher Konzentration fiir weitere 24 h zugegeben. Die Messung der TER-Werte wurde 4, 12, 24, 36
und 48 h nach Stimulation durchgefiihrt.
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Abb. 81 Effekte einer Stimulation mit TNF-a und IFN-y fiir 24 h bzw. 48 h auf die TER-Werte
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der Bilayer-Ko-Kulturen von NCI H441 und HPMEC bzw. ISO-HAS-1. NCI H441 und
HPMEC (P4) (A-D) bzw. NCI H441 und ISO-HAS-1 (E-G) in RP/MC (o/w) mit 1 uM
Dexamethason ohne Stimulanz (M) und nach apikaler (A, B, E, F) und basolateraler (C, D,
G, H) Stimulation mit 300 U/ml TNF-« () bzw. 2000 U/ml IFN-y ( ) oder beiden
Zytokinen ( ). Erneute Stimulation nach 24-stiindiger Inkubation (links) bzw.
Zugabe von Medium ohne Stimulanz (vechts 24 h [24 h w/o]). Mittelwert +SD (n=3). Apikal
zugegeben verursachte TNF-a keine Erniedrigung des TER-Wertes. Beide Bilayer-Ko-
Kulturen reagierten auf apikale Gabe von TNF-a + IFN-y nach 48h mit einer Erniedrigung
der TER-Werte um 23-25% gegeniiber der unbehandelten Kontrolle. Basolateral zugegeben
wurden die TER-Werte durch TNF-a + IFN-y um ca. 50% nach 48h erniedrigt. Die TER-
Werte konnten durch Wegnahme von TNF-o + IFN-y nicht wieder hergestellt werden.
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Die apikale Gabe von TNF-a alleine 16ste weder bei Ko-Kulturen von NCI H441 mit HPMEC
(Abb. 81A) noch von NCI H441 mit ISO-HAS-1 (Abb. 81E) eine Erniedrigung der TER-Werte aus.
IFN-y verursachte apikal eine unterschiedliche Reaktion bei den verschiedenen Ko-Kulturen. Wahrend
die TER-Werte bei NCI H441/HPMEC nicht verdndert waren (Abb. 81A), reagierten NCI H441/ISO-
HAS-1 mit einer Erniedrigung um 22% nach 48h (Abb. 81E). Die Kombination von 300 U/ml TNF-a
und 2000 U/ml IFN-y, apikal zugegeben, loste bei beiden Ko-Kulturen (NCI H441/HPMEC und
NCI H441/ISO-HAS-1) nach 48-stiindiger Inkubation gegeniiber der unbehandelten Kontrolle
deutliche um ca. 23-25% reduzierte TER-Werte aus (Abb. 81A, E).

Die basolaterale Stimulation mit 300 U/ml TNF-a verursachte, wie im vorangegangen Kapitel
bereits beschrieben, nach 24 h eine Reduktion der TER-Werte auf 70+5% der unbehandelten Kontrolle
(Abb. 81C). Diese konnte sowohl bei NCI H441/HPMEC (Abb. 81D), als auch bei NCI H441/ISO-
HAS-1 (Abb. 81H), nach weiterern 24 h in Medium ohne Stimulanz wieder auf Kontrollniveau
angehoben werden. Basolateral zugegeben 16sten IFN-y alleine und IFN-y + TNF-a bei beiden Ko-
Kulturen reduzierte TER-Werte aus, die durch einen Mediumwechsel nach weiteren 24 h leicht erhoht
werden konnten, das Niveau der unbehandelten Kontrolle wurde jedoch nicht mehr erreicht (Abb. 81C
und D bzw. 92 G und H). Dabei reagierten die Ko-Kulturen von NCI H441 mit HPMEC weniger
sensitiv auf die basolaterale Gabe von IFN-y als NCI H441 mit ISO-HAS-1 (Abb. 81C und G).

3.12.2.2 Parazellularer Transport von Natrium-Fluoreszein bei Stimulation mit TNF-o. und IFN-y

48 h nach Stimulation mit 300 U/ml TNF-o bzw. 2000 U/ml IFN-y und beiden Stimulanzien in
Kombination wurde analog der Erniedrigung des TER-Werts der Transport von Natrium-Fluoreszein
untersucht. Anders als bei den Transportexperimenten zuvor wurde der Transport in serumhaltigem
Ko-Kulturmedium durchgefiihrt. Da die Ko-Kulturen bereits durch die Stimulation aktiviert waren,
sollte eine zusidtzliche Beeinflussung der Zellen durch den serumfreien Krebs-Ringer-Puffer
vermieden werden.

Den stirksten Effekt auf den Permeabilitétskoeffizienten (P,p,) der Bilayer-Ko-Kultur nach 48-
stiindiger Stimulation hatte die basolaterale Gabe von TNF-o + IFN-y. Hier lag der P,,, bei
NCI H441/HPMEC mit 0,557+0,021x10° cm/sec um 3fach hoher als der P,,, der unstimulierten
Kontrolle mit 0,169+0,015x 10° cm/sec. Die Ko-Kultur von NCI H441/ISO-HAS-1 lieferte
vergleichbare Werte (Abb. 82). Nach basolateraler Stimulation mit TNF-o war der P,,, bei
NCI H441/HPMEC mit 0,247+0,026x10° cm/sec gegeniiber der unstimulierten Kontrolle ca. 1,5fach
erhoht. Wéhrend nach 24-stiindiger Stimulation und anschlieBender nach 24-stiindiger Inkubation in
Medium ohne Stimulanz der P,,, mit 0,176+0,025x10° cm/sec wieder auf Kontrollniveau lag. Bei Ko-
Kulturen mit HPMEC wurde nach basolateraler Stimulation durch die folgende 24-stiindige
Inkubation in Medium ohne Stimulanz der Permeabilititskoeffizient deutlicher reduziert als bei Ko-

Kulturen mit ISO-HAS-1 (Abb. 82)
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Abb. 82 Permeabilititskoeffizienten (P,,,-Werte) fiir den Transport von Natrium-Fluoreszein
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durch Bilayer-Ko-Kulturen von NCI H441 mit HPMEC bzw. ISO-HAS-1 nach
Stimulation. P,,,-Werte fiir den Transport von Natrium-Fluoreszein durch Bilayer-Ko-
Kulturen von NCI H441 mit HPMEC (links) bzw. mit ISO-HAS-1 (rechts) in RP/MC + 1 uM
Dexamethason. Stimulation mit 300 U/ml TNF-a bzw. 2000 U/ml IFN-y oder beiden
Zytokinen von der apikalen Seite (oberes Well) oder der basolateralen Seite (unteres Well).
Erneute Stimulation nach 24-stiindiger Inkubation (dunkle Balken) bzw. Zugabe von Medium
ohne Stimulanz (helle Balken 24 h, 24 h w/o). Mittelwert + SD (n=3). Apikal verursachten
ITNF-a und IFN-y alleine keine signifikante Erhohung des Permeabilitdtskoeffizienten (P,p).
Beide Bilayer-Ko-Kulturen reagierten auf die 48-stiindige apikale Gabe von TNF-a + IFN-y
mit einer gegeniiber der unbehandelten Kontrolle 1,7-1,8fachen Erhéhung des P,y
Basolateral zugegeben wurde der P, durch TNF-a signifikant um 1,5fach gegeniiber der
unstimulierten Kontrolle erhoht. Durch Wegnahme von TNF-o nach 24 h konnte der P, der
unstimulierten Kontrolle nach weiteren 24 h wieder hergestellt werden. Die 1,6-1,8fache
Erhohung des P, durch basolaterale Gabe von IFN-y war nicht reversibel. Nach 4§-
stiindiger Stimulation hatte die basolaterale Gabe von TNF-a + IFN-y den grofiten Effekt
auf den Permeabilitditskoeffizienten beider Bilayer Ko-Kulturen. Der P,,, nach basolateraler
Gabe von TNF-a + IFN-yfiir 48 h war um ca. 3fach héher als der P, der unstimulierten
Kontrolle. Wie fiir IFN-y konnte auch nach basolateraler Gabe von TNF-a + IFN-y fiir 24 h
und Zugabe von Medium ohne Stimulanz fiir weitere 24 h der P, der unstimulierten
Kontrolle innerhalb von 24 h nicht wieder hergestellt werden.
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3.12.2.3 Expression von Zelladhasionsmolekdilen (Cell Adhesion Molecules, CAMS)

Da Zelladhdsionsmolekiil-EIAs technisch an den Bilayer-Ko-Kulturen nicht durchfiihrbar waren,
wurde die Expression der Adhédsionsmolekiile (CAMs) nach 24-stiindiger Stimulation {iber die
loslichen Formen SsICAM-1 und sVCAM-1 bestimmt. Die Freisetzung der 16slichen
Adhésionsmolekiile SICAM-1 und sVCAM-1 korrelierte mit deren Oberflichenexpression, wie bereits
in Vorversuchen an Mono-Kulturen von NCI H441 und HPMEC gezeigt wurde. Untersucht wurde
eine Stimulation mit TNF-a (300 U/ml) und IFN-y (2000 U/ml) und die Kombination beider Zytokine,
die einen ko-stimulatorischen Effekt ausldsen sollte.

Bei Erreichen eines stabilen TER-Wertes, meist Tag 10 der Ko-Kultivierung, wurden die Ko-
Kulturen fiir 24 h entweder von der epithelialen Seite (oberes Well, apikal) oder von der endothelialen
Seite (unteres Well, basolateral) mit Zytokinen stimuliert (siche Schema Abb. 83). AnschlieBend
wurden die Mediumiiberstinde der oberen (apikalen) und unteren (basolateralen) Wells getrennt ge-
sammelt und in Dreifachbestimmung mittels ELISA die Konzentration von sSICAM-1 und sVCAM-1
gemessen. Die Bezeichnung apikal und basolateral richtet sich nach der apikalen und basolateralen
Seite der Bilayer-Ko-Kultur und somit nach der Epithelzellschicht, da in diesem Bilayer-Modell der
parazelluldre Stofftransport im Wesentlichen durch die epitheliale Barriere bestimmt wird.

Um die Konzentration der loslichen CAMs oder Zytokine im Mediumiiberstand auf die Zellzahl zu
beziehen, wurde diese in pg/cm” angegeben. Diese Einheit bezieht sich auf die absolute Menge der

Substanz (CAM oder Zytokin) im Mediumiiberstand in pg pro cm® konfluenter Zellrasen.

Stimulation apikal
mit TNF bzw. IFN bzw. TNF+IFN

Menge [pg/cm?]
0 = & & & o o > & o o & e im oberen Well
e — — W T W (apikal)

Menge [pg/cm?]
‘ im unteren Well
(basolateral)

Stimulation basolateral
mit TNF bzw. IFN bzw. TNF+IFN

I6sliches CAM / Zytokin in pg /cm?2 Zellrasen

Abb. 83 Struktur der folgenden Abbildungen, mit denen die freigesetzten loslichen Adhdsions-
molekiile bzw. Zytokine fiir Bilayer-Ko-Kulturen auf Transwell-Filtern dargestellt werden.
Die Ko-Kulturen wurden entweder apikal (epitheliale Seite, linker Transwell) oder
basolateral (endotheliale Seite, rechter Transwell) mit TNF-a (300 U/ml) bzw. IFN-y
(2000 U/ml) bzw. TNF-a (300 U/ml) + IFN-y (2000 U/ml) stimuliert. Die Freisetzung der
loslichen CAMs bzw. Zytokine in das apikale Medium wird fiir das jeweilige Stimulanz als
Histogrammsdule oberhalb des Nullwertes dargestellt, die Freisetzung in das basolaterale
Medium entsprechend als Histogrammsdule unterhalb des Nullwertes.
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Die Konzentration loslicher CAMs bzw. Zytokine im Mediumiiberstand wird iiblicherweise mit
dem Begriff Freisetzung (release) gleichgesetzt. Eine Konzentrationsinderung der freigesetzten
Proteine, die durch proteolytischen Abbau hervorgerufen werden konnte, wird dabei vernachldssigt.
Wurde die Freisetzung von l6slichen CAMs oder Zytokinen nach Stimulation auf der gleichen Seite
gemessen wird der Begriff ipsilateral verwendet, wurden diese auf der der Stimulationsseite
gegeniiber liegenden Seite gemessen wird analog von einer contralateralen Freisetzung gesprochen.

Wurde von der epithelialen Seite (apikal) mit TNF-a bzw. IFN-y oder TNF-o + IFN-y stimuliert,
so war contralateral weder die Freisetzung von sICAM-1 (Abb. 84, linker Transwell) noch die
Freisetzung von sVCAM-1 (Abb. 85, linker Transwell) im Vergleich zur Kontrolle erhdht. Nach
Zugabe der Zytokine von endothelialer Seite (basolateral) wurde durch TNF-o und verstérkt durch die
Kombination beider Zytokine (TNF-a + IFN-vy) die ipsilaterale Freisetzung von sSICAM-1 (Abb. 84,
rechter Transwell) und sVCAM-1 (Abb. 85, rechter Transwell) aktiviert. Innerhalb von 24 h konnte
IFN-y (2000 U/ml) alleine weder die Freisetzung von sSICAM-1 noch von sVCAM-1 im Vergleich zur

Kontrolle erhohen.
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Abb. 84 Freisetzung von sICAM-1 bei der Bilayer-Ko-Kultur von NCI H441 mit HPMEC nach
Stimulation mit TNF-a und IFN-y. Apikale und basolaterale Freisetzung von sICAM-1 bei
der Ko-Kultur von NCI H441 (P21) mit HPMEC (P4) in Ko-Kulturmedium mit
Dexamethason nach 24-stiindiger Inkubation ohne Stimulanz bzw. nach apikaler (linker
Transwell) oder basolateraler (rechter Transwell) Stimulation mit TNF-ca (300 U/ml), IFN-y
(2000 U/ml) sowie TNF-a (300 U/ml) + IFN-y (2000 U/ml). Mittelwert + SD. n=3
(Vorkultur 10d). Die basolaterale Zugabe von TNF-a und ko-stimulatorisch von TNF-a +
IFN-y erhoht die ipsilaterale Freisetzung von sICAM-1.
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Die nach apikaler Stimulation mit TNF-o fiir 24 h auf der epithelialen Seite (ipsilateral)
gemessenen Menge von sSICAM-1 war im Vergleich zur Kontrolle leicht aber nicht signifikant erhoht
(Abb. 84, linker Transwell). Bei basolateraler Stimulation war sSICAM-1 im contralateralen Well (auf
epithelialer Seite) eher gegeniiber der Kontrolle erniedrigt (Abb. 84, rechter Transwell).

Nach basolateraler Stimulation der Bilayer-Ko-Kultur mit TNF-o. und TNF-o + IFN-y fiir 24 h
wurde die Freisetzung von sICAM-1 auf der endothelialen Seite gegeniiber der unstimulierten
Kontrolle signifikant erhdht. Nach basolateraler Stimulation der Bilayer-Ko-Kultur mit TNF-a lag die
ipsilaterale Freisetzung von sSICAM-1 (Abb. 84, rechter Transwell) in &hnlicher Gréenordnung wie
die Freisetzung von sSICAM-1 bei HPMEC in Mono-Kultur [1570+200 pg/cm® sSICAM-1 in Ko-Kultur
bzw. 1998+72 pg/cm’® in Mono-Kultur (Abb. 53 rechts, S. 111)]. Die nach basolateraler Stimulation
der Bilayer-Ko-Kultur mit TNF-a ipsilateral vorhandene Menge an sVCAM-1 (Abb. 85, rechter
Transwell) war niedriger als die von HPMEC in Mono-Kultur freigesetzte Menge an sVCAM-1
[525+47 pg/em® sVCAM-1 in Ko-Kultur bzw. 15184209 pg/cm® in Mono-Kultur (Abb. 53 links,
S. 111)], lag aber im Rahmen individueller Spendervarianzen.

Weder nach apikaler noch nach basolateraler Stimulation konnte sVCAM-1 auf epithelialer Seite
(oberes Well) nachgewiesen werden (Abb. 85). Die zelluldre Barriere schien trotz abfallender TER-
Werte nach Stimulation mit TNF-a oder der Kombination von TNF-a + IFN-y noch soweit intakt,
dass kein von den HPMEC freigesetztes sVCAM-1 ins obere Well gelangte.
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ohne TNF IFN IFN+ TNF ohne TNF IFN IFN+ TNF
apikal 3 4 4 6 3 5 4 3
+ 6 9 2 8 6 5 4 5
baso- 47 3 3 5 47 525 5 681
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Abb. 85 Freisetzung von sVCAM-1 bei der Bilayer-Ko-Kultur von NCI H441 mit HPMEC nach
Stimulation mit TNF-a und IFN-y. Apikale und basolaterale Freisetzung von sVCAM-1 bei
der Ko-Kultur von NCI H441 (P21) mit HPMEC (P4) in Ko-Kulturmedium mit
Dexamethason nach 24-stiindiger Inkubation ohne Stimulanz bzw. nach apikaler (linker
Transwell) oder basolateraler (rechter Transwell) Stimulation mit TNF-« (300 U/ml), IFN-y
(2000 U/ml) sowie TNF-a (300 U/ml) + IFN-y (2000 U/ml). Mittelwert + SD. n=3
(Vorkultur 10d). sVCAM-1 wird von HPMEC nach basolateraler Zugabe von TNF-a und ko-
stimulatorisch von TNF-a + IFN-y ipsilateral freigesetzt.
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3.12.2.4 Freisetzung sekundarer inflammatorischer Mediatoren

Zusétzlich zur Bestimmung der 16slichen Formen der CAMs wurden die Mediumiiberstinde auf die
Freisetzung der Zytokine IL-6, IL-8, MCP-1 und RANTES hin untersucht. Ahnlich wie fiir die CAMs
erfolgte die Analyse der von der epithelialen Seite (apikal) bzw. von der endothelialen Seite
(basolateral) stimulierten Bilayer-Ko-Kulturen per Dreifachbestimmung mittels ELISA.

Die Basisexpression von IL-6 auf epithelialer Seite (apikal) wurde weder durch 24-stiindige apikale
noch durch basolaterale Stimulation mit TNF-o oder TNF-a + IFN-y gesteigert (Abb. 86). Nach
basolateraler Stimulation mit TNF-a. und TNF-a + [FN-y wurde IL-6 ipsilateral erhoht freigesetzt,
contralateral wurde keine gegeniiber der unstimulierten Kontrolle erhdhte Freisetzung gemessen
(ADbb. 86, rechter Transwell). Nach basolateraler Stimulation der Bilayer-Ko-Kultur mit TNF-a lag die
ipsilaterale Freisetzung von IL-6 (Abb. 86, rechter Transwell) in dhnlicher GroBenordnung wie die
Freisetzung von IL-6 bei HPMEC in Mono-Kultur [416+28 pg /cm® IL-6 in Ko-Kultur bzw.
550+35 pg/cm? in Mono-Kultur (Abb. 54, S. 113)].

Fiir IL-8 wurde sowohl eine ipsilaterale als auch eine contralaterale Freisetzung gemessen. So
wurde nach apikaler Stimulation mit TNF-o + IFN-y, zusétzlich zur erhdhten Freisetzung von IL-8 auf
epithelialer Seite (apikal), eine signifikante Erhdhung von IL-8 im unteren Well (basolateral)
gemessen (Abb. 87, linker Transwell). Entsprechend war nach basolateraler Gabe von TNF-a und
TNF-o + IFN-y, zusétzlich zur erhohten Freisetzung von IL-8 auf endothelialer Seite (basolateral),
IL-8 im oberen Well (apikal) signifikant erhoht (Abb. 87, rechter Transwell). Dabei war die
contralaterale Menge an IL-8 nach basolateraler Stimulation (Abb. 87, rechter Transwell) 15-20%
niedriger als die nach apikaler Stimulation ins obere Well (ipsilateral) sezernierte Menge (Abb. 87,
linker Transwell). IL-8 konnte sowohl von den Endothelzellen contralateral ins obere Well abgegeben
worden sein, oder aber die Epithelzellen wurden von deren basolateralen Seite zur apikalen
Freisetzung von IL-8 stimuliert.

Nach basolateraler Stimulation der Bilayer-Ko-Kultur mit TNF-a lag die ipsilaterale Freisetzung
von IL-8 (Abb. 87, rechter Transwell) in &hnlicher Gréenordnung wie die Freisetzung von IL-8 bei
HPMEC in Mono-Kultur [9632+2020 pg/cm® IL-8 in Ko-Kultur bzw. 10959+590 pg/cm® in Mono-
Kultur (Abb. 55, S. 113)]. Auch die nach apikaler Zugabe von TNF-a ipsilateral gemessenen Werte
von IL-8 entsprachen in etwa den fiir Dexamethason-behandelte NCI H441 in Mono-Kultur
ermittelten Werten [462+7 pg/cm” IL-8 in Ko-Kultur bzw. 635+12 pg/cm’ in Mono-Kultur (Abb. 48,
S. 106)].
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Abb. 86 Freisetzung von IL-6 bei der Bilayer-Ko-Kultur von NCI H441 mit HPMEC nach

Stimulation mit TNF-a und IFN-y. Apikale und basolaterale Freisetzung von IL-6 bei Ko-
Kultur von NCI H441 (P21) mit HPMEC (P4) in Ko-Kulturmedium mit Dexamethason nach
24-stiindiger Inkubation ohne Stimulanz bzw. nach apikaler (linker Transwell) oder
basolateraler (rechter Transwell) Stimulation mit TNF-a (300 U/ml), IFN-y (2000 U/ml)
sowie TNF-a (300 U/ml) + IFN-y (2000 U/ml). Mittelwert +SD. n=3 (Vorkultur 10d). IL-6
wird nach basolateraler Zugabe von TNF-a und von TNF-a + IFN-y ipsilateral erhoht
freigesetzt.
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Abb. 87 Freisetzung von IL-8 bei der Bilayer-Ko-Kultur von NCI H441 mit HPMEC nach

Stimulation mit TNF-a und IFN-y. Apikale und basolaterale Freisetzung von IL-8 bei Ko-
Kultur von NCI H441 (P21) mit HPMEC (P4) in Ko-Kulturmedium mit Dexamethason nach
24-stiindiger Inkubation ohne Stimulanz bzw. nach apikaler (linker Transwell) oder
basolateraler (rechter Transwell) Stimulation mit TNF-o (300 U/ml), IFN-y (2000 U/ml)
sowie TNF-a (300 U/ml) + IFN-y (2000 U/ml). Mittelwert +SD. n=3 (Vorkultur 10d). IL-8
wird nach apikaler und basolateraler Zugabe von TNF-o und TNF-o + IFN-y sowohl
ipsilateral als auch contralateral erhéht freigesetzt.
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Eine vermehrte Freisetzung von MCP-1 auf epithelialer Seite (apikal) wurde weder nach apikaler

noch nach basolateraler Stimulation mit TNF-o und TNF-a + IFN-y induziert (Abb. 88). Bei den
absolut produzierten Mengen von MCP-1 nach Stimulation mit TNF-o differierten Mono- und Ko-
Kultur der HPMEC. Nach basolateraler Stimulation der Ko-Kultur mit TNF-o wurden ipsilateral
4209+500 pg/cm”> MCP-1 (Abb. 88, rechter Transwell) bei der Mono-Kultur von HPMEC jedoch nur
737+383 pg MCP-1 pro cm” konfluenter Zellrasen sezerniert (siche Abb. 56, S. 114).
RANTES wurde weder nach apikaler noch nach basolateraler Stimulation auf epithelialer Seite
gemessen (Abb. 89). Nach basolateraler Stimulation der Bilayer-Ko-Kultur mit TNF-a lag die
ipsilaterale Freisetzung von RANTES (Abb. 89, rechter Transwell) in dhnlicher Gréfenordnung wie
die Freisetzung von RANTES bei HPMEC in Mono-Kultur [297+66 pg/cm®* RANTES in Ko-Kultur
bzw. 150+13 pg/ecm” in Mono-Kultur (Abb. 57, S. 114)]. Die basolaterale Gabe von TNF-o. + IFN-y
hatte eine starke ko-stimulatorische Wirkung auf die ipsilaterale Freisetzung von RANTES und
erhohte dessen Freisetzung um ca. 9fach (Abb. 89, rechter Transwell).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass HPMEC in Ko-Kultur mit Dexamethason-
behandelten NCI H441 auf Stimulation mit TNF-a dhnlich reaktiv waren wie in Mono-Kultur ohne
Dexamethason. NCI H441 verhielten sich in Ko-Kultur dhnlich wie die Mono-Kulturen von
NCI H441, die 10 Tage mit Dexamethason behandelt wurden. Die Barriere der Bilayer-Ko-Kultur war
trotz abfallender TER-Werte nach 24-stiindiger Stimulation mit TNF-a oder TNF-a + IFN-y noch
soweit intakt, dass das eindeutig von HPMEC produzierte Zytokin RANTES nach basolateraler
Stimulation nicht im Mediumiiberstand des oberen Wells (contralateral) gemessen werden konnte.
Der Aufbau einer funktionellen Barriere lie fiir die Bilayer-Ko-Kultur von NCI H441 und HPMEC
zwei getrennte Kompartimente entstehen: das obere Well (apikal), das dem Alveolarlumen entspricht,
und das untere Well (basolateral), das dem vaskuldren Lumen entspricht. Diese beiden Kompartimente
erlaubten keinen parazelluliren Durchtritt von den nach Stimulation sezernierten sekundiren
Zytokinen durch die Bilayer-Ko-Kultur. AuBler IL-8 war bei keinem der Zytokine eine
stimulationsinduzierte contralaterale Freisetzung nach 24-stiindiger Stimulation mit TNF-o oder

TNF-a + IFN-y nachweisbar.
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Abb. 88 Freisetzung von MCP-1 bei der Bilayer-Ko-Kultur von NCI H441 mit HPMEC nach
Stimulation mit TNF-a und IFN-y. Apikale und basolaterale Freisetzung von MCP-1 bei
Ko-Kultur von NCI H441 (P21) mit HPMEC (P4) in Ko-Kulturmedium mit Dexamethason
nach 24-stiindiger Inkubation ohne Stimulanz bzw. nach apikaler (linker Transwell) oder
basolateraler (rechter Transwell) Stimulation mit TNF-a (300 U/ml), IFN-y (2000 U/mi)
sowie TNF-a (300 U/ml) + IFN-y (2000 U/ml). Mittelwert + SD. n=3 (Vorkultur 10d).
MCP-1 wird nach basolateraler Zugabe von TNF-a und von TNF-a + IFN-y ipsilateral
signifikant erhoht freigesetzt.
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Abb. 89 Freisetzung von RANTES bei der Bilayer-Ko-Kultur von NCI H441 mit HPMEC nach
Stimulation mit TNF-a und IFN-y. Apikale und basolaterale Freisetzung von RANTES bei
Ko-Kultur von NCI H441 (P21) mit HPMEC (P4) in Ko-Kulturmedium mit Dexamethason
nach 24-stiindiger Inkubation ohne Stimulanz bzw. nach apikaler (linker Transwell) oder
basolateraler (rechter Transwell) Stimulation mit TNF-a (300 U/ml), IFN-y (2000 U/mi)
sowie TNF-a (300 U/ml) + IFN-y (2000 U/ml). Mittelwert + SD. n=3 (Vorkultur 10d).
RANTES wird von HPMEC nach basolateraler Zugabe von TNF-« und ko-stimulatorisch
von TNF-a + IFN-y ipsilateral freigesetzt.

158



Kapitel 3 Ergebnisse

3.12.3 Stimulation der Ko-Kultur von Epithelzellisolaten (PO) und HPMEC mit TNF-a. und IFN-y
3.12.3.1 TER-Werte nach Stimulation der primaren Ko-Kultur mit TNF-a und IFN-y

Die primédre Ko-Kultur von hATII und HPMEC wurde mit SAGM 1% FKS im oberen Well und
PC 15% FKS, bFGF/Heparin (2,5ng/10pg/ml) im unteren Well durchgefiihrt. Dabei wurden hATII
Zellen in PO eingesetzt und zeigten in SAGM 1% FKS nach 7-10 Tagen morphologische Phianotypen
von hATII Zellen und hATI-dhnlichen Zellen (siche Abb. 78, S. 144).

Erste Versuche zur Stimulation der Primirzellen in Ko-Kultur werden in folgendem Kapitel
dargestellt. Die Ko-Kultur von hATII Zellen in PO mit HPMEC wurde bei Erreichen eines TER-
Wertes >1000 Q x cm?, hier Tag 7 der Ko-Kultur, von der endothelialen Seite (unteres Well,
basolateral) bzw. von der epithelialen Seite (oberes Well, apikal) zunéchst fiir 24 h in Medium mit
TNF-a (300 U/ml), IFN-y (2000 U/ml) sowie TNF-a. (300 U/ml) + IFN-y (2000 U/ml) stimuliert.
Nach 24 h und 48 h erfolgte ein Mediumwechsel und es wurden die Stimulanzien in gleicher
Konzentration fiir weitere 24 h zugegeben. Die Messung der TER-Werte wurde am Tag 8, Tag 9 und
Tag 10, also 24, 48 und 72 h nach Stimulation, durchgefiihrt.
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Abb. 90 TER-Werte nach Stimulation der Ko-Kulturen von hATII Zellen in P0 und HPMEC mit
TNF-a und IFN-y fiir 24 h bzw. 48 h. hATIl Zellen (P0) und HPMEC (P4) in SAGM
1%/PC 15 (o/u) ohne Stimulanz (M) und nach basolateraler (A) und apikaler (B) Stimulation
mit 300 U/ml TNF-a (£) bzw. 2000 U/ml IFN-y ( ) oder beiden Zytokinen
( ). Erneute Stimulation nach 24-stiindiger und 48-stiindiger Inkubation. Mittelwert
+ 8D (n=3, Vorkultur 7d). TNF-a verursachte nur basolateral zugegeben eine signifikante
Erniedrigung des TER-Wertes nach 72h. Die Bilayer-Ko-Kultur reagierte nach 72h auf
apikale Gabe von TNF-a + IFN-y mit gegeniiber der unbehandelten Kontrolle reduzierten
TER-Werten. Basolateral zugegeben wurden die TER-Werte durch TNF-a + IFN-ynach 24h
um ca. 15% und nach 72h um ca. 43% erniedrigt.

Die apikale Gabe von 300 U/ml TNF-a alleine verursachte keine reduzierten TER-Werte innerhalb
von 72 h (Abb. 90B) wihrend bei basolateraler Stimulation mit TNF-o, die TER-Werte nach 72 h auf
70£5% der unbehandelten Kontrolle reduziert wurden (Abb. 90A). IFN-y 16ste apikal zugegeben keine

gegeniiber der Kontrolle verdnderte Reaktion innerhalb der 72-stiindigen Stimulation aus. Bei
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basolateraler Stimulation mit IFN-y waren die TER-Werte leicht erhdht. Die Kombination von
300 U/ml TNF-o + 2000 U/ml IFN-y, basolateral zugegeben, zeigte nach 48-stiindiger bzw. 72-
stiindiger Inkubation eine gegeniiber der unbehandelten Kontrolle deutliche Reduktion der TER-Werte
um ca. 15% bzw. 43% (Abb. 90A).
3.12.3.2 Parazellularer Transport von Natrium-Fluoreszein bei Stimulation mit TNF-o und IFN-y

48 h nach Stimulation mit 300 U/ml TNF-a bzw. 2000 U/ml IFN-y und beiden Stimulanzien in
Kombination wurde analog der Erniedrigung des TER-Werts der Transport von Natrium-Fluoreszein
untersucht. Die Transportexperimente wurden in serumhaltigem Ko-Kulturmedium durchgefiihrt. Da
die Ko-Kulturen bereits durch die Stimulation aktiviert waren, sollte eine zusétzliche Beeinflussung

der Primérzellen durch Einsatz des serumfreien Krebs-Ringer-Puffers vermieden werden.
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Abb. 91 Permeabilititskoeffizienten (P,,,-Werte) fiir den Transport von Natrium-Fluoreszein durch
Bilayer-Ko-Kulturen von NCI H441 bzw. hATII Zellen mit HPMEC nach Stimulation. P,,,-
Werte fiir den parazelluldren Transport von Natrium-Fluoreszein durch Zell-Layer von NCI
H441 in Ko-Kultur mit HPMEC in RP/MC + 1 uM Dexamethason nach 48-stiindiger
Stimulation (links) und durch Zell-Layer von hATII Zellen in Ko-Kultur mit HPMEC 72-
stiindiger Stimulation (vechts). Stimulation mit 300 U/ml TNF-a bzw. 2000 U/ml IFN-y oder
beiden Zytokinen. Zugabe der Stimulanzien alle 24h. Mittelwert + SD (n=3). Apikal
verursachten TNF-a und IFN-y alleine keine signifikante  Erhohung  des
Permeabilititskoeffizienten (P,,,). Wihrend die Bilayer-Ko-Kultur mit NCI H441/HPMEC
bereits auf eine 48-stiindige apikale Gabe von TNF-o + IFN-y mit einer gegeniiber der
unbehandelten Kontrolle 1,7-1,8fachen Erhohung des P, reagierte, zeigte die Bilayer-Ko-
Kultur der Primdrzellen keine Erhohung. Basolateral zugegeben wurde der P, nach 72-
stiindiger Stimulation durch TNF-« signifikant um 1,7fach gegeniiber der unstimulierten
Kontrolle erhéht (1,5fach nach 48h bei NCI H441/HPMEC). Nach 48-stiindiger bzw. 72-
stiindiger Stimulation hatte die basolaterale Gabe von TNF-a + IFN-y den grofiten Effekt
auf den Permeabilitiitskoeffizienten beider Bilayer-Ko-Kulturen. Der P,,, nach basolateraler
Gabe von TNF-a + IFN-yfiir 72 h war bei der Bilayer-Ko-Kulturen der Primdrzellen um
ca. 2,3fach hoher als der P, der unstimulierten Kontrolle.
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Nach 72-stiindiger basolaterale Gabe von TNF-o + IFN-y wurde der Permeabilititskoeffizient
(Papp) der Bilayer-Ko-Kultur der Primérzellen am stirksten erhoht. Der P,,, der hATI/HPMEC mit
0,425+0,103x10° cm/sec war 2,3fach hoher als der P, der unbehandelten Kontrolle mit
0,184ﬂ:0,027X106 cm/sec. Die Bilayer-Ko-Kultur von NCI H441/HPMEC lieferte nach 48-stiindiger
basolateraler Stimulation P,,,-Werte in vergleichbarer Hoéhe (Abb. 91). Nach 72-stiindiger
basolateraler Stimulation mit TNF-o. war der P,,, bei hATI/HPMEC mit 0,309+0,074x10° cm/sec
gegeniiber der unstimulierten Kontrolle ca. 1,7fach erhoht. NCI H441/HPMEC zeigten bereits nach
48-stiindiger basolateraler Stimulation mit TNF-a mit einem P, von 0,247+0,026x10° cm/sec eine

Erhohung des Permeabilitéitskoeffizienten gegeniiber der unstimulierten Kontrolle um ca. 1,5fach.

3.12.3.3 Expession von Zelladhasionsmolekuilen (Cell Adhesion Molecules, CAMS)

Die Ko-Kulturen der Primérzellen wurden bei Erreichen eines TER-Wertes >1000 Q x cm” fiir 24 h
entweder von der endothelialen Seite (unteres Well, basolateral) oder von der epithelialen Seite
(oberes Well, apikal) mit Zytokinen stimuliert. AnschlieBend wurden die Mediumiiberstinde der
oberen (apikalen) und unteren (basolateralen) Wells getrennt gesammelt und in Dreifachbestimmung
mittels ELISA die Freisetzung der loslichen Formen von ICAM-1 und VCAM-1, sICAM-1 und
sVCAM-1 gemessen. Die angegebenen Konzentrationen beziehen sich auf die absolute Menge der
Substanz (CAM oder Zytokin) im Mediumiiberstand in pg pro cm’ konfluenter Zellrasen. Die
Abbildungen haben die gleiche Struktur, wie bereits fiir die Bilayer-Ko-Kultur von NCI H441 und
HPMEC verwendet (Abb. 83, S. 152).

Da fiir die Ko-Kultur der Primérzellen der Serumgehalt in Endothelzellmedium (PC mit 15% FKS)
héher war als im Ko-Kulturmedium (MCDB 131, bFGF (2,5 ng/ml), Heparin (10 pg/ml) mit 5% FKS)
und auch die Hersteller der Epithelzellmedien unterschiedlich waren, konnten die absolut produzierten
Mengen an sICAM-1 und sVCAM-1 nicht direkt mit denen der Ko-Kultur von NCI H441 mit
HPMEC verglichen werden. Es wurden daher in den folgenden Experimenten die relativen
Expressionsmuster der nach Stimulation mit TNF-o und IFN-y freigesetzten 16slichen Zelladhésions-
molekiile bei der Bilayer-Ko-Kultur von Primérzellen ermittelt.

Wurde von der epithelialen Seite (apikal) stimuliert, so waren die Konzentrationen von sICAM-1
und sVCAM-1 im contralateralen Well im Vergleich zur Kontrolle nicht verdndert (Abb. 92 und 93,
linker Transwell). Nach basolateral Zugabe der Zytokine wurde durch TNF-a und verstirkt durch die
Kombination beider Zytokine (TNF-a + IFN-y) eine ipsilaterale Freisetzung von sICAM-1 und
sVCAM-1 induziert (Abb. 92 und 93, rechter Transwell). Wie bei der Bilayer-Ko-Kultur von
NCI H441 mit HPMEC (Abb. 84, S. 153) wurden auch bei der Bilayer-Ko-Kultur der Primérzellen
unabhingig von einer Stimulation apikal hohe Mengen sSICAM-1 pro cm® konfluentem Zellrasen ins
obere Well abgegeben (Abb. 92). Wie die Ko-Kultur von NCI H441 mit HPMEC (Abb. 85, S. 154)
zeigten auch die hATII Zellen in PO in Ko-Kultur mit HPMEC keine apikale Freisetzung von
sVCAM-1 nach Stimulation mit TNF-a und IFN-y (Abb. 93).
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Abb. 92 Freisetzung von sICAM-1 bei der Bilayer-Ko-Kultur von hATII Zellen (P0) mit HPMEC
nach Stimulation mit TNF-a und IFN-y. Apikale und basolaterale Freisetzung von sICAM-
1 bei der Ko-Kultur von hATII Zellen (P0) mit HPMEC (P3) in SAGM 1% FKS (oben) und
PC 15% FKS (unten) nach 24-stiindiger Inkubation ohne Stimulanz bzw. nach apikaler
(linker Transwell) oder basolateraler (rechter Transwell) Stimulation mit TNF-a (300
U/ml), IFN-y (2000 U/ml) sowie TNF-a (300 U/ml) + IFN-y (2000 U/ml). Mittelwert +SD
(n=3, Vorkultur 7d). Die basolaterale Zugabe von TNF-a, IFN-y und von TNF-a + IFN-y
erhoht die ipsilaterale Freisetzung von sICAM-1.
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Abb. 93 Freisetzung von sVCAM-1 bei der Bilayer-Ko-Kultur von hATII Zellen (P0) mit HPMEC
nach Stimulation mit TNF-a und IFN-y. Apikale und basolaterale Freisetzung von
SVCAM-1 bei der Ko-Kultur von hATII Zellen (P0) mit HPMEC (P3) in SAGM 1% FKS
(oben) und PC 15% FKS (unten) nach 24-stiindiger Inkubation ohne Stimulanz bzw. nach
apikaler (linker Transwell) oder basolateraler (rechter Transwell) Stimulation mit TNF-«
(300 U/ml), IFN-y (2000 U/ml) sowie TNF-a (300 U/ml) + IFN-y (2000 U/ml). Mittelwert +
SD (n=3, Vorkultur 7d). sVCAM-1 wird von HPMEC nach basolateraler Zugabe von TNF-«
IFN-y und von TNF-a + IFN-y ipsilateral freigesetzt.
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3.12.3.4 Freisetzung sekundarer inflammatorischer Mediatoren

Zusatzlich zur Bestimmung der I6slichen Formen der Zelladhdsionsmolekule wurden die
Mediumiiberstinde der primdren Ko-Kulturen auf die Freisetzung der Zytokine IL-6, IL-8, MCP-1
und RANTES hin untersucht. Da die Ko-Kultur der Primédrzellen wegen der besonderen
Mediumanspriiche der Primédrzellen nicht im gleichen Medium wie die Ko-Kultur von NCI H441 mit
HPMEC stattfand, konnten die absolut freigesetzten Zytokinmengen nicht direkt mit denen der Ko-
Kultur von NCI H441 mit HPMEC verglichen werden. Daher wurden die relativen Expressionsmuster
der Zytokine nach Stimulation mit TNF-o und IFN-y mit denen der Bilayer-Ko-Kultur von NCI H441
mit HPMEC verglichen.

Im Gegensatz zur Ko-Kultur von NCI H441 mit HPMEC, bei der die apikale Freisetzung von 1L-6
durch Stimulation nicht erh6ht wurde, konnte bei der Ko-Kultur der Primérzellen eine gegeniiber der
unstimulierten Kontrolle leicht erhohte ipsilaterale Freisetzung von IL-6 nach apikaler Stimulation mit
TNF-o und TNF-o + IFN-y nachgewiesen werden (Abb. 94, linker Transwell). Nach basolateraler
Stimulation mit TNF-a wurde IL-6 ipsilateral und nach basolateraler Stimulation mit TNF-o + IFN-y
sowohl ipsilateral als auch contralateral erhoht freigesetzt (Abb. 94, rechter Transwell).

IL-8 wurde bei der Ko-Kultur der Primérzellen dhnlich wie bei der Ko-Kultur von NCI H441 mit
HPMEC unabhingig von der Stimulationsseite sowohl ipsilateral als auch contralateral durch TNF-a
und TNF-o + IFN-y stimulationsinduziert freigesetzt (Abb. 95). So wurde nach basolateraler Gabe von
TNF-a sowie TNF-o, + IFN-y, d.h. nach Stimulation auf endothelialer Seite, eine apikale Freisetzung
von IL-8 gemessen (Abb. 95, rechter Transwell). Dabei betrug die contralateral sezernierte Menge an
IL-8 nach basolateraler Stimulation (Abb. 95, rechter Transwell) etwa 1/4 der nach apikaler
Stimulation ipsilateral sezernierten Menge von IL-8 (Abb. 95, linker Transwell). Auch nach apikaler
Stimulation mit TNF-a sowie TNF-a + IFN-y war eine gegeniiber der unstimulierten Kontrolle
deutlich erhohte Konzentration von IL-8 im unteren Well (contralateral) messbar (Abb. 95, linker
Transwell). Die nach basolateraler Stimulation ipsilateral freigesetzte Menge an 1L-8 (Abb. 95, rechter
Transwell) war jedoch 3-7fach hoher als die nach apikaler Stimulation contralateral pro cm” Zellrasen

freigesetzte Menge von IL-8 (Abb. 95, linker Transwell).
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Abb. 94 Freisetzung von IL-6 bei der Bilayer-Ko-Kultur von hATII Zellen (P0) mit HPMEC nach
Stimulation mit TNF-a und IFN-y. Apikale und basolaterale Freisetzung von IL-8 bei Ko-
Kultur von hATII Zellen (P0) mit HPMEC (P3) in SAGM 1% FKS (oben) und PC 15% FKS
(unten) nach 24-stiindiger Inkubation ohne Stimulanz bzw. nach apikaler (linker Transwell)
oder basolateraler (rechter Transwell) Stimulation mit TNF-a (300 U/ml), IFN-y (2000
U/ml) sowie TNF-a (300 U/ml) + IFN-y (2000 U/ml). Mittelwert +SD (n=3, Vorkultur 7d).
IL-6 wird nach apikaler Zugabe von TNF-a und TNF-a + IFN-y ipsilateral und nach
basolateraler Zugabe von TNF-a + IFN-y ipsilateral und contralateral erhéht freigesetzt.
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Abb. 95 Freisetzung von IL-8 bei der Bilayer-Ko-Kultur von hATII Zellen (P0) mit HPMEC nach

Stimulation mit TNF-a und IFN-y. Apikale und basolaterale Freisetzung von IL-8 bei Ko-
Kultur von hATII Zellen (P0O) mit HPMEC (P3) in SAGM 1% FKS (oben) und PC 15% FKS
(unten) nach 24-stiindiger Inkubation ohne Stimulanz bzw. nach apikaler (linker Transwell)
oder basolateraler (rechter Transwell) Stimulation mit TNF-a (300 U/ml), IFN-y (2000
U/ml) sowie TNF-a (300 U/ml) + IFN-y (2000 U/ml). Mittelwert +SD (n=3, Vorkultur 7d).
IL-8 wird nach apikaler und basolateraler Zugabe von TNF-a und TNF-a + IFN-y sowohl
ipsilateral als auch contralateral erhéht freigesetzt.
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Bei der Ko-Kultur der Primirzellen wurde eine apikale Freisetzung von MCP-1 sowohl nach apikaler
als auch nach basolateraler Stimulation nachgewiesen. Im Unterschied zur Ko-Kultur von NCI H441
mit HPMEC mit einer geringen apikalen MCP-1 Freisetzung um 20 pg/cm® (Abb. 88, S. 158), wurde
bei der Ko-Kultur der Primérzellen eine stimulationsinduzierte apikale Freisetzung von MCP-1
nachgewiesen. Dabei betrug die contralateral freigesetzte Menge an MCP-1 nach basolateraler
Stimulation (Abb. 96, rechter Transwell) 1/3 bis 1/5 der nach apikaler Stimulation ipsilateral
sezernierten Menge von MCP-1 (Abb. 96, linker Transwell).

Wie bei der Ko-Kultur von NCI H441 mit HPMEC wurde bei der Ko-Kultur von hATII Zellen mit
HPMEC kein RANTES ins obere Well freigesetzt. Ahnlich der Bilayer-Ko-Kultur von NCI H441 mit
HPMEC wurde bei der Bilayer-Ko-Kultur der Primérzellen nach basolateraler Gabe von TNF-a
ipsilateral 263+68 pg RANTES pro cm’ freigesetzt, wihrend TNF-a + IFN-y ko-stimulatorisch die
ipsilaterale Freisetzung von 4402549 pg RANTES pro cm” konfluenter HPMEC auslosten.
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Abb. 96 Freisetzung von MCP-1 bei der Bilayer-Ko-Kultur von hATII Zellen (P0) mit HPMEC
nach Stimulation mit TNF-a und IFN-y. Apikale und basolaterale Freisetzung von MCP-1
bei Ko-Kultur von hATII Zellen (P0) mit HPMEC (P3) in SAGM 1% FKS (oben) und PC
15% FKS (unten) nach 24-stiindiger Inkubation ohne Stimulanz bzw. nach apikaler (linker
Transwell) oder basolateraler (rechter Transwell) Stimulation mit TNF-ca (300 U/ml), IFN-y
(2000 U/ml) sowie TNF-a (300 U/ml) + IFN-y (2000 U/ml). Mittelwert + SD (n=3,
Vorkultur 7d). MCP-1 wird nach apikaler Zugabe von TNF-a und TNF-a + IFN-y
ipsilateral und nach basolateraler Zugabe sowohl ipsilateral als auch contralateral erhéht
freigesetzt.
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Die vorangegangenen Kapitel zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Bilayer-Ko-Kulturen
von hATII Zellen in PO mit HPMEC eine funktionelle Barriere aufbauen, die durch Stimulation mit
inflammatorischen Zytokinen beeinflusst wird. AuBBer einer direkten Wirkung der Zytokine auf die
Barrierefunktion konnte die Freisetzung sekundérer immunmodulatorischer Mediatoren bei hATII
Zellen und HPMEC induziert werden. Die Barriere war nach 24-stiindiger Stimulation mit TNF-o +
IFN-y noch soweit intakt, dass das eindeutig von HPMEC produzierte Zytokin RANTES nicht im
Mediumiiberstand des oberen Wells (contralateral) gemessen werden konnte. Ebenfalls konnte keine
contralaterale Freisetzung von sVCAM-1 ins obere Well gezeigt werden. Unter der Voraussetzung
dass eine intakte Barriere zwei getrennte Kompartimente entstehen ldsst, das eine oberhalb der
Epithelzellen (oberes Well, apikal) das andere oberhalb der Endothelzellen (unteres Well, basolateral),
setzten sowohl hATII Zellen in PO in Bilayer-Ko-Kultur als auch hATII Zellen in zweiter Passage in
Mono-Kultur kein RANTES und kein sVCAM-1 frei.

Wie die priméren Bilayer-Ko-Kulturen zeigten Bilayer-Ko-Kulturen von NCI H441 mit HPMEC
im Hinblick auf die Adhésionsmolekiile ICAM-1 und VCAM-1 sowie die Zytokine IL-8, RANTES
und MCP-1 éhnliche relative Expressionsmuster. Die Freisetzung von MCP-1 ins apikale Well war
dabei bei Bilayer-Ko-Kulturen von NCI H441 mit HPMEC wesentlich geringer als bei den Ko-
Kulturen der Primérzellen. Im Gegensatz zu den priméren Ko-Kulturen wurde die Freisetzung von IL-
6 ins apikale Well durch Stimulation mit TNF-o und TNF-a + IFN-y bei Ko-Kulturen von NCI H441
mit HPMEC nicht erhoht. Die im apikalen Well, d.h. oberhalb der Epithelzellen, gemessenen Mengen
von IL-6 und MCP-1 waren jedoch im Vergleich zu den basolateral gemessenen Mengen gering und
entsprachen nur ca. 2%-3% der Menge an IL-6 bzw. MCP-1, die nach basolateraler Stimulation pro

cm’ konfluenter Zellrasen ipsilateral freigesetzt wurden.
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4 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, als in vitro Modell einer humanen respiratorischen Einheit
Bilayer-Ko-Kulturen von Alveolarepithelzellen und mikrovaskulidren Endothelzellen zu etablieren. Da
menschliche Zellen nicht beliebig verfiigbar sind und biologischer Parameter bei Primérzellen
individuell variieren, sollte ein reproduzierbares in vitro Modell aus Ko-Kulturen einer epithelialen
mit einer endothelialen Zell-Linie aufgebaut werden. Humane Zell-Linien mit Eigenschaften von
Typ I Alveolarepithelzellen sind bisher nicht bekannt. Demgegeniiber zeigen einige Adenokarzinom
Zell-Linien der Lunge, wie z.B. die Zell-Linie A549, Eigenschaften von Typ II Alveolarepithelzellen
(Lieber et al., 1976; Standiford et al., 1990; Standiford et al., 1991; Rosenthal et al., 1994). Eine
Verdnderung bzw. Schéidigung von Typ II Alveolarepithelzellen kann als prognostischer Marker fiir
die Integritdt des Alveolarraums dienen, da eine Verdnderung dieses Zelltyps Einfluss auf viele
metabolische Vorgidnge im Alveolarraum und auf die Regeneration von Typ I Alveolarepithelzellen
hat. Ein in vitro Ko-Kultur Modell einer mikrovaskuldren Endothelzell-Linie mit einer Epithelzell-
Linie, die Eigenschaften von Typ II Zellen hat, mag das alveolére Epithel mit Alveolarepithelzellen
vom Typ II und vom Typ I nicht komplett nachahmen. Es ermdglicht jedoch das Studium der
Interaktion von zwei fiir die Integritdt der alveolo-kapilliren Einheit essentiellen Zelltypen, den
Alveolarepithelzellen vom Typ II und den mikrovaskuldren Endothelzellen. Beide sind metabolisch
und inflammatorisch aktiv und sind durch die Aufrechterhaltung der alveolo-kapilldren Barriere
wichtige Zielzellen bei pathophysiologischen, toxikologischen oder auch pharmakologischen
Fragestellungen.

Um die Ahnlichkeit des Bilayer-Ko-Kultur Modells der Zell-Linien mit primr isolierten Zellen zu
untersuchen, wurde eine Bilayer-Ko-Kultur aus Primérzellen etabliert und die Eigenschaften beider
Ko-Kulturen im Hinblick auf die Ausbildung einer funktionellen Barriere und die Stimulierbarkeit

miteinander verglichen.

4.1 Isolierung und Charakterisierung humaner Alveolarepithelzellen vom
Typ |l

Eine Methode zur Isolierung von mikrovaskuldren Endothelzellen den menschlichen Lunge
(HPMEC) aus peripherem Lungengewebe wurde bereits in der eigenen Diplomarbeit entwickelt
(Hermanns, 1997). Um hATII Zellen aus humanem Lungengewebe zu isolieren, wurde die gleiche
enzymatische Behandlung wie fiir die Isolierung von HPMEC verwendet und um die Isolierung der
Epithelzellen erweitert.

Der Vergleich der in dieser Arbeit etablierten Methode mit einer standardisierten Methode zur
Isolierung primdrer Lungenepithelzellen nach Murphy und Mitarbeitern (Murphy et al., 1999) zeigte,
dass nach eigener Methode das Gewebe stirker dissoziiert war und mehr Epithelzellen sowie
Endothelzellen aus dem Gewebsverband herausgelost wurden. Die etablierte Methode war somit

geeignet, moglichst viele Epithel- und Endothelzellen gleichzeitig aus humanem peripherem
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Lungengewebe zu isolieren. Die Epithelzellen unterschieden sich in PO nicht von den nach der
Standardmethode (Murphy et al., 1999) isolierten Epithelzellen. In serumfreiem Medium auf Kollagen
Typ 1-beschichteten LabTek zeigten 93-95% der Zellen eine Alkalische Phosphatase Aktivitit,
Lamellar Bodies und waren positiv fiir die hATII Zell-Marker TTF-1 und SP-C. Auffallend war das
Auftreten von zwei morphologisch unterschiedlichen Zellpopulationen in serumfreiem AEGM in PO.
In serumfreiem AEGM fanden sich sowohl eine Population flach ausgebreiteter Zellen als auch,
zeitlich zunehmend, mehrere Gruppen kuboidaler Zellen, wihrend fiir das gleiche Isolat in
serumhaltigem Medium (SAGM mit 1% FKS) nur eine Zellpopulation flach ausgebreiteter Zellen
nachweisbar war.

Serumhaltiges Medium beeinflusst morphologische und biochemische Eigenschaften von ATII
Zellen in Kultur. Innerhalb der ersten 2 bis 4 Tage in Medium mit 10% FKS flachen ATII Zellen der
Ratte ab, verlieren ihre Mikrovilli (Warburton et al., 1998; Campbell et al., 2003), zeigen weniger
surfactant-gefiillte Lamellar Bodies und verdndern ihr charakteristisches Phospholipid-Synthese-
Muster (Cott et al., 1987). Morphologische Verdnderungen wurden ebenfalls in SAGM mit einem
Serumgehalt von nur 1% FKS fiir die PO von hATII Zellen nach 8 bis 10 Tagen in Monokultur auf
Filtermembranen beschrieben (Fuchs et al., 2003). Fuchs und Mitarbeiter wiesen zusétzlich eine
zeitabhéngige Reduktion der Synthese von proSP-C nach, mit einer maximalen Expression von
proSP-C an Tag 2-4 und einem Verlust der Expression von proSP-C bei einem Grofteil der Zellen
nach 8-tdgiger Kultivierung. Die Dedifferenzierung der ATII zu ATI-dhnlichen Zellen in vitro wird in
vielen Publikationen als ein der Transdifferenzierung der ATII Zellen in vivo vergleichbarer Vorgang
beschrieben (Kawada et al., 1990; Paine et al., 1990; Borok et al., 1995). Der Nachweis von Typ I-
spezifischen Markern Tlo (Williams et al.,, 1996) und RTI40 (Vanderbilt und Dobbs, 1998) auf
dedifferenzierten ATII Zellen im Rattenmodell, weist auf eine Transdifferenzierung zu Typ I-
dhnlichen Zellen in Kultur hin. Bisher wurden in vitro jedoch nie ATI-dhnliche Zellen mit einer
vergleichbaren Grofle und abgeflachten Morphologie wie die der ATI Zellen in vitro erhalten. Daher
fehlt manchen Autoren der eindeutige Beweis fiir einen ATI-Phénotyp der dedifferenzierten ATII
Zellen in Kultur (Wise und Lechner, 2002).

Neuere Studien zeigen eine Zunahme der Expression von Caveolin-1 und die Ausbildung von
Caveolae bei dedifferenzierten ATII Zellen von Ratte und Mensch in serumhaltigem Medium in vitro
(Kasper et al., 1998; Campbell et al., 1999; Fuchs et al., 2003). Da in vivo nur bei ATI Zellen
Caveolae ausgebildet werden, unterstiitzen diese Studien die Theorie der Transdifferenzierung der
ATIl Zellen zu Zellen mit einem ATI-Phénotyp in vitro. Die beschriebene De- bzw. Trans-
differenzierung der hATIl Zellen wird durch serumhaltiges Medium gefordert. Die einzelnen
Faktoren, die diesen raschen Verlust der ATII-spezifischen Marker ausldsen, sind bisher nicht genauer
untersucht.

Serumfreies Medium dagegen dient der Aufrechterhaltung des ATII-Phanotyps (Xu et al., 1998;
Rice et al., 2002). Auch bei den nach eigener Methode isolierten hATII Zellen blieb in serumfreiem
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AEGM die Expression von proSP-C bis zu 9 Tagen in PO erhalten. Serumfreies Medium unterstiitzte
nicht nur die Aufrechterhaltung des ATII Phénotyps in PO, wie fiir ATII Zellen der Ratte (Kawada et
al., 1990; Paine et al., 1990; Rice et al., 2002) und Maus (Rice et al., 2002) bereits gezeigt wurde,
sondern forderte offenbar die Proliferation einer kuboidalen Subpopulation innerhalb der humanen
ATII Zellen.

Wegen des raschen Verlusts phanotypischer Merkmale bei ATII Zellen in Kultur, wurden diese
von den meisten Wissenschaftlern in PO verwendet. Die selbst isolierten, serumfrei kultivierten hATII
Zellen konnten erfolgreich mit Collagenase/EDTA passagiert und weiter kultiviert werden. Da bisher
Eigenschaften von passagierten hATII Zellen nicht untersucht wurden und das Passagieren eine
Vermehrung von Subpopulationen der hATII Zellen oder auch von kontaminierenden Zellen
begiinstigen konnte, wurden die passagierten Zellen als hATII* bezeichnet. Im Verlaufe der Kultur
behielten die passagierten hATII* die Eigenschaft zur Synthese von SP-A und SP-D in AEGM bis zu
27 Tagen in Kultur, verloren jedoch schon in P2 die Expression von TTF-1. Auch die Tight Junction
und Adherens Junction assoziierten Proteine E-Cadherin und ZO-1 waren in P2 nur noch
ungleichméBig an den Zell-Zell-Grenzen lokalisiert. Dieser Verlust zelltypspezifischer Marker weist
auf die Dedifferenzierung der hATII* durch eine Subkultivierung hin. Obwohl der hATII-Phénotyp in
PO durch serumfreies Medium gefordert wurde, konnte nicht alle Eigenschaften von hATII Zellen in
serumfreiem Medium iiber mehrere Passagen beibehalten werden. Besonders fiir die Ausbildung von
Zell-Zell-Kontakten scheint ein Serumzusatz notwendig.

In PO traten kontaminierende Fibroblasten nur vereinzelt auf, vermutlich wurde ihr Wachstum von
parakrinen Faktoren der Epithelzellen wie zum Beispiel Prostaglandin E2 (Pan et al., 2001; Moore et
al., 2003) unterdriickt. Das Passagieren fiihrte zu einem vermehrten Wachstum der kontaminierenden
Fibroblasten. Daher musste versucht werden, eine reinere Population von hATII Zellen zu erhalten.
Eine homogene fibroblastenfreie Population von Epithelzellen wurde durch die immunomagnetische
Separation mit CD44v6-Beads erreicht. Der fiir die Trennung verwandte Antikorper gegen CD44v6
bindet in situ spezifisch an Alveolarepithelzellen vom TypIl bzw. basale Bronchialzellen
mehrschichtiger Bronchien und Bronchiolen (Kasper et al., 1995a; Wimmel et al., 2001). Die CD44v6
isolierten hATII* waren direkt nach der Isolation (in P1) positiv fiir SP-C und TTF-1 (siche Abb. 19,
Seite 77). Die Expression dieser Marker liel jedoch im Verlaufe der Passagen rasch nach.

AuBer dem zelltypspezifischen Vorkommen von CD44v6 in situ konnen Antigene der CD44v-
Gruppe bei migratorischen Epithelzellen in Kultur hochreguliert werden, da CD44 an der
Zelladhdsion, Migration und der Regulation von Zell-Matrix Interaktionen beteiligt ist. Bei der
Embryonalentwicklung der Rattenlunge exprimieren alle bronchialen und alveoldren Epithelzellen
vom Tag 16 bzw. 21 bis zur Geburt CD44v6 (Weber et al., 1996; Fasano et al., 1997), auBerdem wird
die Expression von CD44v6 mit einem epithelialen Stammzelltyp in Verbindung gebracht (Weber et
al.,, 1996; Fasano et al., 1997). Aus diesem Grunde ist nicht auszuschlieBen, dass in vitro eine

Expression von CD44v6 aulier von Typ Il Alveolarepithelzellen auch von anderen respiratorischen
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Epithelzellen gezeigt werden konnte. Das Vorkommen bronchialer Basalzellen im Isolat ist wenig
wahrscheinlich, da die Epithelzellen aus distalem Lungengewebe isoliert wurden. Clarazellen, die als
nicht-zilientragende Zellen den epithelialen Ubergang der respiratorischen Bronchiolen zu den
Alveolen bilden, kénnten jedoch im Zellisolat vorhanden sein. Clarazellen und ATII Zellen besitzen
viele gemeinsame Marker, wie TTF-1, SP-A, SP-B und SP-D, was die Unterscheidung dieser beiden
distalen respiratorischen Epithelzelltypen erschwert. SP-C gilt als ATII spezifisches Surfactantprotein
(Kalina et al., 1992). Bei den CD44v6" Zellen wurde SP-C sowohl mittels Immunfluoreszenz als auch
in der RT-PCR in der ersten Passage eindeutig nachgewiesen. Im Verlaufe der zweiten und dritten
Passagen war SP-C nur bei wenigen Zellen punktiert im Zytoplasma nachweisbar und die mRNA-
Expression dieses ATII spezifischen Surfactantproteins liel ebenfalls deutlich nach, wihrend SP-D
unverdndert stark produziert wurde. Das Vorkommen von zwei gegeniiber Clarazellen fiir hATII
Zellen spezifischen Markern, CD44v6 und SP-C, unterstiitzt die Annahme, dass die CD44v6"
isolierten hATII* humane ATII Zellen sind. AuBerdem war der Nachweis des Clarazell-Proteins
CC-10 an den CD44v6" Zellen mittels Immunfluoreszenz negativ.

Die Trennung mit CD44v6-Beads 16ste das Problem der kontaminierenden Fibroblasten, bedingte
jedoch eine Passage der hATII Zellen, die mit einem Verlust phianotypischer Merkmale der ATII
Zellen einherging. Weitere Merkmale der passagierten CD44v6"™ Zellen deuten darauf hin, dass der
Phinotyp der proliferierenden hATII* Zellen in vitro gegeniiber dem in vivo verdndert ist. Eine
Population der hATII Zellen zeigte in PO eine verstirkte Markierung mit Caveolin-1 und die
Expression von CK14. CK14 und CD44v6 sind in situ als Marker fiir Basalzellen der Bronchien
bekannt. Dies legt die Vermutung nahe, dass sich im Isolat vereinzelt vorkommende bronchiale
Basalzellen in serumfreiem AEGM Medium im Verlaufe der weiteren Passagen und der Beads-
Trennung durchsetzen. Dagegen spricht der positive Nachweis von Markern von hATII Zellen, wie
TTF-1, SP-C und SP-D, bei den CD44v6 isolierten Zellen in P1. Die Expression von CK 14 kdnnte im
Zusammenhang mit einem regenerativen Phénotyp von hATII Zellen stehen, da die CK 14 positiven
Zellen in vitro auch proliferativ aktiv waren (Ki67 positiv). Bei der Regeneration von trachealem
Epithel der Ratte nach mechanischer Verletzung in vivo wurden undifferenzierte Zellen mit einer
positiven CK 14 Expression beschrieben (Shimizu et al., 1994). Auch in Alveolarepithel kommen
CK 14 positive Zellen nach Schiadigung der Lunge vor. So wurden in vivo bei einer speziellen Form
der pulmonalen Fibrose, der idiopathischen pulmonalen Fibrose (IPF), kuboidale metaplastische
Zellen mit CK 14 Expression in den Alveolen gefunden, von denen man annahm, das sie von
Basalzellen abstammten (Iyonaga et al., 1997). Diese CK 14 positiven Zellen im Alveolarepithel bei
IPF konnten nach den in vitro Befunden auch aus einer proliferativ aktiven Subpopulation von hATII
Zellen stammen, die CK 14 exprimiert. Auch andere Arbeitsgruppen berichten von einer
Subpopulation der Alveolarepithelzellen mit mdglichem Stammzellcharakter, die einen Anteil von ca.

5% der Alveolarepithelzellen ausmacht (Driscoll et al., 2000). Diese Zellen exprimieren Telomerase
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und sind relativ resistent gegeniiber einer durch Hyperoxie ausgeldsten Apoptose (Driscoll et al.,
2000).

Um den hATII-Ursprung der CD44v6" isolierten Zellen nachzuweisen, wurde versucht eine
Redifferenzierung der proliferierenden Zellen zu induzieren. Daher wurde der Einfluss von Serum, der
Ko-Kultur mit Endothelzellen und physiologischer Stimuli, wie z.B. des Glukokortikoids

Dexamethason, auf die Differenzierung der CD44v6"™ hATII* in Kultur genauer untersucht.

4.2 Einfluss von Dexamethason und Serum auf die CD44v6 positiven Zellen

Ein Verlust phénotypischer Merkmale von ATII Zellen innerhalb von wenigen Tagen in Kultur
wurde von vielen Gruppen beschrieben (Shannon et al., 1987; Bingle et al., 1990). Dabei konnte der
ATII Phanotyp in vitro durch Variation der Kulturbedingungen, wie Air-Lift Kultur oder Liquid-Air
interface (Gueven et al., 1996; Dobbs et al., 1997), Kultivierung auf schwimmenden Kollagengelen
(Shannon et al., 1992; Danto et al., 1995) auf Laminin (Rannels et al., 1989; Sannes et al., 1998) oder
komplexer extrazelluldrer Matrix (Plazentamembran oder MDCK-Matrix) (Alcorn et al., 1997) und
durch Medienzusitze wie cAMP und Dexamethason (Gonzales et al., 2002) erhalten werden. In allen
genannten Fillen wurde jedoch im Unterschied zur der in dieser Arbeit verwendeten Methode mit
Zellen in PO oder fotalen ATII Zellen gearbeitet.

Die Forderung der Proliferation der hATII Zellen und die durch die Trennung mit CD44v6-Beads
notwendige Passage der Primirisolate fiihrte zu einem proliferierenden, wenig differenzierten
Phénotyp der hATII*. Der Riickgang der SP-C-Expression, als charakteristischem phéinotypischen
Marker fiir ATII Zellen, die nur noch partiell vorhandene Expression von Proteinen, die mit Adherens
Junctions und Tight Junctions assoziiert sind, und die unzureichende Ausbildung zelluldrer Kontakte,
deuteten auf eine unzureichende Differenzierung der hATII* Zellen unter den bisher gewahlten
Kulturbedingungen hin. Daher konnte fiir die passagierten CD44v6" hATII* Zellen wegen des raschen
Verlusts phénotypischer Merkmale der hATII-Ursprung nicht eindeutig nachgewiesen werden. Aus
diesem Grunde wurde angestrebt, durch Variation der Kulturbedingungen eine Redifferenzierung der
proliferierenden hATI* zu induzieren. Dazu wurde der Einfluss von Serum auf die
Transdifferenzierung zu ATI-dhnlichen Zellen sowie der Einfluss Glukokortikoids Dexamethason auf
die Aufrechterhaltung des ATII-Phénotyps mittels Transmissionselektronenmikroskopie morpho-
logisch untersucht.

Wihrend hATII* in P1 dem fiir hATII Zellen in PO beschriebenen, rundlich kuboidalen
morphologischen Phénotyp mit apikalen kurzen Mikrovilli und vielen eher apikal gelegenen Lamellar
Bodies entsprachen, besaBen hATII* in P2 eher basolateral gelegene vakuolenartige Strukturen mit
Resten von lamelldren Membranen. Auflerdem wurden in P2 in serumfreiem Medium, korrelierend zu
der vereinzelten Markierung von ZO-1 und E-Cadherin, wenig Zell-Zell-Kontakte zwischen den
benachbarten hATII* Zellen ausgebildet.

Nach Zugabe von 1 pM Dexamethason bildeten die CD44v6™ hATII* in P2, unabhingig vom

Serumzusatz, kuboidale Monolayer, wihrend sie ohne Dexamethason 2- bis 3-schichtige Zell-Layer
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ausbildeten. Mit Dexamethason waren auflerdem zahlreiche perinukledre vakuolenartige Strukturen,
die mit lamelldiren Membranen oder Lipidtropfchen gefiillt waren, und Multivesikuldre Bodies
nachweisbar. Obwohl die Multivesikuldren Bodies die fiir Clarazellen charakteristischen Organellen
sind, kommen sie ebenfalls vermehrt bei der Neusynthese von SP-B in ATII Zellen vor (Brasch et al.,
2004), was auf eine beginnende Redifferenzierung der hATII* hinweist. Die Zugabe von 1 puM
Dexamethason zu den CD44v6™ hATII* in P2 forderte nach den morphologischen Befunden den
hATII Phénotyp dieser Zellen.

Mit zunehmendem Serumgehalt im Medium verringerte sich die Lénge der apikalen Mikrovilli.
Mit 5% FKS waren zwar flacher ausgestreckte Zellen als in serumfreiem Medium nachweisbar, die
Zellen enthielten aber noch zahlreiche vakuolenartige Strukturen. Eine Transdifferenzierung zu ATI-
dhnlichen Zellen mit Caveolae-Strukturen, wie bei Fuchs und Mitarbeitern in SAGM mit 1% FKS in
PO gezeigt wurde (Fuchs et al., 2003), konnte jedoch fiir ATII* in P2 in AEGM mit 1% und 5% FKS
nicht nachgewiesen werden. Ahnlich den passagierten hATII* Zellen konnte auch bei der
Subkultivierung passagierter Bronchialepithelzellen keine Transdifferenzierung mehr beobachtet
werden (Wise und Lechner, 2002).

Trotz Zugabe von Dexamethason und Serum war die Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten
zwischen den benachbarten CD44v6"™ hATII* in P2 wenig ausgeprigt. Scheinbar sind auBer FKS und
Dexamethason weitere Faktoren notwendig, damit CD44v6™ hATII* in zweiter Passage eine
funktionelle Barriere ausbilden. Verschiedener Faktoren, wie Molekiile der extrazelluliren Matrix
(Adamson et al., 1997; Alcorn et al., 1997), Wachstumsfaktoren wie keratinocyte growth factor
(Shannon et al., 2001; Mason et al., 2002) oder auch die Ko-Kultur mit benachbarten Zelltypen spielen
hier eine Rolle. Ein positiver Effekt auf die Differenzierung zum ATII-Phénotyp wurde bei ATII
Zellen der Ratte durch die Ko-Kultivierung mit Fibroblasten beschrieben (Matsui et al., 1999;
Sanchez-Esteban et al.,, 2001; Shannon et al., 2001). Bei Endothelzellen konnte durch die Ko-
Kultivierung mit glatten Muskelzellen eine dichtere Barriere induziert werden (Kurzen et al., 2002). In
dieser Arbeit durchgefiihrte Studien zum Einfluss von Endothelzellen auf die Ausbildung eines

dichten Layers von CD44v6 " hATII* werden in Kapitel 3.11 beschrieben und in Kapitel 4.8 diskutiert.

4.3 Charakterisierung der endothelialen und epithelialen Zell-Linien in Ko-
Kulturmedium

Fiir eine erfolgreiche Ko-Kultur wurden die phéanotypischen Eigenschaften der Endothelzell- und
Epithelzell-Linien in einem gemeinsames Ko-Kulturmedium untersucht. Da HPMEC wie die
endotheliale Zell-Linie ISO-HAS-1 wachstumsfaktorabhingig wachsen, musste ein geeigneter
Wachstumsfaktor fiir die Ko-Kultivierung mit pulmonalen Epithelzellen gefunden werden. Mit bFGF
wurde ein Wachstumsfaktor ausgewdhlt, der sowohl auf die Proliferation als auch auf die
Differenzierung beider Zelltypen, Endothelzellen und Epithelzellen, Einfluss zu haben scheint. bFGF
kommt in alveoldren und vaskuldren Basalmembranen der sich entwickelnden Lunge vor (Sannes et

al., 1992). Weiterhin hat der Wachstumsfaktor bFGF eine positive Wirkung auf die Differenzierung
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von A549 Zellen, indem er die Expression von SP-A steigert (Speirs et al., 1991) und die Bildung von
endogener Alkalischer Phosphatase in A549 induziert (McCormick et al., 1995).

ISO-HAS-1 zeigten im Ko-Kulturmedium mit bFGF im Vergleich zu primér isolierten pulmonalen
mikrovaskuldren Endothelzellen (HPMEC) alle untersuchten Marker von Endothelzellen, wie vWF,
PECAM-1, VE-Cadherin, Caveolin-1 und die Ausbildung von Caveolae. Auch das Expressionsmuster
von ICAM-1 und E-Selektin nach Stimulation mit proinflammatorischen Zytokinen dhnelte dem der
HPMEUC (siehe auch Kap. 3.6). In Hinblick auf die untersuchten endothelialen Marker ist ISO-HAS-1
als mikrovaskulére Zell-Linie fiir das Ko-Kulturmodell geeignet.

Als epitheliale Zell-Linien wurden A549, NCI H441 und NCI H820 auf Eigenschaften von Typ II
Alveolarepithelzellen untersucht. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen von Winton und Mitarbeiter
(Winton et al., 1998), die A549 in DMEM mit 10% hitzeinaktiviertem FKS auf Matrigel-beschichteten
Membraneinsidtzen (Transwell) kultivieren, zeigte die AS549 Zell-Linie eine schwache
immunzytochemische Markierung fiir E-Cadherin. Desweiteren war die perijunktionale Markierung
von ZO-1 bei A549 iibereinstimmend mit eigenen Experimenten fragmentiert und erreichte nie eine
kontinuierliche ringférmige Auspridgung. Eine solch ringformige Expression von ZO-1 an den
apikalen Zellgrenzen konnte dagegen bei den Zell-Linien NCI H441 und NCI H820 gezeigt werden.
Wegen des Fehlens funktioneller Tight Junctions folgerten Winton und Mitarbeiter (Winton et al.,
1998) den Ausschluss der Zell-Linie A549 fiir Permeationsstudien. Der Einsatz von A549 fiir
Fragestellungen, bei denen ein dichter Epithelzell-Layer eine untergeordnete Rolle spielt, ist weiterhin
durchaus interessant, da die A549 Zellen die bisher am besten charakterisierten Zellen mit
Eigenschaften von hATII Zellen sind. Sie zeigten immunzytochemisch eine Expression aller vier
Surfactantproteine, es konnte jedoch keine nukledre Expression von TTF-1 nachgewiesen werden.
Eine fehlende oder geringe Expression klassischer epithelialer Marker wie E-Cadherin und ZO-1
sowie die geringe Aktivitit von Alkalischer Phosphatase als Marker von Typ II Alveolarepithelzellen
bei A549 deuten auf eine geringe Differenzierung dieser Zell-Linie in Kultur hin. Diese geringe
Differenzierung von A549 wurde auch von anderen Autoren beschrieben (Godfrey, 1997; Krensel und
Lichtner, 1999). Verschiedene Faktoren beeinflussen die Differenzierung von A549 Zellen in Kultur.
So zeigten Yevdokimova und Freshney (Yevdokimova und Freshney, 1997), die die Aktivitit der
endogenen Alkalischen Phosphatase als Differenzierungsmarker fiir A549 einsetzten, einen Einfluss
von Heparansulfatproteoglycanen (HSPG's), einem Bestandteil der extrazelluldren Matrix, auf die
Aktivitdt der Alkalischen Phosphatase. AuBer der extrazelluldren Matrix, die einen wichtigen
Regulator der zelluldren Polaritdt, der Differenzierung, des Wachstums sowie der Apoptose und
Genexpression von Epithelzellen darstellt (Hagios et al., 1998), konnen parakrine Faktoren, wie
Wachstumsfaktoren und Hormone oder auch die Ko-Kultivierung mit benachbarten Zellen, die
zelluldre Differenzierung beeinflussen. Daher wurden A549, trotz unzureichender Differenzierung in

der Monokultur, fiir spatere Ko-Kulturexperimente eingesetzt.
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NCI H441 und NCI H820 waren, auB3er fiir E-Cadherin und ZO-1 als Marker epithelialer Zell-Zell-
Kontakte, fiir alle untersuchten Marker humaner Alveolarepithelzellen vom Typll, wie
Surfactantproteine, TTF-1, Lamellar Bodies und CD44v6 positiv. NCI H441 zeigten jedoch mit der
Expression von CC-10 und der Ausbildung multivesikuldrer Korperchen (multivesicular bodies =
MVB) auch Eigenschaften von Clarazellen. Ubereinstimmend mit den eigenen morphologischen
Ergebnissen beschrieb eine frithere Studie eine sowohl Clarazell- als auch hATII-dhnliche
Ultrastruktur von NCI H441 (Gazdar et al.,, 1990). In der Literatur werden NCI H441 cher als
Clarazell-dhnlich beschrieben (Nord et al., 1998; Cassel et al.,, 2000; Kulaksiz et al., 2002), der
positive Nachweis des ATII-spezifischen Markers SP-C mittels Immunfluoreszenz und RT-PCR bei
NCI H441, besonders bei Zugabe von Dexamethason zum Kulturmedium (siehe Kap. 3.4.3.3),
unterstreicht jedoch die ebenfalls vorhandene Ahnlichkeit dieser Zell-Linie mit hATII Zellen.

Die Zell-Linie NCI H820 wurde bisher wenig beschrieben. Sie gilt als in Suspensionskultur
wachsende Zell-Linie mit hATII-dhnlicher Ultrastruktur (Gazdar et al., 1990). Durch den Einsatz
Kollagen Typ I-beschichteter Kulturoberflichen gelang es, adhirent wachsende NCI H820 zu
kultivieren. Wie fiir die Suspensionskultur beschrieben (Gazdar et al., 1990; Whitsett et al., 1992),
zeigten auch diese adhirent wachsenden NCI H820 in serumfreiem Medium (DHSF) viele Lamellar
Bodies und die Expression von SP-A, SP-B, SP-C, SP-D und TTF-1. In serumhaltigem Medium war
mittels Immunfluoreszenz die Markierung der Surfactantproteine SP-A, SP-B und SP-C gegeniiber der
Kultivierung in serumfreiem Medium reduziert. Dieses Verhalten erinnert an eine Dedifferenzierung
von primér isolierten hATII Zellen in serumhaltigem Medium. Ob NCI H820 nur ATII-Marker
verlieren oder auch ATI-Marker entwickeln, also transdifferenzieren, miisste in weiteren Studien
durch den morphologischen Nachweis von Caveolae oder ATI-Markern wie RAGE gezeigt werden.
Sowohl in DHSF als auch in serumhaltigem Ko-Kulturmedium bildeten NCI H820 als adhirent
wachsende Monolayer gut ausgeprigte Zell-Zell-Kontakte aus. Eine Ausbildung von Tight und
Adherens Junctions ist bisher fiir NCI H820 von anderen Arbeitsgruppen nicht beschrieben worden.
4.4 Einfluss von Dexamethason auf die Eigenschaften von A549, NCI H441

und NCI H820

Dexamethason spielt eine Rolle bei der parakrinen Kontrolle der zelluldren Differenzierung von
Lungenepithelzellen. So konnte der Einsatz von Dexamethason in konditioniertem Medium bei A549
eine Steigerung der Aktivitit der Alkalischen Phosphatase hervorrufen (Yevdokimova und Freshney,
1997). AuBlerdem forderte serumfreies Medium mit Dexamethason und cAMP die Erhaltung des ATII
Phénotyps bei humanen fotalen ATII Zellen (Gonzales et al., 2002) und aus Ratten isolierten ATII
Zellen (Bates et al., 2002). Fiir die Zell-Linie NCI H441 ist ein weiterer Effekt von Dexamethason
bekannt, nédmlich die Hochregulierung der a- und B-Untereinheit des epithelialen Natrium-Kanals
ENaC (Sayegh et al., 1999; Dagenais et al., 2001; Itani et al., 2002; Ramminger et al., 2004).

Bei A549 (Greenberg et al., 2002) und alveolaren Epithelzellen (Corroyer et al., 1997) hatte

Dexamethason eine hemmende Wirkung auf die Proliferation. Von den untersuchten epithelialen Zell-
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Linien wuchsen nur NCI H820 Zellen im Ko-Kulturmedium kontaktinhibiert mit Zellzahlen von
maximal 1,5 x 10° Zellen/cm” bei einer Kulturdauer von 14 Tagen. Die Zell-Linie NCI H441 erreichte
nach 14 Tagen Zellzahlen von 4,42 x 10° Zellen/cm”. Durch Zugabe von 1 pM Dexamethason zum
Kulturmedium wurde eine Inhibition des Wachstums der NCI H441 mit Zellzahlen von 1,5-2 x 10°
Zellen/cm” bei einer Kulturdauer von 14 Tagen erreicht.

Dexamethason beeinflusst weiterhin die Freisetzung von Wachstumsfaktoren und die Produktion
von Surfactant Proteinen. So konnte die Expression von SP-A (Boggaram et al., 1989), SP-B und
SP-C (Venkatesh et al., 1993) in humaner fétaler Lunge durch Dexamethason erhoht werden. Bei den
Zell-Linien A549 und NCI H441 wurde die SP-C Expression gesteigert, wie mittels PCR gezeigt
werden konnte (siche Abb. 34, Seite 95). Die fiir die Zell-Linie NCI H820 gezeigte Induktion der
Synthese von SP-A, SP-B und SP-C mRNA durch Konzentrationen von 10 - 107 M Dexamethason
in serumfreiem Medium (Gazdar et al., 1990) konnte jedoch in eigenen Versuchen nach Behandlung
mit 1 uM Dexamethason mittels RT-PCR nicht gezeigt werden. Bei ATII aus humaner fotaler Lunge
war die Erhohung von SP-A konzentrationsabhingig. So konnte Dexamethason von 107’ M bis 10° M
die Expression von SP-A stimulieren, 107 M (0,1 pM) Dexamethason hemmte jedoch die mRNA
Level von SP-A (Boggaram et al., 1989). Die fehlende Induktion der SP-C mRNA bei NCI H820
konnte demnach ebenfalls einem Konzentrationseffekt von Dexamethason zugrunde liegen. AuBBer der
Induktion der Sunthese von Surfactantproteinen reduziert Dexamethason die Freisetzung von VEGF
bei NCI H441 und NCI H820 (siche Abb. 33, S. 94).

AuBler den genannten spezifischen Effekten auf respiratorische Epithelzellen hat Dexamethason
eine allgemeine anti-inflammatorische, immunsuppressive Wirkung. Dieser Effekt beruht auf einem
transkriptionshemmenden Effekt des durch Dexamethason aktivierten humanen Glukokortikoid-
rezeptors (hGR). Der Glukokortikoidrezeptor bindet an den Transkriptionsfaktor NF-kB, der durch
inflammatorische Stimuli wie Zytokine, Phorbolester, bakterielles LPS oder verschiedene Stressoren,
wie H,O, und UV-Strahlung aktiviert wird, und hemmt wiederum dessen Bindung an die
regulatorischen Sequenzen seiner Zielgene. Der Vergleich der stimulationsinduzierten Freisetzung von
Zytokinen bei unbehandelten und mit 1 uM Dexamethason behandelten NCI H441 und NCI H820
zeigte, dass nach Dexamethason-Behandlung die Zytokine in geringerer Menge ausgeschiittet wurden,
wobei besonders die TNF-o stimulierte Zytokinfreisetzung auf ca. 1/3-1/5 reduziert war (siche
Kap.3.5.2). Durch die Behandlung mit 1 uM Dexamethason blieb jedoch die Sekretion von keinem
der untersuchten Zytokine nach Stimulation ganz aus.

Die positiven Effekte auf die Proliferation und die Surfactantproduktion der NCI H441, die
reduzierte VEGF-Freisetzung bei NCI H441 und NCI H820 sowie die Ausbildung funktioneller Tight
Junctions, die auch fiir Mamma-Epithelzellen (Buse et al., 1995) beschrieben ist, machten
Dexamethason zu einem wichtigen parakrinen Faktor fiir die Differenzierung der epithelialen und

endothelialen Zellen in dem zu etablierenden Ko-Kulturmodell.
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4.5 Vergleichende Untersuchung der Epithelzellen in Mono-Kultur: CAM-
Expression und Freisetzung sekundarer inflammatorischer Mediatoren

Die meisten Studien zur CAM und Zytokin-Expression humaner ATII Zellen sind an der Zell-Linie
A549 durchgefiihrt worden oder an ATII Zellen der Ratte untersucht. An primér isolierten hATII
Zellen sind bisher wenige Studien zu deren inflammatorischen Verhalten durchgefiihrt worden

(Cunningham und Kirby, 1995; Pechkovsky et al., 2000; Rosseau et al., 2000).

Inflammatorische Mediatoren von A549 Zellen im Vergleich zu primér isolierten ATII

Die fiir A549 durch Stimulation mit TNF-o und IL-18 gezeigte Expression von ICAM-1, IL-8,
IL-6, MCP-1 und RANTES (Rosseau et al., 2000) konnte in unseren Experimenten bestétigt werden.
Eine 10fache Steigerung ICAM-1 Expression nach einer Stimulation von A549 Zellen mit 10 ng/ml
TNF-a fiir 24 h (Burke-Gaffney und Hellewell, 1996) war vergleichbar mit eigenen Ergebnissen. Im
CAM-EIA konnte fiir A549 keine signifikante VCAM-1 Expression nachgewiesen werden, wéhrend
eine Expression von VCAM-1 mRNA durch Stimulation mit TNF-a (6h) mittels RT-PCR gezeigt
wurde. Zur Expression von VCAM-1 bei Alveolarepithelzellen gibt es derzeit wenige Studien. Eine
mogliche VCAM-1 Expression wird kontrovers diskutiert und ist bisher nur fiir Zellkulturen
beschrieben. A549 zeigten in unseren Experimenten deutliche Unterschiede zu primér isolierten hATII
Zellen in Kultur und zu den Zell-Linien NCI H441 und NCI H820, bei denen keine Induktion von
VCAM-1 durch Stimulation mit den ,.early response” Zytokinen TNF-o (300 U/ml) und IL-18
(100 U/ml) induziert wurde. Diese Befunde stimmen mit anderen Studien iiberein, bei denen VCAM-1
bei A549 durch TNF-o (Rosseau et al., 2000) und Toxine (Pelletier et al., 2002) induziert wurde,
wihrend isolierte humane Alveolarepithelzellen vom Typ II weder basal (Cunningham und Kirby,
1995) noch nach Stimulation mit TNF-o eine VCAM-1-Expression zeigten (Rosseau et al., 2000).

Bei hATII Zellen in zweiter Passage (P2) und hATII Zellen (P0) nach 8 Tagen in Ko-Kultur mit
HPMEC (siehe Kap. 3.12.3.3) wurden weder VCAM-1 bzw. sVCAM-1 noch RANTES nach
Stimulation mit TNF-a (300 U/ml) nachgewiesen. Entgegen eigenen FErgebnissen wurde bei
transdifferenzierten humanen Typ I-dhnlichen Alveolarepithelzellen (Rosseau et al., 2000) sowie in 2
von 6 Isolaten von 3-4 Tage alten humanen ATII Zellen in PO (Witherden et al., 2004) eine geringe
basale Expression von RANTES beschrieben. Da RANTES nur in einigen hATII Isolaten nachweisbar
war, wurde von Witherden und Mitarbeitern angenommen, dass RANTES bei normaler
Lungenhomoostase in hATII Zellen nicht vorkommt (Witherden et al., 2004). AuBlerdem wurden die
von Witherden und Mitarbeitern isolierten hATII Zellen direkt nach Isolation fiir Versuche eingesetzt
und nicht weiter aufgereinigt. Hier kdnnten schon wenige im Isolat vorkommende kontaminierende
Bronchialepithelzellen oder auch Endothelzellen fiir die gemessene Freisetzung von RANTES
verantwortlich sein.

Eine Freisetzung von RANTES wird innerhalb der pulmonalen Epithelzellen eher von bronchialen
Epithelzellen gezeigt (Stellato et al., 1995; Matsukura et al., 1998). Obwohl die Zell-Linie A549

allgemein als ATII dhnliche Zell-Linie eingesetzt wird, weisen immer mehr Publikationen darauf hin,
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dass A549 Zellen biochemische Eigenschaften besitzen, die eher einem bronchialen Phénotyp und
weniger den Charakteristika humaner Alveolarepithelzellen vom Typ Il entsprechen (Mason und
Williams, 1980; Balis et al., 1984; Dempo et al., 1987; Berger et al., 1999; Pechkovsky et al., 2000;
Pechkovsky et al., 2002). Nach eigenen Ergebnissen fiir hATII Zellen in zweiter Passage (P2) und
primir isolierten hATII Zellen (P0) nach 8 Tagen in Ko-Kultur mit HPMEC (siehe Kap. 3.12.3.3) sind
VCAM-1 und RANTES keine von hATII Zellen produzierten inflammatorischen Mediatoren. Die
Freisetzung von RANTES bei A549 weist daher ebenfalls auf einen eher bronchialen Phinotyp der
A549 hin.

Inflammatorische Mediatoren bei NCI H441

Gegeniiber A549 weist die Zell-Linie NCI H441 eher den hATII* Zellen dhnliche als dem
bronchialen Phéanotyp dhnliche immunmodulatorische Eigenschaften auf. Im Gegensatz zu primiren
hATII Zellen lieBen sich NCI H441 jedoch nicht mit IL-1B einer Konzentration von 100 U/ml
stimulieren. Diese Konzentration von IL-18 hatte ebenfalls bei nur 3 von 7 Spendern einen
stimulierende Effekt auf die ICAM-1-Expression von CD44v6" hATII* Zellen. Daher kénnte eine zur
Stimulation noch nicht optimale Konzentration des Zytokins oder auch eine individuelle Sensibilitét
auf eine Stimulation mit IL-1B der Grund fiir die fehlende Reaktion der Zell-Linie NCI H441 auf
IL-18 sein. Dazu sind derzeit keine Untersuchungen publiziert. Diese Fragestellung miisste mit
verschiedenen Konzentrationen von IL-18 in weiteren Versuchen untersucht werden. TNF-a in einer
Konzentration von 300 U/ml loste die Freisetzung der sekundiren inflammatorischen Mediatoren IL-8
und MCP-1 bei NCI H441 aus. Die basale Freisetzung von IL-6 wurde jedoch nicht durch 300 U/ml
TNF-o gesteigert.

Inflammatorische Mediatoren bei NCI H820

Im Unterschied zu den selbst isolierten CD44v6" hATII* in P2, die nach Stimulation nur wenig
MCP-1 freisetzten, wurde die Freisetzung des CC-Chemokins MCP-1 bei NCI H820 deutlich durch
TNF-a, LPS und IL-18 hochreguliert. Auch bei ATII Zellen der Ratte, die auf Filtermembranen einen
dichten Monolayer bildeten, konnte eine apikale Sekretion von MCP-1 nach Stimulation mit IL-10
und LPS mittels ELISA gemessen werden (Paine et al., 1993). Die im Rahmen der vergleichenden
Studien in P2 eingesetzten hATII* Zellen konnten, auBler einer reduzierten Expression von SP-C,
weitere biochemische Eigenschaften im Verlaufe der Kultivierung verloren haben. So zeigten in einer
neueren Studie 3-4 Tage alte primér isolierte hATII Zellen in PO (Witherden et al., 2004) nach
Stimulation mit einem Zytomix aus E.coli LPS (10pg/ml), IFN-y (100 U/ml), IL-18 (10 ng/ml) und
TNF-a (10 ng/ml) ebenfalls eine Freisetzung von MCP-1, die deutlich héher war als die der CD44v6"
hATII* in P2. Witherden und Mitarbeiter (Witherden et al., 2004), die ihre primér isolierten hATII
Zellen in PO dhnlich eigenen Experimenten auf Kollagen Typ I-beschichteten 96-Well Platten
kultivierten, fanden eine basale Expression von MCP-1 bei im Mittel 2850 pg/ml (790-4710, n=6) und
9940 pg/ml (6530-15750 pg/ml) nach Stimulation fiir 24h. In diese Hohe wurde MCP-1 nur durch
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Stimulation mit IL-18 bei den Zell-Linien A549 und NCI H820 produziert. Die CD44v6" hATII* in P2
produzierten nur eine maximale Menge von 476+142 pg/ml (=149+44 pg/cm®) MCP-1 nach
Stimulation mit IL-18. Sollte MCP-1 einen wichtigen chemotaktischen Faktor der hATII Zellen bzw.
der hATI-dhnlichen Zellen zur Anlockung mononukledrer Zellen darstellen, so kommt die Zell-Linie
NCI H820 in der Freisetzung der untersuchten sekunddren Immunmediatoren dem hATII bzw. einem
hATI-dhnlichen Phianotyp am néchsten.

NCI H820 scheinen in vielen Eigenschaften mit primér isolierten hATII Zellen bzw. zu hATI-
dhnlichen Zellen transdifferenzierten hATII Zellen iibereinzustimmen. Fiir die primér isolierten hATII
Zellen miisste der Phéanotyp zeitlich noch genauer definiert werden, um die Freisetzung sekundérer
inflammatorischer Mediatoren exakt einem hATII- oder hATI-Phidnotyp zuordnen zu konnen. Das
Vorkommen intermedidrer Formen von hATII und hATI-dhnlichen Zellen erschwert die genaue
Zuordnung einer Zytokinfreisetzung zu einem bestimmten Phénotyp der alveoldren Epithelzellen.
Vielleicht wire dazu eine in vivo Studie aufschlussreicher, da in situ differenzierte hATII und hATI

Zellen eindeutig morphologisch lokalisiert werden konnten.

ICAM-1 als inflammatorischer Mediator und Differenzierungsmarker fur ATI Zellen

Die Synthese des Zelladhédsionsmolekiils ICAM-1 wird fiir hATII und hATI Zellen kontrovers
diskutiert. In normalem nicht entziindlichem Lungengewebe wird ICAM-1 auf der apikalen
Oberfliche von TypI Alveolarepithelzellen exprimiert, auf der Zelloberfliche von Typ II
Alveolarepithelzellen ist wenig oder kein ICAM-1 nachweisbar (Kang et al., 1993; Burns et al., 1994;
Kasper et al.,, 1995b; Feuerhake et al., 1998b). In vitro Studien an Primérkulturen von
Alveolarepithelzellen der Ratte wiesen darauf hin, dass eine hohe ICAM-1 Expression die
Haupteigenschaft des Phinotyps von Typ I Alveolarepithelzellen darstellt. Kulturbedingungen, die
eine Ausbildung des ATI-dhnlichen Phéinotyps fordern, steigern die Expression von ICAM-1,
demgegeniiber unterdriicken Kulturbedingungen, die den zelluldren Phénotyp in Richtung ATII Zelle
begiinstigen, die ICAM-1 Expression (Christensen et al., 1993; Paine et al., 1994). Ubereinstimmend
mit diesen Ergebnissen wurde in eigenen Experimenten die basale Expression von ICAM-1 bei ATII*
durch Zugabe von Serum zum Medium gesteigert, eine Kulturbedingung die die Ausbildung eines
ATI-dhnlichen Phénotyps fordert.

Sowohl in vivo als auch in vitro Studien zeigten bei ATI Zellen eine geringe Verdnderung der
ICAM-1 Expression nach inflammatorischer Stimulation, wihrend diese auf ATII Zellen rasch
induziert wurde (Kang et al., 1993; Burns et al., 1994; Barton et al., 1995). Die Funktion dieser
konstitutiven ICAM-1 Expression bei Alveolarepithelzellen vom Typl wurde bisher noch nicht
untersucht, wahrscheinlich wird die Beweglichkeit und Aktivitit der Phagozyten im Alveolarlumen
unterstiitzt (Barton et al., 1995; Cunningham und Kirby, 1995). Eine Expression von ICAM-1 wurde
ebenfalls an frisch isolierten humanen ATII und in Kultur nachgewiesen (Cunningham und Kirby,
1995). In dieser Studie konnte das proinflammatorische Zytokin Interferon-gamma (IFN-y) ICAM-1

hochregulieren, wéhrend TNF-a und IL-18 nur geringen Einfluss auf die Expression dieser
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Oberflichenmolekiile bei hATII Zellen zeigten (Cunningham und Kirby, 1995). Ubereinstimmend mit
der genannten Studie wurde in eigenen Experimenten eine geringe basale Expression von ICAM-1 bei
serumfrei kultivierten hATII* in P2 nachgewiesen. Sie lieB sich jedoch im Gegensatz zur Studie von
Cunningham und Mitarbeitern (Cunningham und Kirby, 1995) bei allen untersuchten hATII* Isolaten
mit TNF-a und bei der Hélfte der Isolate mit IL-1B signifikant steigern. Auch im Maus- und
Rattenmodell wurde eine positive Stimulation der ICAM-1 Expression durch TNF-a und IFN-y in

vivo (Kang et al., 1996) und in vitro (Barton et al., 1995) nachgewiesen.

Erhohte ICAM-1 Expression bei Zell-Linien

Bei Adenokarzinomen der Lunge wird héufig eine erhdhte Expression von ICAM-1 beobachtet
(Jiang et al., 1998), wie sie auch bei NCI H441 und NCI H820 gezeigt wurde. Diese erhohte
Expression von ICAM-1 in pulmonalen Adenokarzinomen mag eine unterstiitzende Funktion bei der
Bindung LFA-1 (Lymphozytenfunktion-Antigen-1)-tragender Lymphozyten wahrnehmen und
moglicherweise einen Einfluss auf die verringerte Verletzbarkeit der Tumorzellen und nachfolgende

Abwehrmechanismen haben (Jiang et al., 1998).

Zusammenfassend lieB sich zeigen, dass die epitheliale Zell-Linie NCI H441 und NCI H820 im
Hinblick auf die untersuchten sekundidren Immunmediatoren als Epithelzell-Linien fiir das zu
etablierende Ko-Kulturmodell geeignet sind. Bis auf die hohe konstitutive Expression von ICAM-1
und die fehlende Steigerung der IL-6 Sekretion durch TNF-a (300 U/ml) sind NCI H441 den humanen
Alveolarepithelzellen vom Typ II in vielen Eigenschaften dhnlich. IL-18 in einer Konzentration von
100 U/ml konnte NCI H441 Zellen nicht aktivieren, wihrend es bei der epithelialen Zell-Linie
NCI H820 eine gegeniiber der unstimulierten Kontrolle 6-10fach erhohte Freisetzung der sekundiren
Immunmediatoren IL-6, IL-8 und MCP-1 ausldste. Die Sensitivitdt auf eine Stimulation mit IL-13
scheint spenderspezifisch zu sein, da 100 U/ml IL-18 auch nur bei 3 von 7 Spendern einen
stimulierende Effekt auf die CD44v6" hATII* Zellen zeigten.

Unstimulierte A549 Zellen exprimierten kein ICAM-1. Weiter wurden sie durch die eingesetzten
Stimulanzien tibereinstimmend mit der Literatur zur Expression von VCAM-1, IL-6, IL-8, MCP-1 und
RANTES aktiviert (Godding et al., 1995; Pechkovsky et al., 2000; Rosseau et al., 2000; Krakauer,
2002; Lee et al., 2004). Die Expression von VCAM-1 und RANTES, die von CD44v6 hATII* Zellen
und von hATII Zellen der primiren Ko-Kultur (siche Kap. 3.12.3.4) nicht gezeigt wurde, deutet auf
den bronchioldren Charakter der A549 hin und schlieit nach den Ergebnissen dieser Arbeit A549 fiir
immunmodulatorische Studien am ATII-Phénotyp aus.

Die erhohte ICAM-1 Expression der epithelialen Zell-Linien NCI H441 und NCI H820 stellt fiir
das zu etablierende Ko-Kulturmodell der alveolo-kapilldren Einheit nicht zwangsliufig ein Problem
dar, da in normalem nicht entziindlichem Lungengewebe ICAM-1 auf der apikalen Oberfliche von

Typ I Alveoloarepithelzellen exprimiert wird (Kang et al., 1993; Burns et al., 1994; Kasper et al.,
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1995b; Feuerhake et al., 1998b) und somit physiologisch eine erhohte ICAM-1-Expression im

Alveolarlumen vorliegt.

4.6 Vergleichende Untersuchung der Endothelzellen in Mono-Kultur: CAM-
Expression und Freisetzung sekundarer inflammatorischer Mediatoren

Die Anlockung von zirkulierenden Leukozyten zum Ort der Entziindung hingt sowohl von der
Aktivierung der Leukozyten als auch der Aktivierung der Endothelzellen ab. Endothelzellen reagieren
als Antwort auf proinflammatorische Zytokine mit der Expression von ICAM-1, VCAM-1 und
E-Selektin und sekundidren Immunmediatoren, wie IL-6, IL-8, MCP-1 und RANTES. Dabei
unterscheiden sich die sekunddren Immunantworten der Endothelzellen in Abhingigkeit vom Gewebe
und dem GefaBtyp (Petzelbauer et al., 1993; Brown et al., 1994; Garlanda und Dejana, 1997; Goebeler
et al., 1997; Hillyer et al., 2003).

Die mikrovaskuldre Endothelzell-Linie ISO-HAS-1 eignet sich hinsichtlich der Expressionsmuster
von ICAM-1 und E-Selektin als Zell-Linie mit Eigenschaften mikrovaskuldrer Endothelzellen. Die
Expression von VCAM-1 war bei ISO-HAS-1 jedoch wesentlich schwécher als bei HPMEC. Obwohl
eine Expession von VCAM-1 mRNA und deren Erhéhung nach 6-stiindiger Stimulation mit TNF-a
mittels RT-PCR nachgewiesen wurde, wurde mittels Immunmarkierung kaum eine Proteinexpression
gemessen. Auch HPMEC zeigten individuelle Schwankungen in der Hohe der Expression von
VCAM-1. Dies mag mit der Zusammensetzung der HPMEC aus unterschiedlichen Anteilen
arterioldrer, venolédrer und kapilldrer Zellen, die im Gesamten als mikrovaskuldre Zellen bezeichnet
werden, zusammenhéngen. Bei einer histologischen Untersuchung von ARDS-Patienten zeigten die
kapilldren Endothelzellen der Alveolarsepten in situ keine Markierung mit anti-VCAM-1 (Feuerhake
et al., 1998a; Muller et al., 2002), wihrend die pra- und postkapilliren Endothelzellen sowie die
arterioldren und venoldren Endothelzellen deutlich markiert wurden. ISO-HAS-1 konnten demnach,
die Expression von VCAM-1 betreffend, einen eher kapilliren Phénotyp der Mikrovaskulatur
darstellen.

Ahnlich wie bei einer vergleichenden Studie von humanen mikrovaskuliren Endothelzellen der
Lunge mit HUVEC (Beck et al., 1999) induzierten TNF-a, IL-18 und LPS bei den untersuchten
HPMEC die Freisetzung von IL-6, IL-8, MCP-1 und RANTES. Dabei wurden bei HPMEC durch
LPS-Zugabe (1 pg/ml) maximal stimuliert. TNF-a (300 U/ml) 16ste die néchst hohere Freisetzung von
IL-6 und RANTES aus, wihrend IL-18 (100 U/ml) der potentere Stimulator fiir eine Sekretion von
MCP-1 und IL-8 war. Sowohl bei HPMEC als auch bei ISO-HAS-1 wurde durch Stimulation mit
100 U/ml IL-18 kein RANTES freigesetzt.

Stimulierte ISO-HAS-1 und HPMEC zeigten, bis auf die geringe Aktivierung der ISO-HAS-1
durch 100 U/ml IL-186, ein dhnliches Expressionsmuster der Zytokine IL-6 und IL-8. Die Freisetzung
des Chemokins MCP-1 lie sich auch bei ISO-HAS-1 durch 100 U/ml IL-18 deutlich induzieren. Die
von ISO-HAS-1 produzierte Menge an MCP-1 war jedoch wesentlich niedriger als die der primér

isolierten HPMEC, was auf eine noch nicht optimale Konzentration von IL-18 zur maximalen
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Aktivierung der ISO-HAS-1 hinweist. Allgemein reagierten HPMEC mit einer wesentlich hdheren
Freisetzung von Zytokinen als ISO-HAS-1. Die Freisetzung von IL-6 und IL-8 war bei HPMEC nach
24 Stunden gegeniiber ISO-HAS-1 von 2fach bis 6fach erhoht, bei MCP-1 und RANTES lag sie ca.
2fach hoher. Im Hinblick auf die untersuchten sekunddren Immunmediatoren sind ISO-HAS-1 als
mikrovaskuldre Endothelzell-Linie fiir das zu etablierende Ko-Kulturmodell geeignet.
4.7 Etablierung einer funktionellen Barriere: Ko-Kulturen von Epithelzell-
Linien (A549/H441) mit ISO-HAS-1 und HPMEC

Fiir die Ko-Kultur von Alveolarepithelzellen von Typ II und mikrovaskuldre Endothelzellen als
Modell einer distalen respiratorischen Einheit war die Differenzierung der beteiligten Zellen eine
wichtige Voraussetzung. Wie in vivo sollten die beiden Zelltypen in direktem Kontakt stehen und
neben wichtigen zelltypspezifischen Markern einen einschichtigen Zell-Layer (Monolayer) ausbilden.
Ein Kriterium fiir die Differenzierung war der Aufbau einer moglichst intakten Zellschicht von
epithelialen sowie endothelialen Zellen mit ausgeprigten Zell-Zell-Kontakten, die Ausbildung einer
intakten Barriere. Die Ausbildung einer dichten epithelialen Barriere 14sst sich {iber die Messung des
TER-Wertes bestimmen. Der TER-Wert korreliert mit der Integritit der Zell-Zell-Kontakte und
spiegelt sich vermutlich in den ausgebildeten Tight Junction Stringen wieder (Gumbiner, 1987; Stuart
und Nigam, 1995; Schneeberger und Lynch, 2004). Da in Primérkultur die De- bzw.
Transdifferenzierung der hATII Zellen bereits nach wenigen Tagen in serumhaltigem Medium
beginnt, ist es zeitlich schwer zu definieren, ab wann sich die Kultur von hATII Zellen zu einer
Mischkultur von hATII und hATI-dhnlichen Zellen veridndert. In vitro wurden fiir 3-4 Tage kultivierte
ATII Zellen der Ratte TER-Werte von 762491 Q x cm® ermittelt (Dagenais et al., 2001). Fiir primir
isolierte humane Typ II Alveoloarepithelzellen, die mehr als 8 Tage kultiviert wurden und teils zu
Typ1 Alveoloarepithelzellen transdifferenzierten, werden TER-Werte von >1000Q x cm’
beschrieben (Elbert et al., 1999; Fuchs et al., 2003). Zu Typ I-dhnlichen Zellen transdifferenzierte
Typ II Alveoloarepithelzellen der Ratte zeigten TER-Werte > 2000 Q x cm® (Kim und Malik, 2003).
Diese Mischkulturen von ATII und hATI-dhnlichen Zellen spiegeln wahrscheinlich die in vivo-
Situation am néchsten wieder, da hier das alveolédre Epithel aus ATII und ATI Zellen besteht. TER-
Werte fiir die alveolo-kapillire Barriere konnen wegen des komplexen Autbaus der Lunge in vivo
nicht ermittelt werden. Die Dichte dieser Einheit kann in vivo nur indirekt {iber den Transport
verschiedenster Molekiile, wie Albumin, Dextranen und Natrium-Fluoreszein, in die Blutbahn
untersucht werden (Bayat et al., 2000a; Bayat et al., 2000b; Welsh et al., 2001; Kim und Malik, 2003;
Mehta et al., 2004). Bisher sind fiir Priméirzellen in Ko-Kultur keine TER-Werte bekannt. Ko-Kulturen
von Endothelzellen mit der Zell-Linie A549, die einen ATII-dhnlichen Phénotyp besitzen, wurden nur
aufgrund des reduzierten Transports von Albumin bzw. Dextranen als intakte Bilayer beschrieben,
TER-Werte wurden nicht gezeigt (Carolan et al., 1997; Birkness et al., 1999; Casale und Carolan,
1999; Hu et al., 2005).
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Einfluss der Ko-Kultur mit Endothelzellen auf den TER-Wert

Die niedrigen TER-Werte (<100 Q x cm?), die in eigenen Experimenten fiir Mono-Kulturen der
ATII-dhnlichen Zell-Linien A459 und NCI H441 ermittelt wurden, wiesen auf eine unzureichende
Differenzierung im Hinblick auf die Ausbildung von Tight Junctions in Kultur hin. Die Zell-Linie
NCI H820, die in serumhaltigem Medium kontaktinhibiert wuchs, bildete dagegen in Mono-Kultur
TER-Werte von 1038+149 Q x cm?, die denen der ATI-dhnlichen Zellen in Mono-Kultur nahe kamen.

Auch die Ko-Kultur der epithelialen Zell-Linie NCI H441 und A549 mit mikrovaskuldren
Endothelzellen (ISO-HAS-1 und HPMEC) fiihrte zu keiner deutlichen Steigerung der TER-Werte bei
A459 und NCI H441. Desweiteren zeigten die Endothelzellen, besonders die ISO-HAS-1, in Ko-
Kultur mit den epithelialen Zell-Linien ein netzartiges Wachstumsmuster. In Mono-Kultur konnte eine
Verschiebung des netzartigen Wachstumsmuster der ISO-HAS-1 zu einer pflastersteinartigen
morphologischen Phénotyp durch Kultivierung in serumfreiem MCDB 131 mit dem Serumersatz ITS"
erreicht werden. In serumfreiem Medium (MCDB 131 mit dem Serumersatz ITS") war in Ko-Kultur
jedoch kein nennenswerter TER-Wert messbar. Das netzartige Wachstumsmuster der Endothelzellen
in Ko-Kultur beruhte wahrscheinlich auf der Freisetzung parakriner Faktoren der Epithelzellen, die

eine angiogene Aktivierung der Epithelzellen induzierten.

Einfluss von Dexamethason auf die Ausbildung differenzierter Monolayer in Ko-Kultur

Wie fiir A549 bereits beschrieben wurde (Koyama et al., 2002), produzierten auch NCI H441 und
NCI H820 Zellen den angiogenen Wachstumsfaktor VEGF (siehe Kap.3.4.3). Dieser parakrine Faktor
konnte fiir die angiogene Aktivierung und das daraus resultierende netzartige Wachstumsmuster der
Endothelzellen in Ko-Kultur verantwortlich sein. Es konnte gezeigt werden, dass das Glukokortikoid
Dexamethason die Expression von VEGF bei NCI H441 und NCI H820 reduziert. Durch Zugabe von
1 uM Dexamethason wurde die Freisetzung von VEGF bei Mono-Kulturen von NCI H441 von
30,8 ng/ml auf 1,99 ng/ml und bei NCI H820 von 2,95 ng/ml auf 1,45 ng/ml reduziert. Damit wurde
ein wichtiger parakriner Faktor, der fiir eine angiogene Aktivierung der Endothelzellen in Ko-Kultur
verantwortlich sein konnte, durch die Zugabe von Dexamethason reduziert.

AuBer der Reduktion der VEGF-Freisetzung zeigt Dexamethason wie fiir A549 (Greenberg et al.,
2002) und alveolare Epithelzellen (Corroyer et al., 1997) bereits gezeigt, in eigenen Experimenten eine
wachstumshemmende Wirkung auf die Zell-Linie NCI H441. Desweiteren wirkten Glukokortikoide
positiv auf die Differenzierung fotaler Alveolarepithelzellen vom Typ II (Gonzales et al., 2002) und
unterstiitzten die Ausbildung von Tight Junctions bei Mamma-Epithelzellen (Zettl et al., 1992) sowie
bei verschiedenen Endothelzelltypen (Buse et al., 1995; Hoheisel et al., 1998; Underwood et al., 1999;
Antonetti et al., 2002). Daher wurde die Wirkung des Glukokortikoids Dexamethason auf die
Induktion funktioneller Tight Junctions mittels TER-Messung, Immunfluoreszenz und
Elektronenmikroskopie an Mono-Kulturen von A549, NCI H441 und NCI H820 sowie Ko-Kulturen
der drei Epithelzell-Linien mit ISO-HAS-1 und HPMEC {iberpriift.
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A549 zeigten im Hinblick auf die Ausbildung einer funktionellen Barriere keine ausreichende
Differenzierung, wie schon in vorangegangenen Publikationen beschrieben wurde (Godfrey, 1997;
Foster et al., 1998; Winton et al., 1998). Auch unter verschiedenen Kulturbedingungen mit Variablen,
wie Serumgehalt, komplexe Matrix, Ko-Kultur mit ISO-HAS-1 oder HPMEC wurden keine intakten
zelluldren Junktionen aufgebaut. Bei der Bilayer-Ko-Kultur mit ISO-HAS-1 oder HPMEC konnte in
MCDB 131, 5% FKS, bFGF (2,5ng) und Heparin (10 ug/ml) durch Supplementierung mit
1 uM Dexamethason ab Tag 3 der Ko-Kultur ein iiber 10-13 Tage stabiler ein- bis zweischichtiger
Layer von A549 generiert werden. Dieser wies jedoch mit ca. 37 Q x cm’ keine nennenswerten
Barriere-Eigenschaften auf. Bisher beschriebene Ko-Kulturmodelle von A549 mit HUVEC (Carolan
et al., 1997) oder einer endothelialen Zell-Linie (Birkness et al., 1999) wurden zwar flir die
Untersuchung einer Leukozytenmigration durch eine distale pulmonale Barriere eingesetzt, die
Ausbildung einer funktionellen Barriere aber wenig untersucht. Eine neuere Doktorarbeit beschiftigte
sich mit einer Ko-Kultur von A549 mit der Endothelzell-Linie ECV304 zur Untersuchung der
Wirkung von Ultrafeinen Partikeln auf die Zellen der alveolo-kapilldren Barriere (Wottrich, 2004).
Hier wurden ein maximaler elektrischer Widerstand von 180 Q x cm” fiir die Ko-Kultur von A549 mit
ECV304 ermittelt (Wottrich, 2004).

Nach den Ergebnissen meiner Arbeit lassen sich Ko-Kulturen von A549 mit der mikrovaskuldren
Endothelzell-Linie ISO-HAS-1 oder primir isolierten HPMEC fiir Experimente, die die Ausbildung
einer dichten epithelialen Barriere voraussetzen, nicht einsetzen. Aullerdem scheinen die Freisetzung
von RANTES und die Expression von VCAM-1 bei A549 cher einen bronchialen Phénotyp dieser
Zell-Linien zu zeigen. Der Einsatz von Ko-Kulturen mit A549 fiir toxikologische sowie
mikrobiologische Studien, die eher die metabolischen Eigenschaften dieser Zell-Linie beriicksichtigen,
bleibt jedoch weiterhin interessant, da die Zell-Linie A549 am besten charakterisiert ist. Dabei sollten
Studien ohne Dexamethason am Tag 7 der Ko-Kultivierung und mit Dexamethason von Tag 10-12 der
Ko-Kultivierung durchgefiihrt werden, da sich nach diesen Zeiten Monolayer von A549 und den
jeweiligen Endothelzellen am stabilsten etablieren. Eine kiirzlich erschienene Studie beschreibt die
Ausbildung von Tight Junctions bei Zellaggregaten von A549 in dreidimensionaler Kultur (Carterson
et al., 2005). Diese Zellaggregate von A549 Zellen wurden als ein gegeniiber Monolayer-Kulturen
physiologisch relevanteres Modell zur Untersuchung eines mikrobiellen Infektionswegs eingesetzt.
Fiir die Zell-Linie A549 ist demnach eine Monolayer-Kultur auf mikropordsen Filtermembranen nicht
die optimale Kultivierungsform.

Fir NCI H441 konnte die Ausbildung eines kontaktinhibierten Monolayers bei Zugabe von
Dexamethason am Tag 3 der Ko-Kultivierung induziert werden. Die Endothelzellen in Bilayer-Ko-
Kultur bildeten unter diesen Bedingungen ebenfalls einen konfluenten zelluldren Monolayer mit gut
ausgepragten Zell-Zell-Kontakten aus. Im Hinblick auf die Ausbildung einer funktionellen Barriere
zeigten Bilayer-Ko-Kulturen von NCI H441 mit ISO-HAS-1 oder HPMEC bei Zugabe von

Dexamethason alle gewiinschten Kriterien, wie die Ausbildung von TER-Werten um 500 Q x cm’,
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eine regelméBige Expression von ZO-1 und E-Cadherin bei NCI H441 an den Zell-Zell-Grenzen
benachbarter Zellen und einen pflastersteinartigen zelluldren Layer der Endothelzellen mit verstirkter
Expression von VE-Cadherin an den an den Zell-Zell-Kontaktstellen. Wahrend HPMEC einen streng
kontaktinhibierten Monolayer ausbildeten, wurde fiir die Angiosarkomzell-Linie ISO-HAS-1 partiell
ein Multilayer beobachtet. ISO-HAS-1 lieBen sich demnach unter den gewéhlten Kulturbedingungen
nicht streng als Monolayer kultivieren. Durch den Einsatz von Dexamethason wurde jedoch, trotz
starker angiogener Tendenz der Zell-Linie, ein differenzierter Layer von ISO-HAS-1 mit
pflastersteinartiger Morphologie ausgebildet. Reproduzierbar stabile TER-Werte mit differenzierten
kuboidalen Epithelzellen und einem konfluenten endothelialen Monolayer lieBen sich fiir beide Ko-
Kulturen (NCI H441/ISO-HAS-1 und NCI H441/HPMEC) mit Dexamethason von Tag 10 bis 12 der
Bilayer-Ko-Kultur in RP/MC Medium etablieren.

Fiir Mono-Kulturen von NCI H441 wurden TER-Werte von 24142 Q x cm” in RP/MC Medium
mit 1 pM Dexamethason ermittelt. Durch Ersatz des Anteils von 10% FKS in RPMI durch 8,5% FKS,
das hormon- und wachstumsfaktorfrei war, konnten von einer anderen Arbeitsgruppe fiir die Mono-
Kultur von NCI H441 TER-Werte von 344486 Q x cm” ohne Dexamethason und 568+47 Q x cm”® mit
Dexamethason gemessen werden (Ramminger et al., 2004). Demnach scheinen nicht nur
Dexamethason und die Ko-Kultur mit Endothelzellen, sondern auch Hormone und Wachstums-
faktoren im Serum die TER-Werte der NCI H441 Zellen zu beeinflussen. Fiir Mono-Kulturen von
NCI H441 wurden aber auch erheblich héhere TER-Werte von 1900+360 Q x cm® in RPMI mit 10%
FKS beschrieben (Lazrak und Matalon, 2003). TER-Werte in dieser Hohe konnten in eigenen
Experimenten fiir NCI H441 nicht bestétigt werden. Es ist jedoch nicht auszuschlielen, dass von den
Arbeitsgruppen verschiedene Klone von NCI H441 verwendet wurden.

Die im Vergleich zu Mono-Kulturen humaner primér isolierter Alveolarepithelzellen (TER-Werte
>1000 Q x cm®) wesentlich geringeren maximalen TER-Werte der NCI H441 Zellen konnten iiber die
Ausbildung von weniger Tight Junction Stringen und/oder die unterschiedliche Aktivitit
transzelluldrer lonentransporter der NCI H441 Zellen im Vergleich zu priméren Alveolarepithelzellen
erkldrt werden. Dabei sollte beachtet werden, dass die hohen TER-Werte humaner Alveolar-
epithelzellen keinen reinen hATII Zell-Layer darstellen, da sie in serumhaltigem Medium bei Zellen
mit hATII und hATI-d4hnlichem morphologischen Phénotyp ermittelt wurden. Die niedrigeren TER-
Werte konnten aber auch auf den bronchioldren Charakter der Clarazell-dhnlichen NCI H441
hinweisen. TER-Werte bronchialer Epithelzellen wurden im Bereich von 500-1000 Q x cm® fiir
humane Primérzellen (Coyne et al., 2002; Yoo et al., 2003) und 500-800 Q x em? fir die
immortalisierte Zell-Linie 16HBE140- ermittelt (Ehrhardt et al., 2002).

Je nach Wahl des Kulturmediums und auch der Messmethode wurden auch bei anderen
Zellkulturmodellen unterschiedliche TER-Werte beschrieben. So zeigten verschiedene Arbeitsgruppen
fiir Mono-Kulturen der intestinalen Zell-Linie Caco-2 TER-Werte von 150 Q x cm” bis zu Werten von

600 Q x cm’ (Lindmark et al., 1998; Tavelin et al., 1999; Masungi et al., 2004). Nierenzellen des
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Hundes (MDCK) bildeten je nach Klon TER-Werte von 150-350 Q x cm® (MDCK I) bzw. 2000-
10000 Q x cm® (MDCK II) (Ward et al., 2000). Ward und Mitarbeiter (Ward et al., 2000)
klassifizierten die Dichte von epithelialen Zell-Layern anhand der maximal ausgebildeten TER-Werte
und definierten TER-Werte von 10-50 Q x cm”® (hoch permeabel) als durchlissiges Epithel, von 300-
1000 Q x cm” als intermedidr bis dicht und >1000 Q x cm® (wenig permeabel) als dichtes Epithel.

Die Messung des TER-Wertes hingt vom Netto-lonentransport {iber den zelluldren Layer und
dabei groBtenteils vom parazelluldren lonentransport ab. Der TER-Wert kann aber auch durch einen
gestorten transzelluldren lonentransport beeinflusst werden (Tang und Goodenough, 2003). Daher
wurde zusétzlich zur Messung des TER-Wertes die Integritit einer Bilayer-Ko-Kultur beurteilt, indem
der Transport eines hydrophilen Markermolekiils, wie z.B. Natrium-Fluoreszein, das passiv entlang
der parazelluldre Route iliber beide Monolayer transportiert wird, ermittelt wurde. Anhand von Studien
an Caco-2 Monolayern wurden Substanzen mit einem apparenten Permeabilititskoeffizienten (Pypp)
von weniger als 1x 10° cm/sec als niedrig permeabel klassifiziert, mittel permeable Substanzen
zeigen P,,,-Werte unter 1x10° cm/sec und hoch permeable Substanzen besitzen
Permeabilititskoeffizienten iiber 1x 10° cm/sec (Yee, 1997). Der hydrophile Marker Natrium-
Fluoreszein ist als niedrig permeabel eingestuft. Wird eine dichte epitheliale Barriere aufgebaut, sollte
der P,,,-Werte von Natrium-Fluoreszein < 1 x 10 cm/sec sein.

NCI H441 in Mono-Kultur mit 1 pM Dexamethason zeigten einen P,,,-Wert von 1,11 x 107
cm/sec fiir Natrium-Fluoreszein, wihrend sie ohne Dexamethason-Zugabe mit P,,,= 3,65 x 10 cm/sec
fiir Natrium-Fluoreszein hoch permeabel waren. Im Vergleich dazu ist fiir die bronchiale Zell-Linie
16HBE1o- ein P, -Wert von 0,85 x 10 cm/sec fiir Natrium-Fluoreszein in Mono-Kultur beschrieben
(Ehrhardt et al., 2002). Da mikrovaskulire Endothelzellen keinen den Epithelzellen vergleichbar
dichten Layer ausbilden, sind sie fiir den hydrophilen Marker Natrium-Fluoreszein hoch permeabel
und zeigen Permeabilititskoeffizienten von 11,8 x 10” cm/sec (Waters et al., 1996). Um die Integritit
eines endothelialen Layer zu beurteilen wird der parazellulére Transport groferer Molekiile, wie von
Dextranen verschiedener Molekulargewichte ermittelt (Hashida et al., 1986) oder die Permeabilitit
von Albumin (Chang et al., 2000), das sowohl parazelluldr als auch transzellulér transportiert wird,
bestimmt. Aus diesem Grund wurde der Permeabilititskoeffizient fiir Natrium-Fluoreszein bei den
Bilayer-Ko-Kulturen von Epithel- und Endothelzellen im Wesentlichen von der Dichte des
epithelialen Layers beeinflusst.

Der Aufbau eines dichten Bilayers nach Zugabe von 1 uM Dexamethason wurde iiber den
Nachweis eines niedrigen Permeabilititskoeffizienten von Natrium-Fluoreszein in Krebs-Ringer
Puffer mit P, = 0,51 bzw. 0,81 x 10°° cm/sec bei NCI H441/ISO-HAS-1 bzw. NCI H441/HPMEC am
Tag 11 der Ko-Kultur bestitigt. An den bereits beschriebenen Bilayer-Modellen von A549 mit
diversen Endothelzellen wurde der parazelluldre Transport des kleinen, hydrophilen Markers Natrium-
Fluoreszein nicht ermittelt, hier liegen nur Daten zum Transport groBerer Molekiile vor, wie

Dextranen und Albumin (Birkness et al., 1999; Casale und Carolan, 1999; Hu et al., 2005).
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4.8 Primarzellen in Ko-Kultur

Die Ko-Kultur der primédren Alveolarepithelzellen mit humanen pulmonalen mikrovaskuldren
Endothelzellen (HPMEC) diente als Referenz fiir ein in vivo nahes Ko-Kulturmodell der Zell-Linien.
Anhand der Eigenschaften der Primérzellen in Ko-Kultur war die Eignung der Zell-Linien in Ko-
Kultur als Modell einer alveolo-kapilliren Einheit zu beurteilen. Daher sollten die isolierten Primér-
zellen in Bilayer-Ko-Kultur ebenfalls zu kontaktinhibierten Monolayern mit dichten Zell-Zell-
Kontakten differenzieren. Dabei stellte die rasche Trans- bzw. Dedifferenzierung der hATII Zellen
innerhalb weniger Tage in Primérkultur hohe Anforderungen an das primére Ko-Kulturmodell. Da die
HPMEC in serumfreiem Epithelzellmedium nicht tiberlebten, konnte fiir die priméren Ko-Kulturen ein
serumfreies Milieu, das den hATII-Phénotyp begiinstigte, nicht aufrechterhalten werden. Im unteren
Well der Bilayer-Ko-Kultur musste ein serumhaltiges Endothelzellmedium (PC mit 15% FKS,
bFGF/Heparin) verwendet werden.

Wurden subkultivierte, ungetrennte hATII* Zellen mit HPMEC ko-kultiviert, wuchsen héufig
kontaminierende Fibroblasten auf den Filtermembranen und storten die Ausbildung einer dichten
epithelialen Zellschicht. Durch positive Selektion mit CD44v6-Beads konnte eine fibroblastenfreie
Reinkultur von hATII* Zellen isoliert werden. Diese CD44v6 positiven hATII* Zellen (CD44v6"
ATII*) zeigten im Vergleich zu ungetrennten hATII* hohere und gleichmifBigere TER-Werte in Ko-
Kultur mit HPMEC. In Mono-Kultur konnte durch die Zugabe von Dexamethason ein
kontaktinhibierter Monolayer der CD44v6" ATII* in zweiter Passage etabliert werden. Trotz Zugabe
von Dexamethason waren CD44v6™ hATII* Zellen in zweiter Passage in Bilayer-Ko-Kultur mit
HPMEC nicht mehr in der Lage einen kontaktinhibierten Monolayer auszubilden. Fiir das
mehrschichtige Wachstum der CD44v6" ATII* in Bilayer-Ko-Kultur sind wahrscheinlich parakrine
Faktoren der HPMEC verantwortlich. Dass HPMEC einen parakrinen Einfluss auf die Differenzierung
der CD44v6" ATII* haben, zeigte sich in der Ausbildung einer dichten Barriere mit TER-Werten von
>800 Q x cm’ und einer regelmiBigen Lokalisation von ZO-1 und E-Cadherin an den Zell-Zell-
Grenzen nach 14 Tagen in Bilayer-Ko-Kultur. Bei subkultivierten hATII* Zellen war die Ko-Kultur
mit HPMEC und serumhaltiges Kulturmedium im unteren Well fiir die Ausbildung von Tight
Junctions notwendig, wihrend der basolaterale Kontakt mit serumhaltigem Medium alleine nicht
ausreichte, um einen dichten Layer von hATII* Zellen zu induzieren (siche Abb. 70, S. 135).

Die Ausbildung eines differenzierten, kontaktinhibierten Monolayers von Alveolarepithelzellen mit
einer dichten epithelialen Barriere ist bisher fiir die Primérkultur nur gelungen, wenn die hATII Zellen
direkt nach der Isolation (in P0O) auf Filtermembranen kultiviert wurden. Dabei waren die TER-Werte
der Mono-Kulturen mit maximal 1300-1500 Q x cm” in SAGM mit 1% FKS vergleichbar mit den fiir
primér isolierte humane Alveoloarepithelzellen vom Typ II bereits beschriebenen TER-Werten. Hier
wurden nach ca. 8 Tagen in Kultur TER-Werte >1000 Q x cm’ bzw. maximale TER-Werte von
2100 Q x cm” erreicht und korrelierten mit dem Vorkommen einer Mischkultur von ATII Zellen und

ATlI-dhnlichen Zellen (Elbert et al., 1999; Fuchs et al., 2003).
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Zur Aufrechterhaltung eines strikten Monolayers war die Kultivierung der primiren hATII Zellen
in serumhaltigem SAGM mit 1% FKS notwendig, in serumfreiem AEGM traten nach ca. 7 Tagen in
Ko-Kultur vereinzelt Areale mehrschichtig wachsender Epithelzellen auf. In SAGM mit 1% FKS
zeigten die Zellen nach 10-13 Tagen in Ko-Kultur morphologische Phénotypen von hATII und
abgeflachten hATI-dhnlichen Zellen. Die Ausbildung eines epithelialen Monolayers war eine wichtige
Voraussetzung fiir die Ausbildung einer funktionellen epithelialen Barriere, daher stellte SAGM mit
1% FKS das geeignetere Medium fiir eine in vivo nahe Ko-Kultur dar. Das SAGM Medium mit
1% FKS begiinstigte zwar die Transdifferenzierung der hATII Zellen in PO, doch konnten hATII
Zellen wegen des Serumbedarfs der HPMEC in Ko-Kultur ohnehin nicht komplett serumfrei kultiviert
werden. Unter den gewdhlten Bedingungen war eine Ko-Kultur von Zellen mit reinem hATII-
Phénotyp mit HPMEC nicht etablierbar.

Die Ko-Kulturen der hATII/hATI-dhnlichen Zellen in PO mit HPMEC erreichten im Hinblick auf
die Ausbildung einer dichten Barriere hohe TER-Werte um 1800 Q x cm” bis maximal 2600 Q x cm’
von Tag 5 bis Tag 9. Dabei lagen die TER-Werte der Bilayer-Ko-Kultur um im Mittel 300-
500 Q x cm” hoher als die der Mono-Kultur von hATII/ATI-dhnlichen Zellen. Wurden beide Zelltypen
nicht als Bilayer sondern mit hATII/hATI-dhnlichen Zellen auf der Filtermembran und HPMEC auf
dem Boden der Cluster-Platte ko-kultiviert, so waren die TER-Werte im Vergleich zur Mono-Kultur
der hATII/hATI-dhnlichen Zellen nicht erhoht. Uber die Interaktion von Alveolarepithelzellen mit
mikrovaskuldren Endothelzellen ist wenig bekannt. Konditioniertes Medium pulmonaler
Endothelzellen stimuliert das Wachstum f6taler Lungenepithelzellen (Smith und Giannopoulos, 1985).
Auf endothelialer extrazelluldrer Matrix geziichtete primér isolierte ATII Zellen der Ratte zeigten eine
erhohte Proliferationsrate und eine schnellere Transdifferenzierung zu ATI-dhnlichen Zellen als
Zellen, die auf Gewebekulturplastik oder Matrigel kultiviert wurden (Adamson und Young, 1996).
Parakrine Faktoren scheinen die Erhohung des TER-Wertes der Bilayer-Ko-Kulturen gegeniiber der
Ko-Kultur mit HPMEC auf dem Boden der Cluster-Platte nicht auszuldsen. Wahrscheinlich ist die
Ausbildung einer zweiten Barriere, der endothelialen Barriere fiir die Erhdhung des TER-Wertes der
Bilayer-Ko-Kultur verantwortlich. Ferner konnten verschiedene Zell-Zell-Kontakte, die zwischen
beiden Typen von Alveolarepithelzellen den ATII Zellen und ATI-&hnlichen Zellen und innerhalb der
ATII Zellen bzw. der ATI-dhnlichen Zellen ausgebildet werden (Isakson et al., 2002; Isakson et al.,
2003), fiir die erhohten TER-Werte verantwortlich sein.

4.9 Funktionelle Untersuchung der etablierten Ko-Kulturen
49.1 Faktoren,die die TJ Barriere beeinflussen

Die Alveolarschranke der Lunge besteht aus der epithelialen Deckschicht der Alveolen, einer
Bindegewebsschicht sowie mikrovaskulirem Endothel. Diese bilden wiederum drei separate
Kompartimente: das alveoldre Lumen, das interstiticlle Gewebe und das vaskuldre Lumen. Beide
barrierebildende Zelltypen, das Alveolarepithel und das mikrovaskuldre Endothel, sind hdufig Orte
akuter Lungenschiaden (Travis et al., 1977; McCullough et al., 1978). Lungenschdden kénnen durch
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verschiedene Insulte herbeigefithrt werden, zu denen neben Infektionen, organischen Stiuben,
Toxinen und allergenen Substanzen auch Schock und Sepsis gehoren (Blennerhassett, 1985; Buergelt,
1995; Perry et al., 1998; Perron Lepage et al., 1999; Chung et al., 2002; Erasmus et al., 2002; Tateda
et al., 2003). Als Antwort auf inhalative Noxen wird unter Anderem die lonentransport- bzw.
Barrierefunktion des Alveolarepithels verdndert. Bei akuten und chronischen entziindlichen Prozessen
der Lunge kommt es hdufig zum kompletten Zusammenbruch der Barriere des Alveolarepithels.
Komplikationen bei schwerverletzten Patienten sind neben der akuten Lungenschiadigung (Acute Lung
Injury) das Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS). Insbesondere beim ARDS ist die
Zerstorung der alveolo-kapilldiren Barriere zu beobachten, dabei werden bevorzugt die kapilldren
Endothelzellen und die Typ I Alveolarepithelzellen geschéidigt (Dreyfuss et al., 1985; Dreyfuss et al.,
1988). Die Schiden stellen sich elektronenmikroskopisch in Form von Nekrosen und der Ablosung der
Basalmembran dar. Alveolarepithelzellen vom Typ II ersetzen dabei geschiadigt Typ I Alveolar-
epithelzellen (Fehrenbach et al., 1999). Beim Verlust der endothelialen Barriere diffundieren Proteine,
wie z.B. Albumin, ins interstitielle Gewebe und beeinflussen durch den erzeugten osmotischen Druck
die Fliissigkeitshomoostase im Alveolarraum (Matthay, 2002; Matthay et al., 2002b; Sartori und
Matthay, 2002). Bisher wurden bei der Untersuchung der Pathogenesse von Lungenfunktions-
storungen hauptsichlich die Verdnderungen der Endothelzellen untersucht. Das Alveolarepithel der
alveolo-kapilldren Barriere wurde wenig beachtet, obwohl es eine wichtige Rolle bei der
Aufrechterhaltung der Fliissigkeitshomdostase im Alveolarraum spielt (Borok et al., 1996). Beim
differenzierten Alveolarepithel wird mit Hilfe von lonenpumpen aktiv ein lonengradient aufgebaut,
damit Wasser iiber Wasserkanile, sogenannte Aquaporine, passiv transportiert werden kann
(Folkesson et al., 1994). Dabei kommt dem polarisierten Aufbau der Alveolarepithelzelle in eine
apikalen und eine basolaterale Doméne groB3e Bedeutung zu. Die Schiadigung des Alveolarepithels
spielt wahrscheinlich eine ebenso wichtige Rolle bei der Pathophysiologie einer Lungenfehlfunktion
von Schwerverletzten wie die des Kapillarendothels.

Akute Lungenschdden werden, unabhidngig von der Art des Auslosers, hdufig von einer
Entziindungsreaktion begleitet. Die Entziindungsreaktion kann wursdchlich zum Verlust der
Barrierefunktion beitragen. Zum einen konnen bei einer Entziindungsreaktion Immunzellen, wie zum
Beispiel Granulozyten und Monozyten, durch early response Zytokine rekrutiert werden. Die
Aktivierung dieser eingewanderten Immunzellen 16st wiederum eine Sekretion von Proteasen und
Sauerstoffmetaboliten und dadurch die Schidigung des Kapillarendothels und des Alveolarepithels aus
(Bachofen und Weibel, 1977; Matthay, 1994). Zum anderen zeigen early response Zytokine aber auch
eine direkte Wirkung auf die Strukturzellen der alveolo-kapilldren Einheit, indem sie die Freisetzung
sekundirer inflammatorischer Mediatoren auslosen und/oder iiber Verdanderungen der Barrierefunktion
direkt zum Funktionsausfall der Alveolarschranke beitragen (Bachofen und Weibel, 1977; Matthay,
1994). Die Tight Junctions sind dynamisch regulierte Diffusionsbarrieren, die auf verschiedene

physiologische, pharmakologische und pathologische Bedingungen reagieren kdnnen (Anderson und
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Van Itallie, 1995). Eine verénderte Expression bzw. Funktion von Tight Junction Proteinen bei den
Alveolarepithelzellen wiirde den Zusammenbruch von lonengradienten und den Verlust der treibenden
Kraft fiir einen Wassertransport aus dem Alveolarlumen bedeuten. Desweiteren bedeutet der Verlust
der ,,fence function der Tight Junctions einen Verlust der Polarisierung der Alveolarepithelzellen und
beeinflusst daher weitere Transportfunktionen dieser Zellen (Schneeberger und Lynch, 1992).

Durch physiologische Stimuli der inflammatorischen Kaskade wie TNF-o und IFN-y konnte in
vitro sowohl die funktionelle Barriere der Bilayer-Ko-Kultur der Zell-Linie NCI H441 mit HPMEC
oder ISO-HAS-1 als auch die funktionelle Barriere der Primérzellen beeinflusst werden. Dabei
reagierten die beiden Ko-Kulturen der epithelialen Zell-Linie bereits nach 24-stiindiger basolateraler
Stimulation mit einer Reduktion der TER-Werte, wihrend die Ko-Kulturen der Primérzellen erst nach
48 h Verdnderungen zeigten. Fiir early response Zytokine und IFN-y ist bei verschiedenen
Epithelzellen eine Wirkung auf die Barrierefunktion und eine Verdnderung der parazelluldren
Permeabilitdt beschrieben. Verschiedene Effekte dieser Zytokine, wie z.B. auf das zytoplasmatische
Plaqueprotein der Tight Junctions, ZO-1, und die Struktur der Tight Junctions, wurden bei intestinalen
Zellen gezeigt (Adams et al., 1993; Fish et al., 1999; Schmitz et al., 1999). So fiihrte eine Inkubation
von intestinalen Epithelzellen mit TNF-a und IFN-y zu einer erhohten parazelluliren Permeabilitdt
und einer Reorganisierung der Tight Junction Proteine ZO-1, JAM-1, Occludin, Claudin-1 und
Claudin-4 (Bruewer et al., 2003). Diese Verdnderungen der parazelluldren Permeabilitit durch TNF-a
waren mit einer Steigerung der Phosphorylierung der Myosin-Leichtketten-Kinase (Myosin Light
Chain Kinase, MLCK) verbunden und konnten durch einen Inhibitor der MLCK umgekehrt werden
(Bruewer et al., 2003). In eigenen Experimenten war die Lokalisation des zytoplasmatische
Plaqueproteins der Tight Junctions, ZO-1, durch eine 48-stiindige basolaterale Stimulation der
Bilayer-Ko-Kultur mit TNF-a nicht beeinflusst. Die reduzierte Markierung von E-Cadherin an den
Zell-Zell-Grenzen basolateral mit TNF-a stimulierter NCI H441 in Bilayer-Ko-Kultur, die nach
Wegnahme der Stimulanzien wieder hergestellte werden konnte, gibt erste Hinweise auf die Wirkung
von TNF-a auf Zell-Zell-Kontaktmolekiile von distalen pulmonalen Epithelzellen. Eine genauere
Aufklarung dieser Effekte erfordert weitere Studien, z.B. zur Rolle der Myosin-Leichtketten-Kinase
bei der Organisation des Aktinzytoskeletts und der Reorganisierung anderer Adherens und Tight
Junction Proteine bei NCI H441 in Bilayer-Ko-Kultur.

Wie bei anderen Epithelzellen beschrieben, hatte eine basolaterale Gabe von TNF-o einen
signifikanten Einfluss auf die Erniedrigung des TER-Werts der etablierten Ko-Kulturmodelle, sowohl
bei den Zell-Linien als auch bei den Primérzellen. Trotz deutlicher Erniedrigung des TER-Wertes um
ca. 30£5% wurde nach basolateraler Gabe von TNF-a nur eine leichte Erhéhung des Permeabilitéts-
koeffizienten von Natrium-Fluoreszein bei der Bilayer-Ko-Kultur gemessen. Dieser wurde erst nach
ko-stimulatorischer basolateraler Gabe von IFN-y und TNF-qa signifikant erhoht. Auch bei bronchialen
Epithelzellen wurde in vitro eine Verdnderung der parazelluliren Permeabilitit durch einen ko-

stimulatorischen Effekt von IFN-y und TNF-o beschrieben, wihrend die alleinige Gabe von TNF-a
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keinen Effekt zeigte (Coyne et al., 2002). Da die parazellulire Permeabilitit von Natrium-Fluoreszein
(MG 376.3 Da) bei der Bilayer-Ko-Kultur im Wesentlichen von der Dichte des epithelialen Layers
abhing, kann vermutet werden, dass die Emniedrigung des TER-Wertes nach basolateraler Gabe von
TNF-o die Folge einer verdnderten endothelialen Barriere war. Eine solche Verdnderung der
endothelialen Barrierefunktion durch TNF-a wurde bei HUVEC durch die Ausbildung interzellulérer
Liicken gezeigt, die mit einer reduzierten Lokalisation von VE-Cadherin an den Adherens Junctions
einherging (Wojciak-Stothard et al., 1998). AuBerdem erhdht TNF-a die endothelialen Permeabilitét
fiir groBere Molekiile, wie Albumin und Dextrane, sowohl in vitro als auch in vivo (Johnson et al.,
1989; Goldblum et al., 1993; Ferro et al., 1997; Ferro et al., 2000). Fiir Lungenendothelzellen ist eine
signifikante Erhohung der Permeabilitit durch IFN-y und IL-1B beschrieben, wihrend sekundére
inflammatorische Mediatoren, wie GM-CSF, G-CSF, IL-8, IL-6, und RANTES keine Wirkung zeigten
(Sedgwick et al., 2002). Der nach basolateraler Gabe von TNF-a verdnderte TER-Wert der Bilayer-
Ko-Kultur konnte durch Wegnahme von TNF-a reversibel wieder auf Kontrollniveau eingestellt
werden. Im Gegensatz dazu war die durch Zugabe von TNF-a+IFN-y erzielte Reduktion des TER-
Werts durch Wegnahme der Zytokine innerhalb von 24 h nicht wieder auf das Niveau der
unbehandelten Kontrolle herstellbar. Wie bei der Bilayer-Ko-Kultur der Linien konnte eine apikale
Gabe von TNF-a sowie TNF-a+IFN-y den TER-Wert und den Permeabilititskoeffizienten der
Primérkulturen nur unwesentlich beeinflussen. Weiter wirkte sich die Zytokinbehandlung deutlicher
auf den Permeabilititskoeffizienten als auf den TER-Wert aus. Diese Beobachtungen sprechen fiir
eine durch die Zytokine ausgeloste, lokale Verdnderung der Zell-Zell-Kontaktmolekiile, die einen
lokal verstirkten parazelluliren Transport von Natrium-Fluoreszein erlaubten, wihrend der TER-
Wert, der den Netto-lonentransport iiber den gesamten zelluldren Bilayer erfasst, weniger deutlich
beeinflusst wurde.

Obwohl die Bilayer-Ko-Kulturen der Primirzellen (1800-2600 Q x cm?) wesentlich hohere TER-
Werte als die Bilayer-Ko-Kulturen von NCI H441 mit HPMEC (500 Q x cm?) zeigten, lagen die
Permeabilititskoeffizienten fiir Natrium-Fluoreszein ohne Stimulation und nach Stimulation mit
Zytokinen in vergleichbar Hohe. Auch fiir andere Zell-Linien konnte gezeigt werden, dass sich
oberhalb eines Schwellenwertes von 300-400 Q x cm® der Permeabilititskoeffizient fiir Natrium-
Fluoreszein nur unwesentlich verringerte (Gindorf et al., 2001). Fiir den parazelluldren Transport eines
weiteren kleinen Fluorochroms, Lucifer yellow (MG 457 Da), wurde ebenfalls bei TER-Werten iiber
300 Q x cm” keine wesentliche Verénderung des Permeabilititskoeffizienten bei der bronchialen Zell-
Linie Calu-3 festgestellt (Foster et al., 2000). Dieser Trend zeigte sich auch bei Untersuchungen
primdr isolierter Alveolarepithelzellen vom Type II der Ratte (Adson et al., 1994). Mdogliche
Unterschiede der zelluldren Barrieren zwischen Zell-Linien bzw. Primérzellen, die sich durch die
unterschiedlich hohen TER-Werte andeuten, kdnnten mit Hilfe parazellulér transportierter Molekiilen
definierter Grofe, wie Dextranen verschiedener Molekulargewichte, in weiterfithrenden Studien

detaillierter untersucht werden.
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49.2 Vergleichende Untersuchung der Epithel- und Endothelzellen in Ko-Kultur:
CAM-Expression und Freisetzung sekundérer inflammatorischer Mediatoren

Zusitzlich zur direkten Schiadigung der Zellen durch dullere Reize konnen Epithel- und
Endothelzellen als Effektoren fungieren, die als Antwort auf primire inflammatorische Mediatoren
wie TNF-o und IL-18 sekundire inflammatorische Mediatoren sezernieren, die ihrerseits wiederum
(parakrin oder autokrin) pathophysiologische Verianderungen hervorrufen. IL-6, IL-8, MCP-1 und
RANTES wurden reprisentativ aus den vielen sekundiren Mediatoren, deren Sekretion fiir
Endothelzellen bzw. respiratorische Epithelzellen beschrieben wird, ausgewdhlt und deren
stimulationsinduzierte Freisetzung an Bilayer-Ko-Kulturen untersucht. Die Freisetzung der 16slichen
Adhisionsmolekiile SICAM-1 und sVCAM-1 und von sekundéren Zytokinen wurde an Bilayer-Ko-
Kulturen von NCI H441 mit HPMEC und Bilayer-Ko-Kulturen von hATII Zellen in PO mit HPMEC
(Primérzell-Ko-Kulturen) mit und ohne Stimulation untersucht. Der ko-stimulatorische Effekt von
IFN-y + TNF-o. wurde mit dem von IFN-y und TNF-a alleine auf die Freisetzung sekundirer
inflammatorischer Mediatoren bei beiden Bilayer-Ko-Kulturen untersucht. Da die Kulturmedien der
Ko-Kultur von NCI H441/HPMEC und die der Ko-Kultur der Priméarzellen unterschiedlich waren, war
ein direkter Vergleich der absolut freigesetzten Zytokinmenge nicht moglich. Daher wurde nur das
Muster der Zytokinfreisetzung nach Stimulation fiir beide Ko-Kulturen verglichen und ein eventueller
ko-stimulatorischer Effekt der einzelnen Zelltypen in Bilayer-Ko-Kultur untersucht.

Da in Bilayer-Ko-Kultur von beiden Zelltypen inflammatorische Mediatoren abgegeben werden
konnen, werden die Ergebnisse der Stimulation mit TNF-a fiir NCI H441, HPMEC und hATII Zellen
in Mono-Kultur im Folgenden zur Erinnerung kurz zusammengefasst. Unter vergleichbaren
Kulturbedingungen wie in Bilayer-Ko-Kultur (10-tdgige Kultur) zeigten NCI H441 in Mono-Kultur
sowohl mit als auch ohne Dexamethason eine stimulationsinduzierte Expression von ICAM-1, IL-8
und MCP-1 nach Stimulation mit TNF-a, wihrend die Basisexpression von IL-6 nicht beeinflusst
wurde. NCI H441 produzierten weder sVCAM-1 noch RANTES nach Stimulation. HPMEC dagegen
sezernierten nach Stimulation mit TNF-oo sVCAM-1, RANTES und MCP-1 sowie erhohte Mengen
von ICAM-1, sICAM-1, IL-6 und IL-8 in Mono-Kultur. Da fiir hATII Zellen direkt nach Aussaat (in
PO) in Mono-Kultur keine sekundiren inflammatorischen Mediatoren nach Stimulation bestimmt
wurden, konnen fiir die Mono-Kultur nur Daten von CD44v6™ hATII* in zweiter Passage (P2)
angegeben werden. Hier wurden nach Stimulation mit TNF-o geringe Mengen von MCP-1 ins
Medium sezerniert und die basale Sekretion von IL-8 und IL-6 erhoht. Wie NCI H441 produzierten
CD44v6" hATII* (P2) weder sVCAM-1 noch RANTES nach Stimulation.

Die Synthese des Zelladhisionsmolekiils ICAM-1 war bei den CD44v6" hATII* (P2) in Mono-
Kultur nicht nur von deren Stimulation sondern auch von einer Zugabe von fotalem Kilberserum
(FKS) zum Kulturmedium abhéngig. Die Erhéhung von ICAM-1 wird mit der Transdifferenzierung
der hATII Zellen zu hATI-dhnlichen Zellen assoziiert (siche Kap.4.5) (Christensen et al., 1993; Paine
et al., 1994). Im Gegensatz zu CD44v6" hATII* Zellen (P2) in serumfreiem Medium und hATII
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Zellen in situ, die kein ICAM-1 exprimieren, zeigte die Zell-Linie NCI H441 eine hohe basale
Expression von [CAM-1.

Da bisher beschriebene Bilayer-Ko-Kulturmodelle der alveolo-kapilliren Barriere keine dichte
epitheliale Barriere ausbilden, ist dies die erste Studie, die eine Freisetzung sekundirer Immun-
mediatoren nach apikaler und basolateraler Stimulation an einem intakten epithelialen-endothelialen
Bilayer beschreibt. Wurden die Zellen in Bilayer-Ko-Kultur nach der Etablierung einer funktionellen
Barriere (10-tdgige Kultur) stimuliert, konnte zwischen einer apikalen (auf epithelialer Seite) und
basolateralen Stimulation (auf endothelialer Seite) klar unterschieden werden. IFN-y (2000 U/ml)
alleine 16ste bei NCI H441/HPMEC und hATII/HPMEC weder apikal noch basolateral eine gegeniiber
der Kontrolle erhohte Zytokinfreisetzung aus. Wurden TNF-a oder IFN-y + TNF-a apikal zugegeben,
so wurde auch nur ipsilateral eine Verdnderung der Zytokinfreisetzung gemessen. Eine Ausnahme
bildete die Sekretion von IL-8, die nach apikaler Stimulation nicht nur ipsilateral sondern auch
contralateral leicht zunahm. Bei beiden Ko-Kulturen reduzierte IFN-y + TNF-a deutlich den TER-
Wert und konnte damit die Barrierefunktion der Epithelzellen negativ beeinflusst haben. Vielleicht
fand aufgrund der Erh6hung der parazelluliren Permeabilitéit eine Diffusion von IL-8 ins untere Well
statt oder die Stimulanzien konnten die gestorte epitheliale Barriere passieren und die HPMEC zur
contralateralen Sekretion von IL-8 (ins obere Well) anregen. Diese Hypothesen kdnnten durch
Stimulation von Mono-Kulturen der epithelialen Zellen, NCI H441 und hATII Zellen in PO, auf
Filtermembranen im Vergleich zu den Bilayer-Ko-Kulturen tiberpriift werden.

Wurden TNF-a oder IFN-y + TNF-a basolateral zugegeben, war aufler einer leichten Erhéhung der
Freisetzung von IL-8 bei beiden Bilayer-Ko-Kulturen und IL-6 bei den Primér-Ko-Kulturen keine
Verdnderung der contralateralen Zytokinfreisetzung nachweisbar. Nach basolateraler Zugabe der
Stimulanzien (d.h. apikaler Stimulation der HPMEC auf der Unterseite des Filters) wurde durch
TNF-o und meist ko-stimulatorisch durch IFN-y + TNF-a eine ipsilaterale Freisetzung von sSICAM-1,
sVCAM-1, IL-6, IL-8, MCP-1 und RANTES gemessen. Besonders deutlich wurde die ko-
stimulatorische Wirkung von IFN-y + TNF-a durch die erhohte Freisetzung von RANTES, dessen
Freisetzung durch TNF-a alleine kaum induziert wurde. Die HPMEC in Bilayer-Ko-Kultur mit
Dexamethason-behandelten NCI H441 waren dhnlich reaktiv wie die HPMEC in Mono-Kultur.

Die Freisetzung der untersuchten inflammatorischen Mediatoren war bei HPMEC um 5-10fach
hoher als die der Epithelzellen, sowohl in Ko-Kultur mit NCI H441 als auch mit hATII Zellen in PO.
Die HPMEC scheinen empfindlicher auf eine Stimulation mit TNF-a oder IFN-y+ TNF-a zu
reagieren, da sie eine wesentlich hohere Freisetzung von Zytokinen pro cm” konfluentem Zellrasen
zeigten. Nach 24-stiindiger Stimulation mit TNF-a oder IFN-y + TNF-a blieb trotz erniedrigter TER-
Werte eine Diffusionsbarriere fiir die sekundidren inflammatorischen Mediatoren sVCAM-1 und
RANTES bestehen. Beide wurden ausschlieSlich von HPMEC gebildet und wurden nach basolateraler
Stimulation auch nur im basolateralen Medium gemessen. Ob nach 48-stiindiger Stimulation, bei der

sich deutlich erniedrigte TER-Werte nach Stimulation mit IFN-y + TNF-a zeigten, die Diffusions-
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barriere weiter bestehen bleibt, muss noch untersucht werden. Obwohl sich die TER-Werte beider
Bilayer-Ko-Kulturen enorm unterschieden, scheint bei beiden eine dichte epitheliale Barriere
aufgebaut worden zu sein. Diese Barriere war zumindest fiir die eindeutig von HPMEC (im unteren
Well, basolateral) produzierten inflammatorischen Mediatoren RANTES und sVCAM-1 auch nach
Stimulation undurchléssig, da sie nie im contralateralen Kompartiment (im oberen Well, apikal)
nachweisbar waren.

Im Wesentlichen dhnelten die Muster der produzierten Zytokine der Bilayer-Ko-Kultur von
NCI H441/HPMEC denen der Bilayer-Ko-Kultur der Primérzellen (hATII (PO)/HPMEC). Bei der
apikalen Stimulation der hATII Zellen (P0) in Bilayer-Ko-Kultur war jedoch im oberen Well (apikal)
eine signifikante Sekretion von IL-6 und MCP-1 nach Stimulation mit TNF-a bzw. IFN-y + TNF-a
nachweisbar, die bei der Bilayer-Ko-Kultur der NCI H441/HPMEC nicht induziert werden konnte.
Eine Freisetzung von IL-6 und MCP-1 nach Stimulation wurde bereits fiir 3-4 Tage alte primér
isolierte humane Alveolarepithelzellen (Witherden et al., 2004) und zu hATI-dhnlichen Zellen
transdifferenzierten humane Alveolarepithelzellen in Mono-Kultur beschrieben (Rosseau et al., 2000).
Da die hATII Zellen in PO in Primérkultur rasch transdifferenzieren, miisste fiir die Ko-Kultur der
Primérzellen genauer untersucht werden, welcher Phénotyp der Alveolarepithelzellen (hATII oder
hATI-ghnlich) zur Zeit der Stimulation vorlag. Der positive Nachweis von TTF-1 zum
Stimulationszeitpunkt an Tag7 weist auf die noch vorhandenen hATII-Eigenschaften der
Alveolarepithelzellen in Bilayer-Ko-Kultur mit HPMEC hin. Die hohe Freisetzung von sICAM-1 lésst
vermuten, dass an Tag 10 der Bilayer-Ko-Kultur vermehrt ein hATI-dhnlicher Phinotyp ausgebildet
wurde.

Die Isolation einer Reinkultur von hATII Zellen durch positive Selektion mit CD44v6-Beads
konnte bereits zeigen, dass die getrennten CD44v6"™ hATII* in serumfreiem Medium in P2 in der Lage
sind, IL-6 und geringe Mengen MCP-1 nach Stimulation zu produzieren. Es konnten durchaus
Unterschiede in der Freisetzung sekundirer inflammatorischer Mediatoren bei hATII und hATI Zellen
bestehen. Um diese Unterschiede zu untersuchen, miisste es in Kultur gelingen, hATII und hATI-
dhnliche Zellen zu trennen und diese mdoglichst frith, d.h. in PO oder P1, auf eine Freisetzung von
MCP-1 zu priifen. Obwohl die hohe Freisetzung von sSICAM-1 seitens der Alveolarepithelzellen in PO
einen ATI-dhnlichen Phéinotyp in Primédrzell-Ko-Kultur vermuten l&dsst, konnte im oberen Well
(apikal, oberhalb der Epithelzellen) eindeutig keine Sekretion von sVCAM-1 und RANTES nach
Stimulation nachgewiesen werden. Demnach scheinen auch transdifferenzierte hATI-dhnliche Zellen
kein sVCAM-1 und RANTES zu produzieren. Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen wurde eine
geringe basale Expression von RANTES bei transdifferenzierten humanen Typ I-dhnlichen
Alveolarepithel-zellen (Rosseau et al., 2000) sowie in 2 von 6 Isolaten von 3-4 Tage alten humanen
ATII Zellen in PO (Witherden et al., 2004) beschrieben. Wie bereits im Kapitel 4.5 erwéhnt, kann
diese gemessene Freisetzung von RANTES bei nicht weiter aufgereinigten Primérkulturen auch von

kontaminierenden Endothel- bzw. bronchialen Epithelzellen stammen.
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4.10 Methodenkritik und Ausblick

Wegen der problematischen Verfiigbarkeit und der individuellen Variationsbreite biologischer
Parameter bei Primédrzellen war es Ziel dieser Arbeit, ein reproduzierbares in vitro Modell einer
humanen respiratorischen Einheit aufzubauen. Humane Zell-Linien mit Eigenschaften von Typ I
Alveolarepithelzellen sind bisher nicht bekannt. Demgegeniiber zeigen einige Adenokarzinom Zell-
Linien der Lunge Eigenschaften von Typ Il Alveolarepithelzellen. Ein in vitro Ko-Kultur Modell einer
mikrovaskuldren Endothelzell-Linie mit einer Epithelzell-Linie, die Eigenschaften von Typ Il Zellen
hat, mag das alveoldre Epithel mit Alveolarepithelzellen vom Typ II und Typ I nicht komplett
nachahmen. Es ermoglicht jedoch das Studium der Interaktion von zwei fiir die Integritét der alveolo-
kapilldren Einheit essentiellen Zelltypen, den Alveolarepithelzellen vom Typ II und den mikro-
vaskuldren Endothelzellen. Eine Verdnderung bzw. Schiadigung von Typ II Alveolarepithelzellen kann
als prognostischer Marker fiir die Integritit des Alveolarraums dienen, da eine Verdnderung dieses
Zelltyps Einfluss auf die Regeneration von Typ I Zellen hat. AuBlerdem sind beide, Alveolar-
epithelzellen vom Typ Il und mikrovaskulidren Endothelzellen, metabolisch und inflammatorisch aktiv
und sind durch die Aufrechterhaltung der alveolo-kapilliren Barriere wichtige Zielzellen bei
pathophysiologischen, toxikologischen oder auch pharmakologischen Fragestellungen.

Zusitzlich zur allgemein bekannten problematischen Verfiigbarkeit sowie der individuellen
Variationsbreite primér isolierter Zellen, sind besonders fiir primdr kultivierte respiratorische
Epithelien die Kulturbedingungen und die Grenzen der Aufrechterhaltung des spezifischen Phénotyps
exakt zu definieren, um relevante Aussagen zu deren Reaktionsprofil machen zu kénnen. Um fiir die
Ko-Kulturen der Primérzellen einschitzen zu kdnnen, ob eher ein hATII Phéanotyp oder ein hATI-
dhnlicher Phinotyp vorherrscht, wire eine genaue zeitliche Analyse des Phinotyps der Alveolar-
epithelzellen im Verlaufe der Ko-Kultur fiir weitere Experimente von Nutzen. Ob definierte
Eigenschaften des zu untersuchenden Zelltyps erhalten bleiben, sollte auch in Zukunft zu jeder
individuellen Fragestellung fiir die Zell-Linien vergleichend mit den Primérzellen untersucht werden.

Im Rahmen einer akuten Lungenschddigung werden nicht nur inflammatorische Zytokine
freigesetzt, sondern zusitzliche Faktoren wie Lipidmediatoren, Komplementprodukte, Sauerstoff-
metabolite, NO, Proteasen und Antiproteasen tragen ebenfalls zur Schédigung der alveolo-kapilldren
Barriere bei. In diesem Zusammenhang spielen Alveolarmakrophagen, die als erste Abwehr im
Alveolarraum inhalierte Fremdkorper phagozytieren und dabei mit einer Freisetzung verschiedenster
Mediatoren reagieren, eine wichtige Rolle. Ko-Kulturen von Alveolarmakrophagen oder Monozyten
aus peripherem Blut mit A549 werden héufig als Modellsysteme fiir inflammatorische Vorgénge bei
einer akuten Lungenschidigung verwendet (Krakauer, 2002; Hjort et al., 2003; Lee et al., 2004;
Wottrich et al., 2004; Rothen-Rutishauser et al., 2005). Tripel-Kulturen, bestehend aus einer Ko-
Kultur der etablierten alveolo-kapilldren Barriere mit Alveolarmakrophagen oder Monozyten stellen
daher einen weiteren Schritt zur Verwirklichung eines in vitro Modells dar, das die in vivo Situation

der Alveole moglichst exakt nachahmt.
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5 Zusammenfassung
Aufgrund ihrer groBen Oberfliache, ihrer Barrierefunktion und der synthetischen Aktivitit der

beteiligten Zelltypen ist die alveolo-kapilldre Einheit das funktionell wichtigste Element der Lunge
und damit haufig Ort akuter Lungenschdden. Das Alveolarepithel spielt eine wichtige Rolle bei der
Aufrechterhaltung der alveoldren Barriere und der pulmonalen Surfactantproduktion. Das Endothel
hélt die semipermeable Barriere zum GefdBlumen aufrecht und ist ein wesentlicher Vermittler
inflammatorischer Signale. Wenn diese Eigenschaften im Rahmen einer akuten Lungenschidigung
bzw. eines Lungenversagens beeintrachtigt sind, kann es zum Lungenddem bis zum Verlust der
respiratorischen Funktionen kommen. Aussagen zur Bedeutung einzelner Zelltypen bei einer akuten
Lungenschiddigung werden durch den komplexen Aufbau des Lungengewebes erschwert. In vitro
Zellkulturmodelle spezifischer Zelltypen des Lungengewebes unterstiitzen die Aufkldrung molekularer
Ursachen schéadigender Einfliisse und tragen so zum Versténdnis der Pathogenese von Lungenschéden
bei. Ziel der Promotionsarbeit war daher die Etablierung einer humanen distalen respiratorischen Einheit zur
Untersuchung von Wirkmechanismen einer akuten Lungenschadigung.

Um die rdumliche Anordnung der in vivo Situation der alveolo-kapilliren Einheit nachzuahmen,
wurde als Ko-Kulturmodell eine Kultur humaner Alveoloarepithelzellen vom Typ II (hATII Zellen)
mit mikrovaskuldren Endothelzellen auf den beiden Seiten einer mikropordsen Filtermembran
(Bilayer) gewdhlt. Als Testsystem fiir Mehrfachbestimmungen wurde die Bilayer-Ko-Kultur an ein 24-
Well Filtersystem, HTS 24-Transwell Filter Platte, angepasst. Ein Kriterium fiir die Differenzierung war
der Aufbau einer intakten Barriere mit ausgeprégten Zell-Zell-Kontakten, die im Verlaufe der Kultur
iiber die Messung der ,,Transbilayer Electrical Resistance” (TER) und die Markierung von Proteinen
der Tight und Adherens Junctions nachgewiesen wurde. Zunéchst wurden verschiedene hATII-éhnliche
Epithelzell-Linien (A549, NCI H441, NCI H820) mit der endothelialen Zell-Linie ISO-HAS-1 ko-kultiviert.
ISO-HAS-1 zeigten konstitutive wie induzierbare phénotypische Merkmale, welche denen primér
isolierter humaner pulmonaler Endothelzellen (HPMEC) dhnlich waren. Dariiber hinaus wurde die Ko-
Kultur der epithelialen Zell-Linien mit HPMEC etabliert und vergleichend analysiert. Dazu wurde der
Einfluss des Glukokortikoids Dexamethason auf die Ausbildung einer funktionellen Barriere mittels
Immunfluoreszenz, Elektronenmikroskopie und Transport-Experimenten untersucht.

Ein differenzierter Monolayer von NCI H441 mit ausgeprigten Zell-Zell-Kontakten konnte in Bilayer-Ko-
Kultur mit ISO-HAS-1 oder HPMEC durch die Zugabe von Dexamethason (1 uM) unter Verwendung eines
serumhaltigen Mediums induziert werden. Auf diese Weise wurde eine von Tag 10 bis Tag 12 phénotypisch
stabile Ko-Kultur mit TER-Werten um 500 Q x cm’ erhalten, die einem intermediiir dichten Epithel
entsprachen. Der Aufbau eines polarisierten epithelialen Monolayers mit apikal-basolateraler Differenzierung
und typischen Zell-Zell-Verbindungen konnte mittels Transmissionselektronenmikroskopie gezeigt werden.
NCI H441 zeigten konstitutive wie induzierbare biochemische Merkmale, die denen primér kultivierter hATII
Zellen dhnelten. Die TER-Werte der Bilayer-Ko-Kulturen der Zell-Linie NCI H441 waren jedoch deutlich
niedriger als die TER-Werte der Bilayer-Ko-Kulturen primér isolierter hATII Zellen mit HPMEC
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(>1000Qx cmz). Zudem exprimierten die NCI H441 ein fiir bronchiale Clarazellen spezifisches Protein
(CC-10). Die Zell-Linie NCI H441 scheint Eigenschaften der nah verwandten hATII Zellen und Clarazellen
zu vereinen. Im Hinblick auf die Freisetzung der sekundéreren Immunmediatoren IL-8 und MCP-1 und die
fehlende Freisetzung von RANTES nach Stimulation waren NCI H441 den hATII Zellen dhnlicher als die
héufig als hATII-analog eingesetzte Zell-Linie A549. Mit der Expression von RANTES und VCAM-1,
die von hATII Zellen nicht gebildet wurden, wiesen A549 immunmodulatorische Eigenschaften von
Bronchialzellen auf. AuBerdem erfiillten A549 ein wichtiges Kriterium der alveolaren Grenzschicht
nicht, sie bildeten trotz zahlreicher Variationen der Kulturbedingungen keine dichte epitheliale
Barriere mit intakten Zell-Zell-Verbindungen aus. Die dritte epitheliale Zell-Linie NCI H820 verlor in
serumhaltigen Medium viele Eigenschaften von ATII Zellen und wurde daher, trotz hoher TER-Werte
um 1000 Q x cm” in Mono-Kultur, fiir die Ko-Kultur nicht weiter beriicksichtigt.

Eine Ko-Kultur humaner Primérzellen, hATII Zellen und HPMEC, wurde in dieser Arbeit erstmals
erfolgreich als Bilayer etabliert. Dabei war der Einsatz primérer hATII Zellen direkt nach der Isolation (in PO)
notwendig. Um einen Monolayer der Alveolarepithelzellen aufrecht zu erhalten, musste Serum im
Kulturmedium verwendet werden, das wiederum die Transdifferenzierung der hATII Zellen zu ATI-
dhnlichen Zellen begiinstigte. Morphologisch zeigte die Bilayer-Ko-Kultur der Primérzellen nach 7 bis
10 Tagen alveoldre Epithelzellen mit ATII- und ATI-dhnlichen Phinotypen und TER-Werten von
1800-2600 Q x cm’. Dabei waren die TER-Werte der Bilayer-Ko-Kulturen stets um ca. 300-500 Q x cm’
hoher als die TER-Werte der entsprechenden Mono-Kulturen der Alveolarepithelzellen. Diese
erhohten TER-Werte der Bilayer-Ko-Kultur wiesen auf die Existenz von zwei separaten Barrieren,
einer endothelialen und epithelialen Barriere, hin.

In einer funktionellen Studie wurden die Eigenschaften ko-kultivierter Primérzellen nach Stimulation mit
Zytokinen mit denen ko-kultivierter NCI H441 mit HPMEC vergleichend analysiert. Dabei reagierten die
priméren Bilayer-Ko-Kulturen wie die Zell-Linien mit einer Reduktion der TER-Werte nach Stimulation mit
TNF-o. und TNF-a0 + IFN-y, jedoch zeitverzogert. Desweiteren zeigten beide Ko-Kulturen ein &hnliches
Expressionsmuster nach basolateraler bzw. apikaler Stimulation. Eine Aktivierung von epithelialer bzw.
endothelialer Seite konnte eindeutig unterschieden werden, da die Endothelzellen nach Stimulation mit einer
wesentlich hoheren Freisetzung sekundérer Immunmediatoren reagierten als die Epithelzellen.

Mit zwei funktionellen Barrieren in vitro ahmt das entwickelte Ko-Kulturmodell den Aufbau der
alveolo-kapilldren Einheit in vivo nach. Dadurch ermdglicht es Untersuchungen an zwei getrennten
Kompartimenten: dem apikalen Kompartiment, das dem alveoldren Lumen entspricht, und dem
basolateralen Kompartiment, das dem vaskuldren Lumen entspicht. Durch die Ausbildung einer
dichten epithelialen Barriere, die bei den bisher beschriebenen Ko-Kulturmodellen mit A549 Zellen
nicht gezeigt wurde, scheinen die in dieser Arbeit entwickelten Ko-Kulturmodelle der Zell-Linien
NCI H441 mit ISO-HAS-1 bzw. HPMEC besser geeignet, bestimmte Aspekte einer akuten Lungen-
schiddigung an einer intakten alveolo-kapilldren Barriere in vitro zu untersuchen, als dies bisher

moglich war.
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A. Bestimmung der Zellzahl im Verlauf der Kultur mit verschiedenen Medien
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Abb. I  Proliferationskurve von ISO-HAS-1 in verschiedenen Medien. Entwicklung der

Zellzahl im Verlauf der Kultur von ISO-HAS-1 in M199 ( @&—@ ), MCDB 131
(O — — O ), und PC-Medium ( + - - - -+ ) mit 5% FKS und bFGF/Heparin
(2,5 ng/10 ug/ml), Vorkultur in PC bzw. MI199-Medium mit 15% FKS und
bFGF/Heparin (2,5 ng/10 ug/ml). Die Wachstumskurve von ISO-HAS-1 erreichte nach
10 Tagen in allen Medien ein Plateau, wobei die Zellzahlen in MCDB 131 und PC-
Medium dhnlich hoch waren.
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Abb. II Proliferationskurve von STI-6.R in verschiedenen Medien. Entwicklung der Zellzahl

im Verlauf der Kultur von STI-6.R in MI99 ( e—e ), MCDB 131
( ©— — 0), und PC-Medium ( + - - - -+ ) mit 5% FKS und bFGF/Heparin
(2,5 ng/10 ug/ml), Vorkultur in PC bzw. MI199-Medium mit 15% FKS und
bFGF/Heparin (2,5 ng/10 ug/ml). Die Zellzahl von STI-6.R stieg unabhdngig vom
Medium stetig an.
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10ES | Zellzahl 2
B CASYSTAT -  Diagram
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Abb. IIlI Proliferationskurve von A549 in verschiedenen Medien. Entwicklung der Zellzahl im
Verlauf der Kultur von A549 in M199 ( &—@ ), MCDB 131 (O— — O ), und
PC-Medium ( +- - - -+ ) mit 5% FKS und bFGF/Heparin (2,5 ng/10 ug/ml), Vorkultur
in PC bzw. M199-Medium mit 15% FKS und bFGF/Heparin (2,5 ng/10 ug/ml). Die
Zellzahl von A549 stieg unabhdngig vom Medium stetig an.

B. Zellzahl und Differenzierung im Verlauf der Kultur mit verschiedenen Serum-

konzentrationen

10E5 |Zellzahl pro cm2 )
CASYSTAT S Diagrat
5,000 | Calibration 0- 30 um
150-HAS MCDE 131
Serurnkonz 1%, 3%, 5%
IZo-HAS, MCDE
4.000 | 1.File: 1% FKS, BbFGF
Z.File: 3% FES, bFGF
3 File: 5% FE3, bFGF
] Axi= ¥ Linear; ¥ Linear
3.000 ] 1.Files: 7 Counta/ml
Line
MNorm X
1 Cursor 10.2-30.0um
2.Files: 7 Counts/ml
2.000 | R Line e
l MNorm X
Cursor 10.1-30.0um
3.Files: 7 Counts/ml
Line = 4--------
Norm HNone
Cursor 10.1-30.0um
0 2 4 B g 10 12 14
Kulturdauer in Tagen

Abb. IV Proliferationskurve von ISO-HAS-1 mit verschiedenen Serumkonzentrationen.
Entwicklung der Zellzahl im Verlauf einer Kultur von ISO-HAS-1 in MCDB 131 mit
bFGF/ Heparin (5 ng/10ug/ml) und 1% ( @&—@ ), 3% (O — — O ) bzw. 5%
( +----+) FKS, Vorkultur in MCDB 131 mit bFGF/Heparin (5 ng/10ug/ml) und 15%
FKS). Die Wachstumskurve von ISO-HAS-1 erreichte nach 10 Tagen in Ko-Kultur-
medium mit 5% FKS ein Plateau. Bei einer Serumkonzentration von 3% FKS wurde
das Plateau erst am Tag 14 erreicht. Mit 1% FKS in Ko-Kulturmedium wurde die
maximale Zellzahl bis zum Tag 14 nicht erreicht.
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Abb. V' Proliferationskurve von A549 mit verschiedenen Serumkonzentrationen. Entwicklung
der Zellzahl im Verlauf einer Kultur von A549 in MCDB 131 mit bFGF/Heparin
(5 ng/10ug/ml) und 1% ( @—@®@ ), 3% (O — — O ) bzw. 5% ( +- - - -+ ) FKS,
Vorkultur in MCDB 131 mit bFGF/Heparin (2,5 ng/10ug/ml) und 5% FKS. Bei einer
Serumkonzentration von 5% und 3% FKS stieg die Zellzahl von A549 in Ko-
Kulturmedium stetig an. Die Wachstumskurve von A549 erreichte nach 10 Tagen in Ko-
Kulturmedium mit 1% FKS ein Plateau.
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Abb. VI Immunzytochemische Markierung des Zell-Zell-Kontaktmolekiils PECAM-1 bei ISO-
HAS-1 und E-Cadherin bei A549 in Ko-Kulturmedium mit 1%, 3% und 5% FKS.
ISO-HAS-1 (A-C) bzw. A549 (D-F) in MCDB 131 mit 1, 3 bzw. 5% FKS. Markierung
von Caveolin-1 (DAB, braun) und E-Cadherin (AP, rot) mittels Immunzytochemie am

Tag 14 (100x)

III



IV

ANHANG

C. Bestimmung der Zellzahl im Verlauf der Kultur mit serumfreiem Medium
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Abb. VII Proliferationskurve von ISO-HAS-1 und A549 in serumfreiem Medium. Entwicklung
der Zellzahl im Verlauf einer Kultur von ISO-HAS-1 (O— — O ) und A549 (0——@)
in MCDB 131 mit ITS *, Vorkultur in MCDB 131 mit bFGF/Heparin (5 ng/10ug/ml)
und 5% FKS bis zum Tag 3. In serumfireiem Medium erreichte die Wachstumskurve von
ISO-HAS-1 nach 4 Tagen ein Plateau. Die Wachstumskurve von A549 Zellen erreichte
nach 10 Tagen in serumfreiem Medium ein Plateau, wobei die Zellzahl 4fach hoher als
die der ISO-HAS-1 Zellen war.
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D. Expression von Differenzierungsmarkern im Verlauf der Kultur mit serumfreiem
Medium

Abb. VIII Immunzytochemische Markierung des Zell-Zell-Kontaktmolekiiles PECAM-1 und

Abb. IX

von Fibronektin (FN) bei ISO-HAS-1 im Verlauf der Kultur in serumfreiem Ko-
Kulturmedium. ISO-HAS-1 in MCDB 131 mit 5% FKS bis Tag 3, ab Tag 3 ITS".
Markierung von PECAM-1 (AP ,rot) mittels Immunzytochemie am Tag 5, 10, 14 (100x),
Markierung von FN (DAB, braun) und PECAM-1 (AP, rot) mittels Immunzytochemie
am Tag 3, 7, 12 (100x).

Immunzytochemische Markierung des Zell-Zell-Kontaktmolekiiles E-Cadherin und
von Cavoelin-1 bei A549 im Verlauf der Kultur in serumfreiem Ko-Kulturmedium. A549
in MCDB 131 mit 5% FKS bis Tag 3, ab Tag 3 ITS". Markierung von Caveolin-1 (DAB,
braun) und E-Cadherin (AP, rot) am Tag 3, 5, 7, 10, 12, 14 (200x)

v
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