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1. Zusammenfassung

Unter akuten und chronischen Lungenerkrankungen wie der Pneumonie, der
Mukoviszidose (CF) und auch der chronisch obstruktiven Lungenerkrankung (COPD)
leiden Millionen von Menschen weltweit. Diese Erkrankungen kénnen mit einer
mukosalen und systemischen Hypoxie einhergehen. Durch Pathogene kommt es zu
Infektionen, die den Verlauf der Erkrankungen mafRgeblich beeinflussen kdnnen.
Besonders Patienten mit Asthma bronchiale, CF oder COPD leiden unter
Exazerbationen. Angeborene Immunfunktionen von Atemwegsepithelzellen sollen
die Kolonisation und die Infektion der Lunge mit Pathogenen verhindern. Dabei ist
die Auswirkung einer bestehenden Hypoxie auf die Immunabwehr der

Atemwegsepithelzellen noch nicht vollstandig geklart.

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkungen der Hypoxie auf die Regulierung
angeborener Immunmechanismen von Atemwegsepithelzellen und die Rolle des
Hypoxie-induzierbaren Faktors-1 (HIF-1), der unter hypoxischen Bedingungen in der

Zelle stabilisiert wird, bei Infektionen zu untersuchen.

Es wurden primare Atemwegsepithelzellen und die bronchiale epitheliale Zelllinie
Calu-3 unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen (2% Sauerstoff) kultiviert
und mit Bakterien und bakteriellen Faktoren stimuliert. Hierbei zeigte sich, dass
Hypoxie die Aktivierung angeborener Immunmechanismen von
Atemwegsepithelzellen hemmt. Die Atemwegsepithelzellen bildeten nach der
Inkubation mit Pseudomonas aeruginosa und den spezifischen Liganden flr die Toll-
ahnlichen Rezeptoren (TLR) 3 (Polyl:C) und 5 (Flagellin) unter Hypoxie signifikant
weniger Entzindungsmediatoren (IL-6, IL-8, IP-10) und antimikrobielles Peptid
(AMP) hBD-2 (humane pB-Defensin 2). Infektionsversuche mit polarisierten
Atemwegsepithelzellen zeigten, dass unter Hypoxie P. aeruginosa auf der
Zelloberflache besser uberleben.

Ebenso wurde die Rolle von HIF-1 bei der Regulation der angeborenen
Immunantwort von Atemwegsepithelzellen mit siRNA-Experimenten und dem HIF-
1a-Stabilisator Cobalt(ll)chlorid untersucht. Eine verminderte Expression von HIF-1a
in Atemwegsepithelzellen fuhrte zu einer erhdhten Expression und Abgabe von
Entzindungsmediatoren unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen. Die

Stabilisierung von HIF-1a mittels Cobalt(ll)chlorid flhrte hingegen zu einer
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verminderten Bildung von Entzindungsmediatoren nach der Stimulation mit
P. aeruginosa und Polyl:C.

Um zu untersuchen, wie sich die Hypoxie auf die pulmonale Entzindung im
Mausmodell auswirkt, wurden Mause fur vierundzwanzig Stunden unter Normoxie
oder Hypoxie (10% Sauerstoff) gehalten und die Lungen mit hitzeinaktivierten
P. aeruginosa infiziert. AnschlieRend wurde die Mause fur weitere vierundzwanzig
Stunden unter Normoxie oder Hypoxie gehalten. Es zeigte sich, dass in den Lungen
von Mausen, die der Hypoxie ausgesetzt waren, weniger Entzindungsmediatoren

gebildet wurden.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass Hypoxie die angeborenen Immunmechanismen
von Atemwegsepithelzellen Uber HIF-1 supprimiert und legt nahe, dass Hypoxie
mikrobielle Infektionen an der mukosalen Oberflache der Lunge beglnstigt. Fur die
Therapie und den Verlauf von Erkrankungen, die mit Hypoxie und Infektionen

einhergehen, kénnten diese Erkenntnisse von Bedeutung sein.



Summary

An examination of the impact of hypoxia and the hypoxia-inducible factor 1 on

the innate immune response of respiratory epithelial cells

Millions of people worldwide suffer from acute and chronic diseases of the lung such
as pneumonia, cystic fibrosis (CF) and chronic obstructive pulmonary disease
(COPD). These diseases are associated with mucosal and systemic hypoxia.
Infections can have a huge impact on the course of the disease. Especially patients
with asthma, CF or COPD suffer under exacerbations. Innate immune functions of
respiratory epithelial cells are required to prevent colonisation and infection of the
lung with pathogens. However, the impact of hypoxia on the innate immune defence

of respiratory epithelial cells still remains unclear.

The aim of this thesis was to examine the role of hypoxia and of the hypoxia-
inducible factor 1 (HIF-1) which is stabilized under hypoxic conditions in the

regulation of innate immune mechanisms of respiratory epithelial cells.

Primary respiratory epithelial cells and the bronchial epithelial cell line Calu-3 were
cultured under normoxic and hypoxic (2% oxygen) conditions and stimulated with
bacteria and bacterial factors. The results showed that hypoxia inhibits the activation
of innate immune mechanisms of respiratory epithelial cells. Respiratory epithelial
cells produce significantly less inflammatory mediators (IL-6, IL-8, IP-10) and
antimicrobial peptide (AMP) hBD-2 (human B-defensin 2) under hypoxia after
incubation with Pseudomonas aeruginosa and specific Toll-like receptor ligands
(TLR) 3 (polyl:C) and 5 (flagellin). Infection experiments with polarised respiratory
epithelial cells showed a better survival of P. aeruginosa on the cell surface under
hypoxia.

In addition the role of HIF-1 in the regulation of the innate immune response of
respiratory epithelial cells was investigated with siRNA experiments and the HIF-1a
stabilizer cobalt(ll) chloride. A reduced expression of HIF-1a in respiratory epithelial
cells led to an increased expression and release of inflammatory mediators under
normoxic and hypoxic conditions. The stabilisation of HIF-1a with cobalt(ll) chloride
led to a reduced production of inflammatory mediators after stimulation with

P. aeruginosa and polyl:C.



To examine the impact of hypoxia on the inflammatory response of the lung, mice
were incubated under normoxia or hypoxia (10% oxygen) for twenty-four hours
followed by the infection of the lungs with heat-inactivated P. aeruginosa. Afterwards,
mice were incubated for another twenty-four hours under normoxia or hypoxia. Less
inflammatory mediators were produced in lungs of mice that were exposed to

hypoxia.

The presented thesis shows that hypoxia suppresses innate immune mechanisms of
respiratory epithelial cells via HIF-1 and suggests that hypoxia promotes microbial
infections on the mucosal surface of the lung. These findings could be of importance
for the therapy and course of diseases that are associated with hypoxia and

infections.



2. Einleitung
2.1. Das Atemwegsepithel und Erkrankungen der Atemwege

2.1.1. Aufbau des Epithels der Atemwege

Von den oberen Atemwegen bis zu den respiratorischen Bronchiolen erstreckt sich
das humane Atemwegsepithel. Es besteht aus einem pseudomehrschichtigen,
zylindrischen Flimmerepithel, dessen Dicke immer weiter abnimmt, je tiefer man in
die Atemwege gelangt. Die Mehrheit der Zellen sind Flimmerzellen, die mit
koordinierten Bewegungen ihrer Zilien den die Bronchien auskleidenden Schleim zur
Trachea transportieren, sodass Schmutzpartikel aus der Lunge abtransportiert
werden kdénnen (Murray 1978, Welsch 2010). Neben den Flimmerzellen finden sich
im Atemwegsepithel noch mukussezernierende Becherzellen, Clara-Zellen und
Basalzellen, aus denen sich die verschiedenen Zelltypen differenzieren. Der die
Atemwege auskleidende Flussigkeitsfiim setzt sich letztendlich aus dem in den
Alveolen gebildeten Surfactant, den Produkten aus den subepithelial gelegenen
seromukdsen Schleimdrisen und dem Sekret der sich im Epithel befindenden
Clarazellen und Becherzellen zusammen (Morgenroth K. 1990).

Die Atemwegsepithelzellen sind Uber sogenannte tight junctions, die aus integralen
und peripheren Membranproteinen bestehen, eng miteinander verbunden. Hierdurch
wird die epitheliale Integritdt gewahrleistet und Pathogene werden an einer
Translokation durch das Epithel gehindert (Clarke, Francella et al. 2011). Allerdings
fungiert das Epithel nicht nur als mechanischer Schutzwall. Zusammen mit den
verschiedenen Zellen des angeborenen Immunsystems wie den Dendritischen Zellen
und Alveolarmakrophagen sowie denen des spezifischen Immunsystems, zu
welchen Immunzellen des bronchusassoziierten lymphatischen Gewebes wie
Plasmazellen, T-Lymphozyten und M-Zellen gehoéren, tragt es entscheidend zur
Immunitat der Lunge bei (Martin, Frevert 2005, Welsch 2010). Um das Wachstum
von Mikroben auf der Mukosa zu inhibieren sezernieren Atemwegsepithelzellen
verschiedene Faktoren wie AMP, Lysozyme, Lactoferrine, Muzine und Siderocaline
(Parker, Prince 2011, Seiler, Lepper et al. 2014).



2.1.2. Kolonisierung des Atemwegsepithels mit bakteriellen Pathogenen

Bis zu einem gewissen Grad erlaubt die Mukosa der oberen Atemwege eine
bakterielle Kolonisierung, wahrend die Lunge weitestgehend steril ist (Whitsett,
Alenghat 2015). Voraussetzung fur eine Infektion mit extrazellularen bakteriellen
Pathogenen wie Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influzenzae und
P. aeruginosa ist die Kolonisierung der Atemwege (Sadikot, Blackwell et al. 2005,
Siegel, Weiser 2015). Gerade fur humane Pathogene wie S. pneumoniae und
H. influzenzae sind die oberen Atemwege die hauptsachliche biologische Nische, die
sie meist entlang der epithelialen Oberflachen des Nasopharynx symptomlos
kolonisieren (Beisswenger, Lysenko et al. 2009). Zu Erkrankungen kann es kommen,
wenn solche Pathogene in die Lunge, in das Mittelohr oder in den Blutkreislauf
gelangen (Weiser 2010). Eine Infektion setzt die Adhasion des Erregers auf der
Oberflache des Epithels, ein Uberwinden des Immunsystems und unter Umstanden
eine transepitheliale Migration voraus. Virulenzfaktoren, die von Bakterien produziert
werden, unterstitzen diese Vorgange (Beisswenger, Lysenko et al. 2009, Weiser
2010). Viele chronische Lungenerkrankungen, wie die COPD und die CF, sind mit
einer Schwachung der mukosalen Immunantwort verbunden, was zu einer
Ubermaligen Kolonisierung der Atemwege beitragt. Auch exogene Faktoren wie
Zigarettenrauch und Umweltgifte beglinstigen bakterielle Infektionen der Atemwege

(Almirall, Gonzalez et al. 1999, Herr, Beisswenger et al. 2009).

2.1.3. Atemwegserkrankungen

Weltweit leiden Millionen von Menschen an Atemwegserkrankungen. Eine fUhrende
Todesursache in Entwicklungslandern sind akute Atemwegsinfekte, die jahrlich etwa
vier Millionen Todesopfer fordern, darunter vor allem Kinder (Ferkol, Schraufnagel
2014). Auch in den Industrielandern gehért die Pneumonie zu den haufigsten
Todesursachen. Trotz Antibiotika haben schwere Pneumonien in Europa eine
Mortalitat von bis zu 48% (Welte, Torres et al. 2012).

Bei den Pneumonien werden die ambulant erworbene Pneumonie (CAP, community
acquired pneumnonia) und die nosokomial erworbene Pneumonie unterschieden.
Nicht immer kann ein bestimmter Erreger als Ursache fur die Infektion identifiziert
werden, ist dies aber der Fall, so handelt es sich bei der CAP in den meisten Fallen
um S. pneumoniae (Woodhead 2002). Bei einer Pneumonie kommt es auf Grund des

direkten Einwirkens des Pathogens wund der hiermit einhergehenden
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Entzindungsantwort in der Lunge zu einer Schadigung der epithelialen und
endothelialen Integritat mit Lungenschaden, woraus auch eine Verschlechterung des
Gasaustausches resultiert (Hippenstiel, Witzenrath et al. 2007). Wie stark die
Zerstorung des Gewebes dabei ausfallt, hangt einerseits von der kdorpereigenen
Immunabwehr, andererseits von dem vorliegenden Erreger ab. So tragt z.B. der
Virulenzfaktor Pneumolysin von S. pneumoniae Uber eine Steigerung der
GefaRpermeabilitat entscheidend zu der Bildung von Odemen bei (Witzenrath,
Gutbier et al. 2006). Eine Pneumonie kann zu einer Sepsis und dem Versagen eines
oder mehrerer Organe mit letalem Ausgang flhren (Dremsizov, Clermont et al.
2006).

Chronisch obstruktive Lungenerkrankungen wie die COPD, die eine fuhrende
Todesursache in der industrialisierten Welt darstellt und deren Pravalenz bei 200
Millionen liegt, sowie das Asthma bronchiale mit einer Pravalenz von 235 Millionen
(Ferkol, Schraufnagel 2014), kénnen v.a. durch Infektionen exazerbieren (Sethi
2010, Roca, Verduri et al. 2013). Zu den haufigsten Auslésern einer viralen
Exazerbation bei Asthma bronchiale gehéren humane Rhino-, respiratorische
Synzytial-, Adeno-, Metapneumo-, Corona-, Influenza-, und Parainfluenzaviren
(Costa, Costa et al. 2014). Bakterielle Erreger flr eine Exazerbation sollen
Mykoplasma pneumoniae und Clamydia pneumoniae sein (Singh, Busse 2006). Bei
der COPD sind die haufigsten zu einer Exazerbation fihrenden Viren Adeno-,
Corona-, humane respiratorische Synzytial-, Influenza- und Parainfluenzaviren.
Handelt es sich um eine bakterielle Genese, so liegen vor allem die Erreger
H. influenza, Moraxella catarrhalis, P. aeruginosa und S. pneumoniae (Wedzicha,
Seemungal 2007) vor. Bei einer Exazerbation steigt die bakterielle Belastung deutlich
an, die Entzindungsantwort wird durch eine kombinierte Infektion mit Bakterien und
Viren verstarkt (Wilkinson, Hurst et al. 2006). Auf Grund der starken
Einschrankungen der Lebensqualitat von Patienten (Miravitlles, Anzueto et al. 2007),
der erhohten Mortalitdt (Suissa, Dell'Aniello et al. 2012) und der
gesundheitsbkonomisch ~ bedeutsamen hohen  Behandlungskosten  stellen
Exazerbationen bei der COPD ein besonderes Problem dar (Bauer, Welte et al.
2005, Dalal, Christensen et al. 2010).

Auch bei Patienten mit restriktive Lungenerkrankungen spielen Exazerbationen eine
zentrale Rolle und der Krankheitsverlauf wird maf3geblich durch diese beeinflusst
(Han, Zhou et al. 2014). Bei der CF flhrt eine Mutation im Cystic Fibrosis
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Transmembrane Regulator (CFTR)-Gen zu einem Defekt im Cl-Kanal. Viele Organe
sind hiervon betroffen, wobei die pulmonale Symptomatik zumeist im Vordergrund
steht. Der Defekt fuhrt zu der Bildung eines zahen Schleims, der die Atemwege
verstopft (Kreda, Davis et al. 2012). Die Dehydrierung in den Atemwegen begunstigt
das Auftreten von Infektion, was ein positiver Effekt auf den Krankheitsverlauf durch
Rehydrierung zeigen konnte (Boucher 2007). Versuche mit CF-Mausen und
-Schweinen zeigten bereits kurz nach der Geburt eine generelle Schwache der
Immunabwehr (Stoltz, Meyerholz et al. 2010, Ng, Zhou et al. 2014). Die
Kolonisierung der Atemwege wird begunstigt und es kommt zu Exazerbationen, bei
denen eine hohere Konzentration von Erregern, in der Regel P. aeruginosa,
nachgewiesen werden kann. Bei den Pseudomonaden handelt es sich dabei in den
meisten Fallen nicht um einen neuen Bakterienstamm, sondern um einen durch
Voruntersuchungen bereits bekannten Stamm (Aaron, Ramotar et al. 2004). Je alter
die Patienten sind, desto haufiger treten Exazerbationen auf. Neuere Daten zeigen,
dass nur 52% aller Patienten mit schwerer Exazerbation der CF nach einer

intensivmedizinischen Versorgung ein Jahr Uberleben (Goss, Burns 2007).

2.2. Das angeborene Immunsystem der Lunge

Uber die eingeatmete Luft gelangen sténdig Pathogene und Fremdstoffen in die
Atemwege. Um die Lunge vor Infektionen zu schitzen, ist deshalb ein komplexes
Abwehrsystem notwendig. Das Immunsystem hat die Aufgabe, die Lunge mdglichst
steril zu halten. Dabei ist noch nicht sicher geklart, ob es eine permanente
Kolonisierung der unteren Atemwege mit Erregern gibt. Inwiefern bei der Lunge von
einem Mikrobiom gesprochen werden kann, ist unklar. Im Allgemeinen wird davon
ausgegangen, dass die Lunge bei gesunden Individuen nahezu einem sterilen Raum
gleicht (Whitsett, Alenghat 2015), wahrend bei Patienten mit Lungenerkrankungen
wie COPD und CF die Atemwege fortwahrend mit Mikroben belastet sind (Harris, De
Groote et al. 2007, Erb-Downward, Thompson et al. 2011).

Es konnte gezeigt werden, dass Atemwegsepithelzellen einen unverzichtbaren Anteil
an der angeborenen Immunabwehr der Lunge haben (Skerrett, Liggitt et al. 2004,
Whitsett, Alenghat 2015).
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2.2.1. Mustererkennungsrezeptoren

Um die Infektion mit Pathogenen zu verhindern bzw. eine adaquate Immunantwort
hervorrufen zu kdénnen, verfligen Zellen des angeborenen Immunsystems Uber
sogenannte Mustererkennungsrezeptoren (PRRs, Pattern-recognition receptors).
Hiermit kdbnnen Erreger intra- und extrazellular Gber Pathogen-assoziierte molekulare
Muster (PAMPs, Pathogen-associated molecular patterns) wie z.B.
Lipopolysaccharide (LPS), bakterielle Lipoproteine oder doppelstrangige RNA
erkannt werden. Die Erkennung von PAMPs Uber PRRs erlaubt eine schnelle
Aktivierung angeborener Immunmechanismen, was die Induktion von pro-
inflammatorischen  Zytokinen und  AMP  beinhalt. PRRs, die von
antigenprasentierenden Zellen exprimiert werden, sind aber auch fir die Einleitung
einer adaptiven Immunantwort entscheidend. TLR gehéren zu den am Besten
untersuchten PRRs. Bei Menschen konnten bereits zehn verschiedene TLR
identifiziert werden, die jeweils verschiedene PAMPs erkennen. TLR 1, 2, 5 und 6
werden an der Zelloberflache exprimiert. TLR-2 erkennt zusammen mit TLR-1 oder
TLR-6 Lipoproteine und TLR-5 erkennt bakterielles Flagellin. TLR-4 ist der Rezeptor
fur LPS und wird nach seiner Aktivierung von der Zelloberflache in das endosomale
Kompartiment transportiert. TLR 3, 7, 8 und 9 kommen hingegen ausschlieBlich
endosomal vor und erkennen Nukleinsauren von Bakterien und Viren (Kumar, Kawai
et al. 2011).

Wie die Zellen des angeborenen Immunsystems kann auch die
Atemwegsepithelzelle PAMPs von Erregern Uber PRRs detektieren (Beisswenger,
Lysenko et al. 2009, Parker, Prince 2011). Diese Erkennung fihrt zu einer Abgabe
von proinflammatorischen Zytokinen und zur Produktion von antimikrobiellen
Peptiden (AMP) (Martin, Frevert 2005, Beisswenger, Lysenko et al. 2009, Parker,
Prince 2011). So erkennt die Atemwegsepithelzelle z.B. P. aeruginosa uber das
bakterielle Flagellin mit TLR-5 und kann somit eine Immunantwort initiieren (Zhang,
Louboutin et al. 2005). Flagellin induziert Gber TLR-5 in Atemwegsepithelzellen die
Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen und AMPs (z.B. hBD-2) und
Muzinen (Parker, Prince 2011). Zu den pro-inflammatorischen Zytokinen gehdren
auch die in dieser Arbeit verwendeten IL-6 und IL-8 (Martin, Frevert 2005). Eine
Vielzahl an Viren wird Uber TLR-3, die doppelstrangige RNA erkennen, detektiert.
Auch Atemwegsepithelzellen exprimieren TLR-3. Polyl:C, ein synthetischer Ligand

fur TLR-3, fuhrt in Atemwegsepithelzellen zu einer starken Entziindungsantwort, die
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die Bildung von pro-inflammatorischen Zytokinen (z.B. IP-10, IL-8) und AMP
beinhaltet (Parker, Prince 2011). Bei einer Infektion verstarken die von Makrophagen
abgegebenen Zytokine die Entzindungsantwort von Atemwegsepithelzellen.
Makrophagen aktivieren Uber IL-18 und TNF-a Atemwegsepithelzellen, sodass es zu
einer erhdohten Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen und AMP kommt.
Die Aktivierung der Atemwegsepithelzellen mit IL-1B und TNF-a induziert auch eine
gesteigerte Expression von TLR auf der Zelloberflache, was zu einer verstarkten
Detektion von PAMPs durch die Atemwegsepithelzelle fihrt (Kao, Chen et al. 2004,
Huang, Kao et al. 2007, Parker, Prince 2011).

2.2.2. Zytokine

Zytokine sind eine heterogene Familie von Polypeptiden, die u.a. als Antwort auf das
Erkennen eines Pathogens bevorzugt sezerniert werden, aber auch in
membrangebundener Form vorkommen. Sie dienen zur Kommunikation der Zellen
untereinander und unterstitzen den Ablauf fur eine koordinierte Immunabwehr. Auch
Zellen, die nicht dem angeborenen oder adaptiven Immunsystem angehdren, sind in
der Lage Zytokine zu produzieren (Hollander 2006). Kommt es zu einer Form von
Stress, wie einer Infektion oder Ischamie, so werden Zytokine von den betroffenen
Zellen ausgeschuttet. Chemotaktische Zytokine sind in der Lage Entziindungszellen
in das betroffene Gewebe zu rekrutieren. Ein solches Zytokin ist IL-8, das ein
Lockmittel und Aktivator von neutrophilen Granulozyten darstellt. Das murine
Homolog von IL-8 ist KC (keratinocyte-derived chemokine). IL-18 und TNF z.B.
induzieren auch die Expression von endothelialen Adhasionsmolekilen, damit
Leukozyten in das betroffene Gewebe austreten kdnnen. Zusatzlich initiieren sie
Entzindungskaskaden, die in der Expression weiterer Zytokine, Chemokine und
AMPs munden (Dinarello 2000). Antientzindliche Zytokine, zu denen u.a. IL-4, IL-10,
IL-13 oder TGF-B gehdren, wirken hemmend auf die Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen. Sie verhindern eine zu starke Immunantwort
(Dinarello 2000). Auch im Atemwegsepithel kommt es Uber die Aktivierung von PRRs
zu der Abgabe von verschiedenen Zytokinen und Chemokinen wie IL-6, IL-8, TNF-a
und IL-1B. Daher sind auch Atemwegsepithelzellen bei Infektionen aktiv an der
Bildung, Aktivierung und Rekrutierung von Entzindungszellen in die Lunge beteiligt
(Parker, Prince 2011).
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2.2.3. Antimikrobielle Peptide

Uber 1200 AMP sind bereits beschrieben worden, von denen die meisten aus 12-50
Aminosauren bestehen. AMP fungieren als endogene Antibiotika, indem sie das
Wachstum von Bakterien auf der Zelloberflache direkt hemmen. In der Lunge sind
besonders Cathelizidine und Defensine zu finden (Seiler, Lepper et al. 2014).
Defensine werden in a- und [(-Defensine eingeteilt. a-Defensine werden von
neutrophilen Granulozyten gebildet, wahrend B-Defensine in erster Linie von
Epithelzellen sezerniert werden (Hollander 2006). Cathelizidine und Defensine sind
positiv geladen und ambiphatisch (Lai, Gallo 2009). Sie destabilisieren die
Zellmembranen von Bakterien und bilden ionendurchlassige Kanale. Dies fluhrt zu
einem Zusammenbruch des Membranpotentials und somit einem Verlust von
Zellbestandteilen (Lai, Gallo 2009). Sie kénnen daher das Wachstum von Mikroben
inhibieren und diese abtoten. AMP wirken aber auch auf die Entziindungsvorgange
im Organismus. So ist flir zahlreiche AMP eine chemotaktische Wirkung auf
EntzGndungs- und Immunzellen beschrieben. Sie regulieren auch die Aktivierung von
Immunzellen und die Ausschittung von Entzindungsmediatoren. Damit stellen sie
ein Bindeglied zwischen angeborenem und spezifischem Immunsystem dar (Lai,
Gallo 2009, Seiler, Lepper et al. 2014).

Wahrend a-Defensine bei Infektionen Uber rekrutierte neutrophile Granulozyten in die
Lunge gelangen, wird die Expression von B-Defensinen in Epithelzellen auf zellularer
Ebene reguliert. So wird die Expression des humanen B-Defensins 2 (hBD-2) in
Atemwegsepithelzellen Uber mikrobielle Stimuli und Zytokine reguliert (Singh, Jia et
al. 1998, Seiler, Lepper et al. 2014). Bei mikrobiellem Kontakt vermitteln
verschiedene TLR, wie zum Beispiel TLR3 und TLRS5, eine gesteigerte Expression
von hBD-2 in Epithelzellen (Proud, Sanders et al. 2004, Froy 2005). Aber auch von
Makrophagen abgegebene Zytokine wie IL-1p induzieren die hBD-2 Expression
(Singh, Jia et al. 1998, Tsutsumi-Ishii, Nagaoka 2003).

2.2.4. Entzindungszellen

Residente Alveolarmakrophagen sind in der Lage, Partikel und Mikroorganismen zu

phagozytieren (Morgenroth K. 1990). Kommt es zu einer akuten Infektion der Lunge,

wandern vermehrt Monozyten in die Alveolarraume ein und differenzieren sich zu

Makrophagen. Liegt keine Entzindung vor, werden gewebsstandige Makrophagen

nur sehr langsam durch neu einwandernde Monozyten ersetzt (Maus, Janzen et al.
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2006). Makrophagen phagozytieren aspirierte Mikroben und téten diese mit Hilfe von
antimikrobiellen Peptiden, Lysozymen, Proteasen und Sauerstoffradikalen ab (Sibille,
Reynolds 1990). Makrophagen produzieren auch Zytokine, Chemokine und
Arachidonsaure-Metabolite, wodurch Immunzellen, wie neutrophile Granulozyten,
rekrutiert werden (Rubins 2003). Aulerdem sind sie an der Auflésung der
Entzindung und Gewebshomobostase Dbeteiligt. So bilden sie auch
antiinflammatorische Zytokine wie IL-10, um eine Zerstérung des Lungengewebes
durch UbermaRige Inflammation zu verhindern, phagozytieren apoptotische Zellen
und unterstitzen Gewebereparatur (Kooguchi, Hashimoto et al. 1998, Rubins 2003).
Neutrophile Granulozyten phagozytieren komplementvermittelt oder
antikdrperabhangig Pathogene. Zur Elimination der Pathogene stehen ihnen hierfur
Granula zur Verfigung, die verschiedene Enzyme, wie z.B. Myeloperoxidase und
Lysozyme sowie antimikrobielle Enzyme beinhalten. Solange keine Infektion vorliegt,
befinden sich die neutrophilen Granulozyten im Blutkreislauf in Kontakt mit dem
Gefallendothel. Im Falle einer Infektion wandern die Zellen an den Ort der
Entzindung (Chemotaxis) und es kommt zu einer Migration (Diapedese) in das
Gewebe, wo die Phagozytose sowie Sekretion von Granula und toxischen Stoffen
erfolgt (Hollander 2006). Der Einstrom von Neutrophilen in der Lunge wird u.a. durch
IL-8 (bei der Maus KC) vermittelt (Strieter, Kunkel 1994). Andere Zytokine fordern die
Neubildung von Neutrophilen im Knochenmark. So kann der Kolonie-stimulierende
Faktor fur Granulozyten (G-CSF) die Produktion der Neutrophilen im Falle einer

akuten Infektion um das zehnfache steigern (Hollander 2006).
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2.3. Hypoxie

Ein verminderter Sauerstoffgehalt im Gewebe wird als Hypoxie (griech.: ,hypo’-
Lunter, ,oxys’-,sauer®) bezeichnet. Viele Pathologien des menschlichen Korpers
lassen sich in ihrer Ursache auf eine Hypoxie zurtckfihren oder ihr Verlauf wird

wesentlich von dieser beeinflusst (Semenza 2011).

2.3.1. Hypoxie und Inflammation

Auch Entzindungsvorgange konnen durch Hypoxie beeinflusst werden und auch
selber eine Hypoxie im Gewebe bedingen (Eltzschig, Carmeliet 2011). Gerade
Atemwegserkrankungen sind in ihren akuten und chronischen Formen mit einer
mukosalen und systemischen Hypoxie assoziiert (Rosenfeld, Emerson et al. 2001,
Schaible, Schaffer et al. 2010). So werden Lungenabschnitte bei der Exazerbation
einer COPD schlechter ventiliert und es kommt zu einem inhomogenem Ventilations-
Perfusions-Verhaltnis im Vergleich zu gesunden Individuen (Barbera, Roca et al.
1997). Eine mukosale Hypoxie konnte auch an den epithelialen Oberflachen der
Lunge von CF-Patienten festgestellt werden (Worlitzsch, Tarran et al. 2002).

Welche Rolle die Hypoxie bei der Entwicklung von Atemwegserkrankungen spielt
und welchen Effekt sie auf die Immunabwehr hat, ist noch nicht ausreichend geklart.
Aktuell liegen widersprichlichen Daten vor. Viele Verodffentlichungen zeigen, dass
Hypoxie Entziindungsvorgange foérdert (Madjdpour, Jewell et al. 2003). Andere Daten
legen jedoch nahe, dass die Hypoxie einen hemmenden Einfluss auf die
Inflammation haben kann. So produzieren primare humane Adipozyten unter
Hypoxie sowohl unstimuliert als auch nach Simulation mit TNF-a weniger Chemokine
wie IL-8 im Vergleich zu unter Normoxie inkubierte Zellen (Famulla 2010). Humane
Nabelschnur-Endothelzellen zeigen eine verminderte Expression von TLR-4 nach
achtundvierzigstindiger Hypoxie und da dieser Mustererkennungsrezeptor essentiell
fur die Detektion insbesondere von gram-negativen Bakterien ist, konnte dieser
Umstand eine adaquate Immunantwort gegen bestimmte Erreger verhindern (Ishida,
Kubo et al. 2002).
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2.3.2. Der Hypoxie-induzierbare Faktor 1

Erfahrt die Zelle eine verminderte Sauerstoffversorgung, so kommt es zur
Stabilisierung des Transkriptionsfaktors HIF-1 (Abb 1). Uber HIF-1 erfolgt die
Adaptation an einen verminderten Sauerstoffspiegel (Papandreou, Cairns et al.
2006). Im menschlichen Kérper kommt HIF als Heterodimer vor, der sich aus einer
o—Untereinheit, von der es drei Isoformen gibt (HIF-1a, HIF-2a, HIF-3a), sowie einer
B—Untereinheit (HIF-1B) zusammensetzt (Wiesener, Jurgensen et al. 2003,
Schofield, Ratcliffe 2004). HIF-1a wird wahrscheinlich in allen humanen Zellen
exprimiert, wahrend HIF-2a und HIF-3a ein nur limitiertes Expressionsmuster
aufzeigen (Semenza 2000).

Unter Normoxie wird HIF-1a durch die Prolyl-Hydroxylase sauerstoffabhangig
hydroxyliert (Abb. 1). Die Prolyl-Hydroxylase nutzt Sauerstoff als einen Kofaktor.
Dieser Vorgang ist notwendig, damit nun das von Hippel-Lindau
Tumorsuppressorprotein  mit HIF-1a interagieren und seine Degradation im
Proteasom einleiten kann (Semenza 2001). Liegt jedoch nicht genug Sauerstoff in
der Zelle vor, so fehlt der Prolyl-Hydroxylase ihr Cofaktor Sauerstoff und die
Degradation von HIF-1a bleibt aus. Die a- und B-Untereinheit kdnnen dann einen
Dimer und somit aktiven Transkriptionsfaktor bilden, der nun im Zellkern die
Genexpression reguliert (Epstein, Gleadle et al. 2001, Semenza 2001, Eltzschig,
Carmeliet 2011). Es kommt zu einer gesteigerten Expression der Enzyme der
Glykolyse, wahrend die Enzyme des Krebszyklus gehemmt werden. Zusatzlich wird
die Expression von Erythropoetin und VEGF hochreguliert (Semenza 2001). Mit
diesen Vorgangen adaptiert sich die Zelle bzw. der gesamte Organismus an den
Sauerstoffmangel.

Auch mikrobielle Stimuli fihren zu einer Stabilisation bzw. Aktivierung von HIF in
verschiedenen Zelltypen wie Epithelzellen, Tumorzellen, Makrophagen und
dendritischen Zellen (Blouin, Page et al. 2004, Koury, Deitch et al. 2004,
Peyssonnaux, Datta et al. 2005, Haeberle, Durrstein et al. 2008, Hartmann, Eltzschig
et al. 2008, Paone, Galli et al. 2010, Spirig, Djafarzadeh et al. 2010, Werth, Beerlage
et al. 2010, Legendre, Mooij et al. 2011). Dies ist ein Hinweis darauf, dass HIF
ebenfalls eine Rolle im angeborenen und adaptiven Immunsystem zu haben scheint.
So sind z. B. myeloide Zellen flr eine adaquate Entzindungsantwort auf HIF-1a
angewiesen (Cramer, Yamanishi et al. 2003). lhre bakterielle Kapazitat bei

Phagozytose wird Uber HIF-1a gesteigert (Peyssonnaux, Datta et al. 2005). In HIF-
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1a-defizienten Mause soll eine LPS-induzierte Sepsis weniger schwer verlaufen
(Peyssonnaux, Cejudo-Martin et al. 2007). Auch in Keratinozyten zeigte sich, dass
HIF-1a Uber die Regulation der Cathelicidin Expression und deren antibakteriellen
Aktivitat eine Rolle bei der angeborenen Immunantwort spielt (Peyssonnaux, Boutin
et al. 2008). Im Epithel des Darms steuert HIF-1a die basale Defensin-Expression
(Kelly, Glover et al. 2013). Experimentelle Mausversuche haben eine protektive

Wirkung von HIF-1a bei Colitis gezeigt (Karhausen, Furuta et al. 2004).

Q

a a
|
OHOH
B
a
a

Abb. 1: Regulation von HIF. Liegt genug Sauerstoff in der Zelle vor, so kommt es zu einer Hydroxylierung von
HIF-1a durch die Prolyl-Hydroxylase (PHD). AnschlieRend kann das von Hippel-Lindau Tumorsuppressorprotein
mit HIF-1a interagieren, wodurch es zum Abbau von HIF-1a im Proteasom kommt. Liegt hingegen nicht genug
Sauerstoff in der Zelle vor, kommt es zu keiner Hydroxylierung von HIF-1a. Die a-Untereinheit wird nicht
abgebaut und kann mit der B-Einheit einen Dimer und aktiven Transkriptionsfaktor bilden.
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2.4. Fragestellung

Die Assoziation von Atemwegserkrankungen mit einer Hypoxie ist bekannt.
Allerdings ist ihr Einfluss auf die Immunabwehr von Atemwegsepithelzellen noch
nicht ausreichend geklart. Die vorliegende Arbeit untersucht, wie sich die Hypoxie auf
die Entzindungsvorgange in Atemwegsepithelzellen auswirkt und welche Rolle der
Transkriptionsfaktor HIF-1 dabei spielt. Ein besseres Verstandnis Uber diese
Zusammenhénge soll dazu beitragen, Erkrankungen der Atemwege in Atiologie,
Pathogenese und Verlauf besser zu verstehen und somit deren Pravention,

einschliellich der Vermeidung von Exazerbationen, und Therapie zu optimieren.
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3. Material und Methoden

3.1. Zelllinien, Zellkulturmedien und Bakterien

3.1.1. Primare humane Atemwegsepithelzellen, Calu-3-Zellen und
Zellkulturmedien

Primare humane Atemwegsepithelzellen wurden intraoperativ bei Patienten aus der
Trachea und den Bronchien gewonnen. Zuvor erfolgte die Aufklarung und
Einwilligung der Patienten. Diesem Vorgehen stimmte die Ethikkommission der
Universitat des Saarlandes zu. Versuche wurden mit Zellen unterschiedlicher
Spender wiederholt, um reprasentative Ergebnisse zu erhalten. Die
Atemwegsepithelzellen wurden fir die weitere Verwendung in der Zellkultur
aufbereitet (Bals, Beisswenger et al. 2004). Hierfir wurden die
Atemwegsepithelzellen in FlUssigkultur bis zu einer Konfluenz von 70-80 % mit
airway epithelial cell growth Medium mit Supplement (PromoCell, Heidelberg,
Deutschland)  kultiviert. Air liquid interface Kulturen wurden wie beschrieben
angelegt (Bals, Beisswenger et al. 2004). Transwell-Platten mit einer PorengroRe
von 0,4pum, einem Durchmesser von 12mm und einer Polyesterbeschichtung (Sigma
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) wurden zunachst kollagenisiert. Hierzu wurde die
Kollagenlésung (Collagen, Typ | solution from rat tail; Sigma Aldrich, St.Louis,
Missouri, USA) im Verhaltnis von 1:10 mit H,O verdinnt und hiervon je 100pul apikal
in jedes Well gegeben. Es folgte die Inkubation der Transwell-Platten ber Nacht bei
37°C im Brutschrank. Am nachsten Tag wurde die Kollagen-Losung aus den Wells
abgesaugt und die Platten wurden flr 10 min einem UV-C-Licht ausgesetzt. Primare
Atemwegsepithelzellen konnten anschliefend auf die Kollagenschicht im apikalen
Kompartiment ausgesat werden, bis die Zellen adherent waren. Das apikale
Kompartiment wurde mit PBS gespult und in das basale Kompartiment das
Differenzierungmedium gegeben. Das Differenzierungsmedium fur die Primarzellen
wurde aus DMEM und F-12 (Life technologies, Carlsbad, USA) mit 1% Penicillin-
Streptomycin (Life technologies, Carlsbad, USA) sowie 2% Ultroser G Serumersatz
(PALL Life Science, Port Washington, NY) hergestellt. Die Zellen wurden flr weitere
zwei bis drei Wochen kultiviert.

Die humane Atemwegsepithelzellline Calu-3, die einem Adenokarzinom der Lunge
entstammt, wurde von der Firma ATCC (USA) bezogen. Die Calu-3-Zellen wurden in
einer 1:1 Mischung aus DMEM und F-12 (Life technologies, Carlsbad, USA) mit FBS
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(10%, Sigma Aldrich, St.Louis, Missouri, USA) ebenfalls bis zu einer etwa 70-80%-
igen Konfluenz kultiviert. Vierundzwanzig Stunden vor Vorinkubation bzw.
Stimulation erfolgte bei den Calu-3-Zellen ein sog. Starving, also die Inkubation mit
Medium (DMEM mit F-12) ohne FBS.

Alle Zellmedien wurden mit 1%-igem Penicillin-Streptomycin (Life technologies,
Carlsbad, USA) versetzt. Bei der jeweils vierundzwanzigstiindigen Transfektion mit
siRNA (s.u.) wurde auf den Einsatz von Antibiotika verzichtet, um eine bestmdgliche
Wirkung der siRNA erzielen zu kénnen.

FUr die verschiedenen Experimente wurden die primaren Atemwegsepithelzellen und
Calu-3 Zellen auf 12-Well-Platten ausgesat. Das Medium wurde alle zwei Tage
gewechselt, bis eine Konfluenz von ca. 80% unter dem Mikroskop festgestellt werden

konnte.

3.1.2. Bakterien

Fur die Zellkultur- und Mausexperimente wurden P. aeruginosa des Stammes PAO;
verwendet. Die P. aeruginosa wurden Uber Nacht bei 37°C auf LB Agar-Platten
inkubiert. Am folgenden Tag wurde LB-Medium mit P. aeruginosa inokuliert und fur
etwa 4 Stunden bei 37°C inkubiert. Die P. aeruginosa wurden mit PBS (Life
Technologies, Germany) gewaschen und in PBS resuspendiert, sodass eine ODsg4o
von 1 erreicht wurde. Fur die Zellkulturexperimente wurden die P. aeruginosa fur
5 Minuten bei 94°C inaktiviert und mit einer CFU (colony formin units) von 10’/ml
verwendet. Bei den Transwell-Versuchen wurden die Zellen apikal mit 10° CFU
P. aeruginosa infiziert. Fur das in vivo-Experiment mit Mausen wurden ebenfalls
hitzeinaktivierte PAO; (2 x 10”) verwendet.

3.2. Stimulanzien

Das Interleukin-1B (R&D Systems, Minneapolis, USA), rekombinant human aus
E. coli, wurde mit einer Arbeitskonzentration von 1ng/ml verwendet. Der TLR-3
Ligand Poly(l:C) (InvivoGen, Toulouse, Frankreich) und der TLR-5 Ligand Flagellin
(InvivoGen, San Diego, USA) aus dem Erreger Bacillus subtilis wurden beide mit

einer Konzentration von 1ug/ml genutzt.
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3.3. Stimulationsexperimente unter Normoxie und Hypoxie

Mit der Hypoxiekammer ,Hypoxic glove box“ (Firma Coy Laboratory Products,
Michigan, USA) konnte ein O»-Level von 2% und eine CO,-Level von 5% erzeugt und
gehalten werden. Ein wesentlicher Teil dieser Arbeit war die Etablierung der
Hypoxiekammer fur die Grundlagenforschung in der Klinik, aus der diese Arbeit

stammt.

OZ-Regler COZ-Regler

Temperatur- und Luftfeuchtigkeitsregler

0, Cco, i

Zugange Schleuse

Inkubationsbox

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Hypoxiekammer. Mit der Hypoxiekammer konnten
Atemwegsepithelzellen unter hypoxischen Bedingungen (2% Sauerstoff) bei 37°C und feuchter Luft inkubiert
werden. Eine konstante Sauerstoff- und Kohlenstoffdioxidkonzentration wurde mittels Einfuhr von Stickstoff und
Kohlenstoffdioxid erreicht. Durch das Einfiihren von Zellen und Versuchsmaterialen tber die Schleuse sowie der
vorhanden Handschuhzugange wurden die Versuchsbedingungen konstant gehalten.

Die primaren Atemwegs- und Calu-3-Zellen wurden vor der Stimulation flr zwei
Stunden unter Hypoxie vorinkubiert, wahrend Kontrollen unter Normoxie belassen
wurden. Kontroll- und Stimulationsmedien mit PAO4, Poly(l:C), Flagellin und IL-18
wurden zur Aquilibrierung ebenfalls in der Hypoxiekammer vorinkubiert. Nun wurden
die Zellen erst in der Hypoxiekammer stimuliert, dann - nach Ausschleusen der
Medien aus der Hypoxiekammer - auch die Zellen unter Normoxie. Vierundzwanzig
Stunden spater wurden die Zellen ausgeschleust und ztgig unter dem Mikroskop auf
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gleichmaRige Konfluenz tiberpriift. Die Zellen wurden auf Eis gelegt und Uberstéande
abgenommen. Zur Gewinnung der RNA wurden die Zellen mit einem Lysepuffer
(Macherey Nagel, Duren, Deutschland)) lysiert. Die gewonnen Proben wurden bis

zur Messung der Zytokine und der Isolation der RNA bei -80°C aufbewahrt.

Stimulation 24h
Vorinkubation 2h oAt Elaall Ernten
|::> IL-1B, Poly(l:C), Flagellin, |::> =
Normoxie/ g P a?a/(rugi)nosag Auswertung
- o/) . . N
Hypoxie (2%, Normoxie/Hypoxie (2%)

Abbildung 3: Versuchsaufbau der Stimulationsexperimente unter Normoxie und Hypoxie.

3.4. Imitation der Hypoxie mit Cobalt(ll)-Chlorid

Zur Unterstitzung der Ergebnisse, die mit der Hypoxiekammer erhoben werden
konnten, wurden Zellen mit CoCl, (1 mM) behandelt. CoCl, wird auch als Hypoxie-
imitierender Faktor bezeichnet, da es den Hypoxie-induzierbaren Faktor-1a
stabilisiert und zur Aktivierung von HIF fuhrt (Wang, Jiang et al. 1995, Spirig,
Djafarzadeh et al. 2010, Dai, Gao et al. 2012). Daher lasst sich mit seiner
Verwendung auch der Effekt von HIF auf die Inflammation untersuchen.

Neben Kontrollproben wurden humane Atemwegsepithelzellen mit Medium, das
1mM CoCl; enthielt, und Kontrollmedium ohne CoCl, versehen und fur drei Stunden
inkubiert. Nach drei Stunden erfolgte die Stimulation mit hitzeinaktivierten
P. aeruginosa (10 CFU/ml) nach Abpipettieren des CoCly-haltigen Mediums.
Vierundzwanzig Stunden spater wurden die Zellen ausgeschleust und zlgig unter
dem Mikroskop auf gleichmaliige Konfluenz Uberprift. Die Zellen wurden auf Eis
gelegt und Uberstande abgenommen. Die gewonnen Proben wurden bis zur

Messung der Zytokine bei -80°C aufbewahrt.

Vorinkubation 3h Stimulation 24h Ernten
CoCl, |:> P. aeruginosa (PAO,) |:> Auswertung

Abbildung 4: Versuchsaufbau der Experimente mit CoCl,.
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3.5. Transwell-Versuch

Die Transwells wurden drei Stunden unter Normoxie und Hypoxie vorinkubiert.
Daraufhin wurden 10° CFU P. aeruginosa in 40ul PBS apikal auf die Zellen gegeben.
Nach sechs Stunden wurden die Zellen apikal mit 100ul PBS gespult. Die Proben
wurden verdinnt und auf Agarplatten ausplattiert, um verbliebene Bakterien auf den
Zellen nachweisen zu konnen. Uberstdnde aus den basolateralen Kompartimenten

wurden gewonnen und bis zur Messung der Zytokine bei -80°C aufbewahrt.

Vorinkubation |::3h Stimulation 6h | Ernten
Normoxie/ P. aeruginosa (PAO,) v Auswertung
Hypoxie (2%) Normoxie/Hypoxie (2%)
PAO,

gletdidddidiiiedog
UUUUOUUU

Abbildung 5: Versuchsaufbau des Transwell-Versuchs.

3.6. siRNA-Experimente

Fur die Transfektion der Zellen wurde Kontroll-siRNA oder HIF-1a-siRNA (Life
technologies, Carlsbad, USA) mittels Liposomen und OptiMEM-Medium (Life
technologies, Carlsbad, USA) in primare Atemwegszellen und Calu-3-Zellen
eingebracht. Nach vierundzwanzig Stunden wurde das Medium gewechselt und es
erfolgte die Inkubation der Zellen flr zwei Stunden unter Normoxie bzw. Hypoxie.
Darauf folgend wurden die Zellen mit verschiedenen Agenzien stimuliert.
Vierundzwanzig Stunden spater wurden die Zellen ausgeschleust und zlgig unter
dem Mikroskop auf gleichmaliige Konfluenz Uberprift. Die Zellen wurden auf Eis
gelegt und Uberstande abgenommen. Zur Gewinnung der RNA wurden die Zellen
mit einem Lysepuffer lysiert. Die gewonnenen Proben wurden bis zur Messung der

Zytokinkonzentration und der Isolation der RNA bei -80°C aufbewahrt.
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Die Calu-3-Zellen wurden wie in den einfachen Stimulationsexperimenten einem
zusatzlichen vierundzwanzigstindigen Starving vor Inkubation und Stimulation

unterzogen.

Transfektion 24h

_ Vorinkubation
KOS}L02|§I§ZA |:> Normoxie/Hypoxie (2%)

2h

Stimulation 24h Ernten

Poly(I:C) : Auswertung

Normoxie/Hypoxie (2%)

Abbildung 6: Versuchsaufbau der siRNA-Experimente.

3.7. Enzyme-linked immuno assay (ELISA)

Diese Methode wurde mit dem ,Duo Set ELISA Development-Kits“ (Firma R&D
Systems, Minneapolis, USA) nach dem mitgeliefertem Protokoll durchgeflhrt. So
konnten flr die Zellversuche die Konzentrationen der abgegebenen Interleukine IL-6,

IL-8 und IP-10, fur die Mausversuche IL-6, KC und MIP2 nachgewiesen werden.

3.8. RNA-Isolierung, cDNA-Synthese, rtPCR

RNA wurde mit dem ,NucleoSpin RNA Kit* der Firma Macherey Nagel (Duren,
Deutschland) nach dem mitgelieferten Protokoll inklusive der Zusetzung von RNase-
freier DNase isoliert und ihre Menge mittels der Computersoftware ,Nanodrop“ und
Spektrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, USA) ermittelt.

Die cDNA-Synthese aus RNA wurde mit dem ,RevertAid First Strand cDNA Sythesis
Kit (#K1622)“ der Firma Thermo Scientific synthetisiert. Auch hier wurde das
beiliegende Protokoll zu Herstellung verwendet.

Die cDNA wurde anschlieBend mit ddH,O im Verhaltnis von 1:5 verdinnt. Hiervon
wurde fur jede PCR-Reaktion 5ul verwendet. Eine PCR-Reaktion bestand jeweils aus
zwei Primern (Metabion, Martinsried, Deutschland; siehe Tabelle) a 0,2ul, 12,5l
Cybergreen (SensiMixTM SYBR & Fluorescein Kit, London, UK) und 7,1ul ddH,0O.

Somit wurde eine Gesamtmenge von 25ul verwendet. Die PCR wurde mit dem
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.iCycler* von Bio-Rad, Minchen, Deutschland durchgefuhrt. Das PCR-Protokoll
lautete wie folgt: 95°C, 10min > 40x(95°C, 15s - 60°C, 30s) - 65°C, 5s - 95°C,
5s > 5°C. Als Negativkontrollen wurde statt RNA Wasser verwendet. Zur Ermittlung

der relativen Expression wurde die AACt-Methode verwendet.

Name Primer Oligo Sequenz
Actin Actin FW 5’-AGA GCT ACG AGC TGC CTG AC-%
Actin RV 5-AGC ACT GTG TTG GCG TAC AG-3

HIF-1a  hHIF-1alpha F1  §-CAA GAA CCT ACT GCT AAT GC-3'
hHIF-1alpha R1  &-TTATGT ATG TGG GTA GGA GAT G-3’

hBD-2  hBD-2 FW 5'-TCA GCT CCT GGT GAA GCT C-3
hBD2 RV 5’-GGG CAA ACT GGA TGA CA-3’

IL-6 IL-6 FW 5'-CAC ACA GAC AGC CAC TCA CC-3
IL-6 RV 5-TTT TCT GCC AGT GCC TCT TT-3’

IP-10 IP-10 F 5'TGA AAT TAT TCC TGC AAG CCA A-3’
IP-10 R 5-CAG ACATCT CTT CTCACCCTT CTT T-3'

Tabelle 1: Ubersicht iiber die verwendeten Primer.

3.9. LDH-Zytotoxizitats-Assay
Zum Ausschluss eines zytotoxischen Effekts der Hypoxie auf die Zellen bzw. bei der
die Verwendung der siRNA wurde zusatzlich ein LDH-Zytotoxizitats-Assay (Abcam,

Cambridge, Vereinigtes Konigreich) nach mitgeliefertem Protokoll durchgeflhrt.

3.10. Mausexperiment

Fur das Mausexperiment wurden vierzehn Mause (C57BL6/N) verwendet. Sieben
Mause wurden als Kontrolltiere fur vierundzwanzig Stunden unter Normoxie belassen
und sieben Mause in einer Hypoxiekammer mit Regulationsgerat (Biospherix, Ltd.,
New York, USA) bei 10% O, fur vierundzwanzig Stunden gehalten, sodass fur die
unter Hypoxie inkubierten Mause eine Gewdhnung an die hypoxischen Verhaltnisse
erfolgen konnte. Daraufhin wurden die Mause mit einer intraperitonealen Injektion
von 2,6mg Ketaminhydrochlorid (Ketanest; Pfizer, Deutschland) und 0,18mg
Xylazinhydrochlorid (Rompun; Bayer, Deutschland) pro Maus narkotisiert.

Anschlieend wurden die Mause mit hitzeinaktivierten P. aeruginosa in PBS
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transnasal infiziert. Nach der Infektion wurden die Versuchstiere wieder fur
vierundzwanzig Stunden in ihren jeweiligen Inkubationsort, also unter Normoxie oder
Hypoxie, uberfuhrt. Darauf erfolgte die Applikation einer erneuten Narkose. Nach
Wirkungseintritt wurde der Thorax der Mause erdffnet, 1ml Blut in einer EDTA-
haltigen Spritze aus dem Herzen jeder Maus entnommen und das nach der
Zentrifugation erhaltene Plasma zur weiteren Analyse genutzt.

Fur die bronchoalveolare Lavage (BAL) wurde Uber eine kleine Inzisur der Trachea
ein Venenverweilkatheter vorgeschoben, Uber den die Atemwege mit 1ml PBS und
Protease-Inhibitorcocktail (Roche Applied Science, Penzberg, Deutschland)
dreimalig gespult wurden. Die gewonnenen Spulproben wurden anschlie3end sofort
fur die Bestimmung der Zellzahlen verwendet. Es wurde der relative Anteil an
Makrophagen, neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten in der BAL bestimmt.
Hierfur wurden 200ul der Zellsuspension in einer Zytozentrifuge (Cellspin I,
Tharmac, Waldsolms, Deutschland) auf Objekttrager gebracht und flr sieben
Minuten in Methanol bei -20°C fixiert. Die Zellen wurden mit dem ,Diff Quik Staining
Set” (Medion Diagnostics, Grafelfing, Deutschland) gefarbt.

Nach Praparierung und Entnahme der Lunge, wurde ein Lungenfligel zur

Gewinnung von Lungenhomogenisat mit 1 ml PBS eingefroren.

Infektion - .
Vorinkubation 24h = 24h | | Praparierung
|:> P
Normoxie/Hypoxie (10%) aerigmnosa ——— Auswertung

Normoxie/Hypoxie (10%)

Abbildung 7: Versuchsaufbau des Mausexperiments.

3.11. Statistische Analyse

In der folgenden Arbeit wurde die Computersoftware GraphPad Prism genutzt und
Graphen mit Mittelwerten und Standardabweichungen dargestellt. Die Auswertung
wurde bei Versuchen, die mehr als zwei zu vergleichenden Gruppen beinhalteten,
mit ANOVA (Bonferroni-Methode) vollzogen. Bei Versuchen mit lediglich zwei zu

vergleichenden Gruppen wurde der t-Test angewendet.

28



4. Ergebnisse

4.1. Aktivierung angeborener Inmunmechanismen von Atemwegsepithelzellen

unter Normoxie und Hypoxie

4.1.1. Hypoxie unterdriickt die Abgabe von Interleukinen

Um zu klaren, wie sich die Entzindungsantwort primarer Atemwegsepithelzellen
nach Stimulation mit mikrobiellen Stimuli und inflammatorischen Mediatoren unter
Hypoxie von der unter Normoxie unterscheidet, wurden  primare
Atemwegsepithelzellen fir zwei Stunden Normoxie oder Hypoxie (2% Oy)
ausgesetzt, mit P. aeruginosa, Flagellin, Polyl:C und IL-1B stimuliert und fur weitere
vierundzwanzig Stunden unter Normoxie oder Hypoxie inkubiert.

Es zeigte sich, dass Hypoxie die basale Abgabe von Interleukinen nicht beeinflusste.
Es war kein signifikanter Unterschied in der basalen Abgabe der Interleukine IL-6
und IP-10 zwischen Atemwegsepithelzellen, die unter Normoxie oder Hypoxie fur
vierundzwanzig Stunden inkubiert wurden, messbar (Abb. 8). Die Stimulation mit
P. aeruginosa (Abb. 8 A), Flagellin (Abb. 8 B), Polyl:C (Abb. 8 C) und IL-13 (Abb. 8
D) flhrte zu einer gesteigerten Abgabe von IL-6 unter normoxischen und
hypoxischen Bedingungen. Die durch diese mikrobiellen Stimuli induzierte Abgabe
von IL-6 war unter Hypoxie jedoch signifikant geringer. Eine gesteigerte Abgabe von
IP-10 konnte bei Atemwegsepithelzellen, die unter Normoxie inkubiert wurden, nur
nach Stimulation mit P. aeruginosa (Abb. 8 A) und Polyl:C (Abb. 8 C) gemessen
werden, wahrend die Stimulation mit Flagellin und IL-1B zu keiner gesteigerten
Abgabe von IP-10 fluhrte (Daten nicht abgebildet). Unter Hypoxie gaben die mit

P. aeruginosa und Polyl:C stimulierten Zellen signifikant weniger IP-10 ab.
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Abb. 8: Hypoxie vermindert die Abgabe von Entziindungsmediatoren von Atemwegsepithelzellen. Primare
Atemwegsepithelzellen wurden fir zwei Stunden der Normoxie oder Hypoxie (2% O2) ausgesetzt und mit
P. aeruginosa (Pa, 10’ CFU/ml) (A), Flagellin (1 pyg/ml) (B), Polyl:C (1 ug/ml) (C) und IL-1B (1 ng/ml) (D) unter
Normoxie oder Hypoxie fiir weitere vierundzwanzig Stunden stimuliert. Die Konzentrationen von IL-6 und IP-10 in
den Uberstanden wurden mittels ELISA bestimmt. Die Daten zeigen Mittelwerte mit Standardabweichungen (n =
3/Gruppe) und sind reprasentativ fir zwei verschiedene Versuche. Die Balken geben signifikante Unterschiede

von **p < 0.01 und ****p < 0.0001 an.

Zudem wurden primare Atemwegsepithelzellen fur vier Stunden mit Polyl:C
(Abb. 9 A) und P. aeruginosa (Abb. 9 B) stimuliert. Ein signifikanter Unterschied der
basalen Abgabe von IL-6 und IL-8 zwischen den Atemwegsepithelzellen, die unter
Normoxie oder Hypoxie fur vier Stunden inkubiert wurden, war nicht messbar. Bereits
eine vierstlindigen Stimulation der primaren Atemwegsepithelzellen mit Polyl:C und
P. aeruginosa unter Normoxie flhrte zu einer signifikant gesteigerten Abgabe von
IL-6 und IL-8. Die Polyl:C und P. aeruginosa induzierte Abgabe von IL-6 und IL-8 war
unter Hypoxie signifikant vermindert. Eine Abgabe von IP-10 konnte zu diesem

frlhen Zeitpunkt in keinem der Zelliberstande nachgewiesen werden (Daten nicht

abgebildet).
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Abb. 9: Hypoxie vermindert die Abgabe von Entziindungsmediatoren von Atemwegsepithelzellen. Primare
Atemwegsepithelzellen wurden fur zwei Stunden der Normoxie oder Hypoxie (2% O) ausgesetzt und mit Polyl:C
(1 pyg/ml) (A) und P. aeruginosa (Pa, 10’ CFU/ml) (B) unter Normoxie oder Hypoxie fiir weitere vier Stunden
stimuliert. Die Konzentrationen von IL-6 und IL-8 in den Uberstéanden wurden mittels ELISA bestimmt. Die Daten
zeigen Mittelwerte mit Standardabweichungen (n = 3/Gruppe) und sind reprasentativ flir zwei verschiedene
Versuche. Die Balken geben signifikante Unterschiede von **p < 0.01 und ****p < 0.0001 an.

4.1.2. Hypoxie unterdriickt die Expression von IL-6 und hBD-2

Zusatzlich zu den im ELISA gemessenen Interleukinkonzentrationen wurde mittels
gRT-PCR die relative Expression von IL-6 und dem AMP hBD-2 gemessen
(Abb. 10). Auch hier zeigte sich, dass Hypoxie die basale Expression von IL-6 und
hBD-2 nicht beeinflusst: Es war kein signifikanter Unterschied in der basalen
Expression von |L-6 und hBD-2 zwischen Atemwegsepithelzellen, die unter
Normoxie oder Hypoxie flr vierundzwanzig Stunden inkubiert wurden, messbar. Die
Stimulation mit Flagellin, Polyl:C und IL-13 flUhrte zu einer signifikant gesteigerten
Expression von IL-6 (Abb. 10 A) und hBD-2 (Abb. 10 B) unter normoxischen
Bedingungen. Die durch diese Stimuli induzierte Expression von IL-6 und hBD-2 war

unter Hypoxie signifikant geringer.
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Abb. 10: Hypoxie vermindert die Expression von Entziindungsmediatoren von Atemwegsepithelzellen.
Primare Atemwegsepithelzellen wurden unter Normoxie oder Hypoxie (2% Oo) fir zwei Stunden inkubiert und
anschlielend mit Flagellin (1 pg/ml), Polyl:C (1 pg/ml) und IL-18 (1 ng/ml) unter Normoxie und Hypoxie fur
weitere vierundzwanzig Stunden stimuliert. Epitheliale RNA wurde isoliert und mittels qRT-PCR die Expression
von IL-6 (A) and hBD-2 (B) bestimmt. Die Daten zeigen Mittelwerte mit Standardabweichungen (n = 3/Gruppe)
und sind reprasentativ fir zwei verschiedene Versuche. Die Balken geben signifikante Unterschiede von *p <
0.05, **p < 0.01 und ****p < 0.0001 an.

Die erhobenen Daten zeigen, dass Hypoxie die Abgabe und die Expression von

Entzindungsmediatoren sowie des AMP hBD-2 nach Kontakt mit mikrobiellen Stimuli

hemmt.
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4.2. Der Hypoxie-imitierende Agent CoCl, vermindert die Abgabe von

Entziindungsmediatoren

Um den Effekt der Hypoxie zu untermauern und die Rolle des Transkriptionsfaktors
HIF-1 in diesem Bezug zu klaren, wurden primare Atemwegsepithelzellen mit CoCl;
vorinkubiert, gefolgt von der Stimulation mit hitzeinaktivierten P. aeruginosa (Abb. 11
A) und Polyl:C (Abb. 11 B) in CoCl,-freien Medium. CoCl; stabilisiert HIF-1a und wird
daher auch als Hypoxie-imitierendes Agens angesehen (Wang, Jiang et al. 1995).
Die Zellen, die mit P. aeruginosa und Polyl:C behandelt wurden, zeigten eine
signifikant erhdhte Abgabe von IL-6 und IP-10. Die nur mit CoCl, behandelten Zellen
zeigten keine signifikanten Unterschiede in der Interleukinabgabe im Vergleich zu
den Kontrollen. Jedoch unterdriickte CoCl, die Abgabe von IL-6 und IP-10 in den mit
P. aeruginosa und Polyl:C stimulierten Zellen signifikant (Abb. 11 A und B).
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Abbildung 11: CoCl. vermindert die Abgabe von Entziindungsmediatoren von Atemwegsepithelzellen.
Primare Atemwegsepithelzellen wurden fir drei Stunden mit CoCl, (200 uM) vorbehandelt und danach mit
hitzeinaktivierten P. aeruginosa (Pa, 10’ CFU/ml) (A) oder Polyl:C (1 ug/ml) (B) in CoCly-freien Medium fir 24
inkubiert. Die Konzentrationen von IL-6 und IP-10 aus den Uberstanden wurden mittels ELISA analysiert. Die
Daten zeigen Mittelwerte mit Standardabweichungen (n = 3/Gruppe) und sind reprasentativ fur zwei verschiedene
Versuche. Die Balken geben signifikante Unterschiede von **p < 0.01, ***p < 0.001 und ****p < 0.0001 an.
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Bei Stabilisierung von HIF-1a und somit der Imitation von hypoxischen Bedingungen
zeigt sich eine geringere Produktion von Interleukinen nach mikrobieller Stimulation.
Dies deutet darauf hin, dass HIF-1 die Wirkung der Hypoxie in

Atemwegsepithelzellen vermittelt.

4.3. Hypoxie hemmt die antimikrobielle Aktivitat von Atemwegsepithelzellen

Da die Entzindungsantwort in Atemwegsepithelzellen unter Hypoxie geringer
ausfallt, stellte sich die Frage, inwiefern die antimikrobielle Aktivitat hiervon betroffen
sein konnte. Hierzu wurden polarisierte primare Atemwegsepithelzellen unter
Normoxie oder Hypoxie fur drei Stunden inkubiert, apikal mit lebendigen
P. aeruginosa stimuliert und flr weitere sechs Stunden unter Normoxie oder Hypoxie
inkubiert. Es wurde untersucht, ob das Wachstum von den Bakterien an der
epithelialen Oberflache von Hypoxie beeinflusst wird.

Auf der Oberflache von polarisierten Atemwegsepithelzellen lieRen sich sechs
Stunden nach apikaler Infektion unter Normoxie keine Pseudomonaden mehr
nachweisen, wahrend auf den Zellen, die unter Hypoxie inkubiert wurden, lebendige

Bakterien vorhanden waren (Abb. 12).
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Abb. 12: Hypoxie beeintriachtigt die antimikrobielle Aktivitait von Atemwegsepithelzellen. Polarisierte
humane Atemwegsepithelzellen wurden unter normoxischen (N) oder hypoxischen (2% O2) (H) Bedingungen fir
drei Stunden kultiviert und danach apikal mit 40ul lebendigen P. aeruginosa (Pa, 10° CFU/ml) infiziert und fir
weitere sechs Stunden unter Normoxie oder Hypoxie inkubiert, Die Anzahl lebendiger Bakterien wurde aus den
apikalen Spullungen (100ul PBS) sechs Stunden nach der Infektion ermittelt. Die Daten zeigen Mittelwerte mit
Standardabweichungen (n = 3/Gruppe). Der Balken gibt einen signifikanten Unterschied von ****p < 0,0001 an.
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Die Konzentration von IL-6 (Abb. 13 A) und IP-10 (Abb. 13 B) in den basolateralen
Kompartimenten der Transwells fiel unter Hypoxie nach Stimulation mit den
lebendigen P. aeruginosa signifikant geringer aus, obwohl eine Persistenz der
Erreger apikal noch vorlag (Abb 12). In Zusammenschau mit dem hdheren
Interleukinspiegel unter Normoxie und der deutlich erhdhten Anzahl der
Pseudomonaden unter Hypoxie, legen die Ergebnisse nahe, dass die antimikrobielle

Aktivitat der Atemwegsepithelzellen durch Hypoxie gehemmt wird.
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Abb. 13: Hypoxie vermindert die Abgabe von Entziindungsmediatoren von polarisierten
Atemwegsepithelzellen. Polarisierte humane Atemwegsepithelzellen wurden unter normoxischen (N) oder
hypoxischen (2% Ozg (H) Bedingungen fur drei Stunden kultiviert, danach apikal mit 40ul lebendigen
P. aeruginosa (Pa, 10° CFU/ml) infiziert und fiir weitere sechs Stunden unter Normoxie oder Hypoxie inkubiert.
Die basolaterale Abgabe von IL-6 (A) und IP-10 (B) wurde mittels ELISA bestimmt. Die Daten zeigen Mittelwerte
mit Standardabweichungen (n = 3/Gruppe). Die Balken geben signifikante Unterschiede von **p < 0,01) an.

4.4. Die Rolle von HIF-1 bei der Aktivierung angeborener Immunmechanismen

von Atemwegsepithelzellen

4.2.1. Die Behandlung mit siRNA gegen HIF-1a fuhrt zu einer erhohten Abgabe
von Interleukinen in Atemwegsepithelzellen

Da Hypoxie und CoCl, die Abgabe und Expression von Entziindungsmediatoren auf
mikrobielle Stimuli in Atemwegsepithelzellen vermindern, sollte als nachstes geklart
werden, ob HIF-1, welcher durch Hypoxie und CoCl, stabilisiert wird, fur diese Effekte
verantwortlich ist. Hierzu wurde siRNA gegen HIF-1a und unspezifische Kontroll-

siRNA in primaren Atemwegsepithelzellen eingesetzt. Der Knockdown von HIF-1a
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konnte mit qRT-PCR flr Zellen, die sowohl unter Hypoxie als auch unter Normoxie
inkubiert wurden, bestatigt werden (Abb. 14).
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Abbildung 14: Der Einsatz von siRNA gegen HIF-1a fiihrt zu einer signifikant verminderten relativen
Expression von HIF-1a. Primare Atemwegsepithelzellen wurden entweder mit unspezifischer Kontroll-siRNA (-)
oder siRNA spezifisch gegen HIF-1a (+) behandelt und unter Normoxie und Hypoxie inkubiert. Mittels qRT-PCR
wurde der Knockdown nachgewiesen. Die Balken geben signifikante Unterschiede von ***p < 0,001 und ****p <
0,0001 an.

Vierundzwanzig Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen flr zwei Stunden
unter normoxischen oder hypoxischen (2% O2) Bedingungen kultiviert, danach mit
Polyl:C stimuliert und fir weitere vierundzwanzig Stunden unter Normoxie oder
Hypoxie inkubiert (Abb. 15). Bei si-RNA-vermittelter verminderter Expression von
HIF-1a zeigte sich eine erhdhte basale Abgabe von IL-6 (Abb. 15 A), IL-8 (Abb. 15 B)
und IP-10 (Abb. 15 C). Nach der Stimulation mit Polyl:C konnte in den
Atemwegsepithelzellen, die mit Kontroll-siRNA behandelt wurden, unter Normoxie
ein deutlicher Anstieg der Interleukinproduktion nachgewiesen werden. Die durch
Polyl:C induzierte Abgabe von IL-6, IL-8 und IP-10 fiel unter Hypoxie in mit Kontroll-
siRNA behandelten Atemwegsepithelzellen etwas geringer aus.
Atemwegsepithelzellen, die mit siRNA gegen HIF-1a behandelt worden waren,
zeigten nach Stimulation mit Polyl:C eine gesteigerte Abgabe von IL-6, IL-8 und
IP-10 im Vergleich zu den mit Kontroll-siRNA behandelten und mit Polyl:C-
stimulierten Zellen.

Diese  Ergebnisse legen nahe, dass die Entzindungsantwort von

Atemwegsepithelzellen Uber HIF-1 gehemmt wird.
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Abb. 15: Die verminderte Expression von HIF-1a fiihrt zu einem Anstieg der Abgabe von
Entziindungsmediatoren in primaren Atemwegsepithelzellen. Primare Atemwegsepithelzellen wurden
entweder mit unspezifischer Kontroll-siRNA (-) oder siRNA spezifisch fur HIF-1a mRNA (+) transfiziert.
Vierundzwanzig Stunden nach Transfektion wurden die Zellen fir zwei Stunden unter normoxischen oder
hypoxischen (2% O2) Bedingungen kultiviert, danach mit Polyl:C (1pg/ml) (A-C) stimuliert und fir weitere
vierundzwanzig Stunden unter Normoxie oder Hypoxie inkubiert. Die Konzentration von IL-6 (A), IL-8 (B) und
IP-10 (C) wurde in den Uberstanden mittels ELISA gemessen. Die Daten zeigen Mittelwerte mit
Standardabweichungen (n = 3/Gruppe) und sind reprasentativ flr zwei verschiedene Versuche. Die Balken geben
signifikante Unterschiede von *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 und ****p < 0.0001 an.
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Die relative Expression von IL-6 (Abb. 16 A) und des AMPs hBD-2 (Abb. 16 B) stieg
nach siRNA-Behandlung gegen HIF-1a und Stimulation mit Polyl:C in primaren
Atemwegsepithelzellen an (Abb. 16).
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Abb. 16: Die verminderte Expression von HIF-1a fiihrt zu einem Anstieg der Expression von IL-6 und hBD-
2 in primaren Atemwegsepithelzellen. Primare Atemwegsepithelzellen wurden entweder mit unspezifischer
Kontroll-siRNA (-) oder siRNA spezifisch fir HIF-1a mRNA (+) transfiziert. Vierundzwanzig Stunden nach
Transfektion wurden die Zellen fur zwei Stunden unter normoxischen oder hypoxischen (2% O2) kultiviert,
danach mit Polyl:C (1ug/ml) (A-C) beimpft und fur weitere vierundzwanzig Stunden unter Normoxie oder Hypoxie
inkubiert. Epitheliale RNA wurde isoliert die Induktion von IL-6 (A) und hBD-2 (B) mittels qRT-PCR ermittelt. Die
Daten zeigen Mittelwerte mit Standardabweichungen (n = 3/Gruppe) und sind reprasentativ fur zwei verschiedene
Versuche. Die Balken geben signifikante Unterschiede von *p < 0.05 an.
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Um sicherzustellen, dass eine Hypoxie von 2% Sauerstoff und die Verwendung von
siRNA nicht als Solches zu einem erhdhten Zelltod fuhren, wurde ein LDH-Assay
durchgefuhrt. Es konnten keine erhdohten LDH-Spiegel bei den unter Hypoxie
inkubierten oder mit siRNA behandelten Zellen festgestellt werden (Abb. 17).
Lediglich die Stimulation mit Polyl:C flhrte zu einer minimalen aber nicht
signifikanten Erhéhung der LDH. Die unter Hypoxie inkubierten Zellen zeigten etwa
gleich hohe Werte wie die unter Normoxie behandelten Zellen. Bei der Behandlung
siRNA spezifisch gegen HIF-1a fielen die LDH-Werte sogar tendenziell niedriger als
bei den mit Kontroll-siRNA behandelten Zellen aus. Ein erhoéhter Zelluntergang bzw.
eine verminderte Zellviabilitat als Erklarung fur eine verminderte Produktion von

Entzindungsmediatoren ist somit nicht wahrscheinlich.

1001 3 Normoxie
- [1 Hypoxie
g
8
S 504
2
IEE—— f_\ e P =
siRNA gegen HIF-1a: - + - + - + - +

Kontrolle Polyl:C Kontrolle Polyl:C

Abb. 17: Der Einsatz von siRNA gegen HIF-1a und die Hypoxie selbst fiihren zu keiner verminderten
Viabilitat. Primare Atemwegsepithelzellen wurden entweder mit unspezifischer Kontroll-siRNA (-) oder siRNA
spezifisch gegen HIF-1a mRNA (+) transfiziert. Vierundzwanzig Stunden nach Transfektion wurden die Zellen fur
zwei Stunden unter normoxischen oder hypoxischen (2% O3) kultiviert, danach mit Polyl:C (1ug/ml) stimuliert und
fir weitere vierundzwanzig Stunden unter Normoxie oder Hypoxie inkubiert. Mittels LDH-Zytotoxizitat Assay
wurde die LDH-Menge bestimmt und prozentual zu einem Kontroll-Lysat angegeben.

Nach der Transfektion mit sSiRNA wurden Atemwegsepithelzellen auch mit Flagellin
(Abb. 18) stimuliert und unter Normoxie inkubiert. Bei verminderter Induktion von
HIF-1a zeigte sich eine erhdhte basale Abgabe von IL-6. Die Zellen, die mit siRNA
gegen HIF-1a behandelt worden waren, zeigten nach Stimulation mit Flagellin eine
weiter gesteigerte Abgabe von IL-6 im Vergleich zu den mit Kontroll-siRNA

behandelten und mit Flagellin stimulierten Zellen.
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Abb. 18: Die verminderte Expression von HIF-1a fiihrt zu einem Anstieg der Abgabe von
Entziindungsmediatoren in primaren Atemwegsepithelzellen. Primare Atemwegsepithelzellen wurden
entweder mit unspezifischer Kontroll-siRNA (-) oder siRNA spezifisch fir HIF-1a mRNA (+) transfiziert.
Vierundzwanzig Stunden nach Transfektion wurden die Zellen mit Flagellin (1ug/ml) stimuliert und fir weitere
vierundzwanzig Stunden unter Normoxie inkubiert. Die Konzentration von IL-6 wurde in den Uberstanden mittels
ELISA gemessen. Die Daten zeigen Mittelwerte mit Standardabweichungen (n = 3/Gruppe) und sind reprasentativ
fir zwei verschiedene Versuche. Die Balken geben signifikante Unterschiede von **p < 0.01 und ***p < 0.001 an.

4.2.2. Die Behandlung mit siRNA gegen HIF-1a fiihrt zu einer erhohten Abgabe
von Interleukinen in Calu-3-Zellen

Es wurden auch Calu-3-Zellen mit siRNA gegen HIF-1a und Kontroll-siRNA
behandelt (Abb. 19). Auch hier zeigte es sich, dass die Zellen mit Knockdown von
HIF-1a basal mehr IL-6 (Abb. 19 A) abgaben. Die durch Flagellin induzierte Abgabe
von IL-6 (Abb. 19 A) und IL-8 (Abb. 19 B) war in Calu-3-Zellen, die mit siRNA gegen

HIF-1a behandelt wurden, signifikant erhoht.
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Abb. 19: Die verminderte Expression von HIF-1a fiihrt zu einem Anstieg der Abgabe von
Entziindungsmediatoren in Calu-3-Zellen. Calu-3-Zellen wurden entweder mit unspezifischer Kontroll-siRNA (-)
oder siRNA spezifisch fir HIF-1a mRNA (+) transfiziert. Nach Transfektion wurden die Zellen mit Flagellin
(1pg/ml) (A, B) stimuliert und fir weitere vierundzwanzig Stunden unter Normoxie inkubiert. Die Konzentration
von IL-6 (A) und IL-8 (B) wurde in den Uberstanden mittels ELISA gemessen. Die Daten zeigen Mittelwerte mit
Standardabweichungen (n = 3/Gruppe) und sind reprasentativ flr zwei verschiedene Versuche. Die Balken geben
signifikante Unterschiede von *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 und ****p < 0.0001 an.

Des Weiteren wurden Calu-3-Zellen wie die primaren Atemwegsepithelzellen nach
der Transfektion unter Normoxie oder Hypoxie inkubiert und mit Polyl:C stimuliert
(Abb. 20). Auch hier konnte durch den Knockdown von HIF-1a eine gesteigerte
Abgabe von IL-6 (Abb. 20 A) und IP-10 (Abb. 20 B) unter basalen Bedingungen
nachgewiesen werden. Die durch Polyl:C induzierte Abgabe von IL-6 und IP-10

wurde durch die siRNA gegen HIF-1a signifikant gesteigert.
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Abb. 20: Die verminderte Expression von HIF-1a fiihrt zu einem Anstieg der Abgabe von
Entziindungsmediatoren in Calu-3-Zellen. Calu-3-Zellen wurden entweder mit unspezifischer Kontroll-siRNA (-)
oder siRNA spezifisch fur HIF-1a mRNA (+) transfiziert. Vierundzwanzig Stunden nach Transfektion wurden die
Zellen fur zwei Stunden unter normoxischen oder hypoxischen (2% O>) kultiviert, danach mit Polyl:C (1pg/ml) (A,
B) stimuliert und fir weitere vierundzwanzig Stunden unter Normoxie oder Hypoxie inkubiert. Die Konzentration
von IL-6 (A) und IP-10 (B) wurde in den Uberstanden mittels ELISA gemessen. Die Daten zeigen Mittelwerte mit
Standardabweichungen (n = 3/Gruppe) und sind reprasentativ flr zwei verschiedene Versuche. Die Balken geben
signifikante Unterschiede von **p < 0.01, ***p < 0.001 und ****p < 0.0001 an.
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Um sicherzustellen, dass eine Hypoxie von 2% Sauerstoff und die Verwendung von
siRNA auch bei Calu-3-Zellen nicht als Solches zu einem erhdhten Zelltod fuhren,
wurde auch hier ein LDH-Assay durchgefuhrt. Es konnten keine signifikant erhdhten
LDH-Spiegel bei den unter Hypoxie inkubierten oder mit siRNA behandelten Zellen
festgestellt werden (Abb. 21). Ein erhdhter Zelluntergang bzw. eine verminderte
Zellviabilitat als  Erklarung  fir  eine  verminderte = Produktion  von

Entzindungsmediatoren ist somit wie bei den Primarzellen nicht wahrscheinlich.
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Abb. 21: Der Einsatz von siRNA gegen HIF-1a und die Hypoxie selbst fiihren zu keiner verminderten
Viabilitat. Calu-3-Zellen wurden entweder mit unspezifischer Kontroll-siRNA (-) oder siRNA spezifisch gegen
HIF-1a mRNA (+) transfiziert. Vierundzwanzig Stunden nach Transfektion wurden die Zellen fir zwei Stunden
unter normoxischen oder hypoxischen (2% O>) kultiviert, danach weitere vierundzwanzig Stunden unter Normoxie
oder Hypoxie inkubiert. Mittels LDH-Zytotoxizitat Assay wurde die LDH-Menge bestimmt und prozentual zu einem
Kontroll-Lysat angegeben

4.5. Der Einfluss von Hypoxie auf die Inflammation in Mauselungen

4.3.1. Entziindungszellen in der Lunge

Um zu untersuchen, wie sich die Hxpoxie auf die pulmonale Entzindung im
Mausmodell auswirkt, wurden Mause fur vierundzwanzig Stunden unter Hypoxie
(10% O3) oder Normoxie gehalten. Daraufhin wurden die Lungen mit
hitzeinaktivierten P. aeruginosa infiziert und die Mause anschlielend flir weitere
vierundzwanzig Stunden unter Hypoxie oder Normoxie gehalten. In der
bronchoalveolaren Lavage (BAL) der Mause, die transnasal mit hitzeinaktivierten
P. aeruginosa infiziert und unter Hypoxie inkubiert wurden, zeigte sich im Vergleich
zu den Mausen, die nach der Stimulation unter Normoxie inkubiert wurden, kein
signifikanter Unterschied in der Anzahl an gesamten Entzindungszellen (Abb. 22 A)
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und der Anzahl an Makrophagen (Abb. 22 B) und neutrophilen Granulozyten
(Abb. 22 C). Die Gesamtzellzahl (p=0,166) und die Anzahl an neutrophilen

Granulozyten (p=0,160) fiel jedoch unter Hypoxie tendenziell geringer aus.
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Abb. 22: Die Auswirkung der Hypoxie auf die Zellzahl in der bronchoalveolaren Lavage (BAL) von
Mausen. Mause wurden fur vierundzwanzig Stunden der Normoxie (N) oder der Hypoxie (10% O2) (H)
ausgesetzt, dann transnasal mit hitzeinaktivierten P. aeruginosa in PBS infiziert und weitere vierundzwanzig
Stunden der Normoxie oder Hypoxie ausgesetzt. Die Anzahl aller Entziindungszellen (A), der Makrophagen (B)
und Neutrophilen Granulozyten (C) wurden in der BAL bestimmt. Die Daten zeigen Mittelwerte mit
Standardabweichungen (n = 7/Gruppe).

4.3.2. KC, MIP-2 und IL-6 Abgabe unter Normoxie und Hypoxie in BAL und
Lungenhomogenisat

In der BAL aus den Mausen, die unter Hypoxie gehalten wurden, waren die
Konzentrationen der Zytokine KC (Abb. 23 A), MIP-2 (Abb. 23 B) und IL-6
(Abb. 23 C) signifikant vermindert. Dieser Unterschied zeigte sich auch im
Lungenhomogenisat. Auch hier waren die Konzentrationen von KC (Abb. 23 A),
MIP-2 (Abb. 23 B) und IL-6 (Abb. 23 C) bei den Tieren, die unter Hypoxie gehalten
wurden, verringert. Im Blutplasma waren die Konzentrationen von KC (Abb. 23 A)
und IL-6 (Abb. 23 C) verringert, jedoch nicht signifikant. MIP-2 konnte im Blutplasma
nicht nachgewiesen werden (Abb. 23 B).

Somit Iasst sich auch in vivo eine verminderte Entzindungsantwort unter Hypoxie

nachweisen.
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Abb. 23: Die Konzentrationen von inflammatorischen Zytokinen sind in den Lungen von Mausen, die der
Hypoxie ausgesetzt wurden, vermindert. Mause wurden fir vierundzwanzig Stunden der Normoxie (N) oder
der Hypoxie (10% O2) (H) ausgesetzt, dann transnasal mit hitzeinaktivierten P. aeruginosa in PBS infiziert und
weitere vierundzwanzig Stunden der Normoxie oder Hypoxie ausgesetzt. Die Konzentration von KC (A), MIP-2
(B) und IL-6 (C) wurde in der bronchoalveolaren Lavage (BAL), im Lungenhomogenisat (Lunge) und im
Blutplasma gemessen. Die Daten zeigen Mittelwerte mit Standardabweichungen (n = 7/Gruppe). Die Balken
geben signifikante Unterschiede von *p < 0.05 und ***p < 0,001 an.
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5. Diskussion

Akute und chronische Lungenerkrankungen sind haufig mit einer mukosalen und
systemischen Hypoxie assoziiert (Worlitzsch, Tarran et al. 2002, Schaible, Schaffer
et al. 2010, Yasuo, Mizuno et al. 2011). So lasst sich bei Patienten mit einer COPD
im Stadium einer akuten Exazerbation eine Hypoxamie feststellen (Papi, Luppi et al.
2006) und Patienten mit CF weisen nach einer Infektion mit P. aeruginosa eine
mukosale Hypoxie auf (Worlitzsch, Tarran et al. 2002). Kommt es zu einer Infektion,
muss die Immunantwort adaquat reguliert sein, damit Pathogene eliminiert werden
kénnen und eine Immunpathologie verhindert wird. Es ist deshalb wichtig, den
Einfluss der Hypoxie auf Entziindungsvorgange zu verstehen. Die vorliegende Arbeit
untersuchte daher die Wirkung der Hypoxie und die Rolle von HIF-1 auf angeborene

Immunmechanismen von Atemwegsepithelzellen bei mikrobieller Infektion.

5.1. Die Auswirkung der Hypoxie auf die Entzindungsantwort von
Atemwegsepithelzellen

Eine wesentliche Starke dieser Arbeit liegt in der Verwendung einer Hypoxiekammer,
die Dank entsprechender Sensoren den Sauerstoff- und Kohlendioxidpartialdruck auf
einem eingestellten Level halten kann und somit konstante Versuchsbedingungen
gewahrleistet. Die in dieser Arbeit verwendete Hypoxiekammer erlaubte es, den
Effekt der Hypoxie auf angeborene Immunmechanismen in Atemwegsepithelzellen
unmittelbar zu untersuchen. Die Experimente mit der Hypoxiekammer wurden
zudem mit dem Hypoxie-Imitator CoCl, und siRNA-Experimenten gegen HIF-1a
erganzt, sodass die Auswirkung der Hypoxie auf Entzindungsvorgange von
Atemwegsepithelzellen mit verschiedenen experimentellen Ansatzen untersucht
wurde. Viele Arbeiten, die den Einfluss der Hypoxie auf Entzindungsvorgange
bereits untersuchten, verzichteten hingegen haufig auf eine wie hier genutzte
Hypoxiekammer und erheben ihre Daten nur mit Hypoxie-Imitatoren wie CoCl;
(Ciafre, Niola et al. 2007, Dai, Gao et al. 2012) oder Uber die Hemmung von HIF-1
(Peyssonnaux, Boutin et al. 2008, Semenza 2010).

Eine weitere Starke der vorliegenden Arbeit ist, dass fur die grundlegenden Versuche
primare Atemwegsepithelzellen von unterschiedlichen Spendern verwendet wurden.
Auch wenn eine Standardisierung leichter mit Zelllinien wie A549 oder Calu-3 erzielt

werden kann, stellen Primarzellen ein fur die Fragestellung deutlich geeigneteres
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Modell dar. Sie gleichen dem natlrlichen Atemwegsepithel viel mehr als eine
Tumorzelle. Von Tumorzellen ist z.B. bekannt, dass deren Expression von Faktoren,
die Hypoxie vermitteln, verandert ist (Powis, Kirkpatrick 2004). AuRerdem bilden
humane Atemwegsepithelzellen untereinander Zellverbindungen aus, die bei
Tumorzellen wie A549-Zellen fehlen (Fessart, Begueret et al. 2013). Die in dieser
Arbeit beschriebene Auswirkung der Hypoxie auf die Aktivierung der
Atemwegsepithelzellen konnte bei allen Versuchen mit Primarzellen beobachtet
werden. Somit sind die Experimente mit den primaren Atemwegszellen fur die
Situation in Patienten hinsichtlich der Wirkung der Hypoxie auf die angeborene
Immunantwort von Atemwegsepithelzellen aussagekraftiger als die Ergebnisse von
Experimenten, die sich auf Krebszelllinien stitzen.

Um herauszufinden, welche Auswirkung die Hypoxie auf die angeborenen
Immunmechanismen von Atemwegsepithelzellen hat, wurden Atemwegszellen der
Hypoxie ausgesetzt und mit P. aeruginosa, IL-1B, bakteriellem Flagellin (Ligand flr
TLR-5) und dem synthetischen Analogon viraler dsRNA Polyl:C (Ligand fur TLR-3)
stimuliert. Hierbei stellte sich heraus, dass die Immunantwort bzw.
EntzGndungsreaktion und antimikrobielle Aktivitat von Atemwegsepithelzellen durch
die vorherrschende Hypoxie gehemmt wird: Es wurden weniger Interleukine
produziert und auch die Expression des antimikrobiellen Peptids hBD-2 lag
vermindert vor. Die Experimente mit IL-13 und den verschiedenen TLR-Liganden
weisen darauf hin, dass eine verminderte Aktivierung der Atemwegsepithelzellen
nicht spezifisch fur einzelne Signalwege ist, sondern eher aus der Adaptation der
Zellen an einen verminderten Sauerstoffpartialdruck resultiert.

Diese Ergebnisse erscheinen Uberraschend, da die Literatur Verodffentlichungen
auffihrt, in denen nachgewiesen wurde, dass in verschiedenen Zelltypen die
Hypoxie Entzindungsvorgange fordert (Madjdpour, Jewell et al. 2003, Walmsley,
Cowburn et al. 2006, Chao, Wood et al. 2009, Kim, Choi et al. 2010). So zeigen
neutrophile Granulozyten eine hohere Phagozytosekapazitat sowie eine geringere
Apoptoserate unter Hypoxie (Walmsley, Cowburn et al. 2006). Alveolarmakrophagen
werden bei einem reduzierten alveolaren Sauerstofflevel aktiviert und schuitten
zirkulierende Mediatoren aus. Hierdurch kommt es zu einer systemische
EntzGndungsreaktion (Chao, Wood et al. 2009). Dartber hinaus sind in der Literatur
Daten zu finden, in denen gezeigt wird, dass Epithelzelllinien eine hdhere Abgabe

von Entzindungsmediatoren unter Hypoxie zeigen. Signorelli et al. wiesen in den
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Zelluberstanden von unter Hypoxie (1% O-) inkubierten A549 Zellen eine signifikant
erhdhte Konzentration von IL-6 im Vergleich zu unter Normoxie inkubierten Zellen
nach (Signorelli, Jennings et al. 2010). Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu
jenen aus der hier vorliegenden Arbeit, in der keine erhdhte Abgabe von Zytokinen
wie |IL-6 nachgewiesen werden konnte. Signorelli et al. stimulierten die
Atemwegsepithelzellen jedoch nicht mit Bakterien. Somit kann keine wirkliche
Aussage zu der Immunantwort unter Hypoxie abgeleitet werden. Des Weiteren
verwendeten Signorelli et al. fur ihre Versuche A549-Zellen und keine primaren
Atemwegsepithelzellen. Diese Zellen entstammen einem humanen Adenokarzinom
der Lunge.

Auf der anderen Seite zeigen Arbeiten von Ishida et al. und Loboda et al., dass
Hypoxie einen inhibierenden Einfluss auf die Entzindungsantwort von
Endothelzellen hat, also den gleichen Effekt wie er in dieser Arbeit flr
Atemwegsepithelzellen beschrieben wird. So kommt es in Endothelzellen unter
hypoxischen Bedingungen zu einer verminderten Expression von Zellrezeptoren wie
TLR-4, IL-1R1 (Interleukin-1-Rezeptor Typ 1) und TNF-R1 (TNF cell surface
receptor 1) (Ishida, Kubo et al. 2002) und es wird weniger IL-8 gebildet (Loboda,
Stachurska et al. 2009). Diese Veroffentlichungen unterstiitzen die Ergebnisse aus
dieser Arbeit. Auf Grund der gegensatzlichen Wirkung der Hypoxie auf die
Immunantwort in den verschiedenen Zelltypen legen die beschriebenen Daten nahe,
dass eine Hypoxie zellspezifisch wirkt.

Die in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse der Zellkulturversuche konnten auch
in vivo in einem Tierversuch bestatigt werden. So zeigte sich in den Lungen von
Mausen, die unter hypoxischen Bedingungen gehalten wurden und mit
hitzeinaktivierten Bakterien infiziert worden waren, ebenfalls eine verminderte
Entzindungsantwort unter Hypoxie im Vergleich zu unter Normoxie gehaltenen
Mausen. Die Konzentration von Zytokinen wie IL-6 und KC, die auch von
Atemwegsepithelzellen gebildet werden, waren in den Lungen der Mause, die unter
hypoxischen Bedingungen gehalten wurden, vermindert nachweisbar.

Kritisch hinterfragt werden muss, ob eine Sauerstoffkonzentration von 2% eine
zelltoxische Wirkung haben konnte und der Grund fur eine verminderte Produktion
von Entziindungsmediatoren in einem erhéhtem Zelluntergang liegt. Die Mikroskopie
nach der Inkubation unter Hypoxie zeigte jedoch keine sichtbaren morphologischen

Veranderungen der Zellen. Die Atemwegsepithelzellen bildeten nach der Inkubation
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unter Hypoxie wie die unter Normoxie Kultivierten Zellen einen geschlossenen
Zellrasen. In den Zellkulturiberstanden der unter Hypoxie inkubierten
Atemwegsepithelzellen konnten auch keine erhohten LDH-Werte nachgewiesen
werden. Zudem wirkt sich die Hypoxie nicht auf die basale Expression und Abgabe
von Entzindungsmediatoren von Atemwegsepithelzellen aus. Die Wirkung der
Hypoxie wurde also erst nach mikrobieller Stimulation sichtbar. Dass hypoxische
Bedingungen mit einem Sauerstoffanteil bis 1% zu keiner verminderten Integritat der
Plasmamembran von Atemwegszellen fuhren, wurde bereit gezeigt (Signorelli,

Jennings et al. 2010).

5.2. Die Auswirkung der Hypoxie auf die Elimination von Pathogenen im
Atemwegsepithel

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass Hypoxie eine suffiziente
Immunabwehr an den epithelialen Oberflachen des Respirationstrakts beeintrachtigt.
Zudem koénnte unter Hypoxie eine verminderte Bildung von Faktoren wie AMP, die
fur eine Totung von Bakterien oder deren Wachstumshemmung verantwortlich sind,
bakterielle Besiedlung an der epithelialen Oberflache beglnstigen. Hierdurch kénnte
die Hypoxie zu einer exzessiven Kolonisierung der Atemwege, wie sie fur Patienten
mit chronischen Lungenerkrankungen wie COPD oder CF typisch ist, beitragen.
Auch das Auftreten viraler Atemwegsinfektionen koénnte durch die mangelnde
Immunabwehr von Atemwegsepithelzellen oder die gesteigerte bakterielle
Kolonisierung unter hypoxischen Bedingungen gefoérdert werden. Die Ergebnisse aus
dem Versuch mit den polarisierten Atemwegsepithelzellen dieser Arbeit stltzen die
Hypothese, das Hypoxie die bakterielle Kolonisierung begunstigt. So zeigte sich an
der epithelialen Oberflache von polarisierten Atemwegszellen ein deutlich
gesteigertes Wachstum von P. aeruginosa. Aullerdem kam es zu einer verminderten
Abgabe von Entzindungsmediatoren. Aktuelle Daten anderer Forschergruppen
unterstitzen die Hypothese, dass Atemwegsepithelzellen unter Hypoxie verandert
auf P. aeruginosa reagieren. Unter Hypoxie wird die Internalisierung von
P. aeruginosa in Alveolar- und Atemwegsepithelzellen negativ beeinflusst (Schaible,
McClean et al. 2013). Ein Grund fur eine vermehrte Entziindung in den Atemwegen
bei chronisch Lungenkranken wie beispielsweise CF-Patienten (Urquhart,

Montgomery et al. 2005) koénnte ein primares Unvermogen des Immunsystems unter
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Hypoxie sein, die Erreger zu eliminieren. Durch ihre Persistenz und Kolonisierung in
den Atemwegen konnten sie somit sekundar zu erhdhten Entzindungsparametern
fuhren, die ihrerseits eine effiziente Klarung der Erreger stoéren.

Schaible et al. konnten ebenfalls eine verminderte Internalisierung von P. aeruginosa
in A549 Zellen unter Hypoxie zeigen. Jedoch wiesen sie zusatzlich mittels LDH-
Assay einen erhohten Zelltod bei den Zellen nach, die nicht der Hypoxie ausgesetzt
waren und eine erhohte Internalisierung des Erregers zeigen (Schaible, McClean et
al. 2013). Somit sprechen sie der Hypoxie eine protektive Rolle bei der Infektion mit
P. aeruginosa in Atemwegsepithelzellen zu. Anzumerken ist hier, dass die
Internalisierung des Erregers nicht unbedingt einer Infektion gleichzusetzen ist, da
sie auch im Rahmen einer Immunantwort erfolgen kann (Lepanto, Lecumberry et al.
2013). Die apikale Persistenz des Erregers bzw. die Kolonisierung des Epithels unter
Hypoxie kann darUber hinaus die Bildung von Biofilmen durch den Erreger fordern.
Diese Biofilme haben eine Schwachung des Immunsystems zur Folge und behindern
dariber hinaus die Wirkung von Antibiotika. Dies ist ein grolRes Problem
beispielsweise bei CF-Patienten (Jensen, Bjarnsholt et al. 2007, Lepanto,
Lecumberry et al. 2014). Auf welche Weise die Hypoxie zur Bildung von Biofilmen
beitragt ist Gegenstand der Forschung.

Naturlich muissen auch die Erkenntnisse aus diesen in vitro Experimenten der
vorliegenden Arbeit hinsichtlich ihrer Relevanz fur Patienten kritisch hinterfragt
werden, da nicht nur die Sauerstoffversorgung der Zellen entscheidend fir die
Immunabwehr ist, sondern auch die Eigenschaften des Pathogens. P. aeruginosa ist
ein opportunistischer Erreger, der bei Patienten mit CF zu rezidivierenden Infekten
der Atemwege flhren kann (Spilker, Coenye et al. 2004). Allerdings sind
P. aeruginosa eigentlich aerobe Erreger, die durch Stoffwechselanpassung in der
Lage sind, sich auch unter anaeroben Bedingungen zu vermehren, jedoch werden
hier weniger Kolonien im Vergleich zu normoxischen Bedingungen gebildet (Hassett
1996). Fir sich hier anschlieRende Experimente sollte daher auch P. aeruginosa

verwendet werden, die an Hypoxie adaptiert sind.
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5.3. Die Rolle von HIF-1 bei der Entziindungsantwort in Atemwegsepithelzellen
Zusatzlich legen die Versuche dieser Arbeit mit CoCl,, das die Stabilisierung von
HIF-1a vermittelt (Wang, Jiang et al. 1995, Chachami, Simos et al. 2004, Ciafre,
Niola et al. 2007), und mit siRNA gegen HIF-1a nahe, dass HIF-1 flr den
hemmenden Einfluss der Hypoxie auf die Inflammation von Atemwegsepithelzellen
nach mikrobieller Stimulation verantwortlich ist. Bei der Verwendung von CoCl;
geben Atemwegsepithelzellen weniger Entzindungsmediatoren nach der Stimulation
mit mikrobiellen Stimuli ab. Die Behandlung mit siRNA gegen HIF-1a fuhrt zu einem
gegenteiligen Effekt, namlich einer gesteigerten Abgabe von
Entzindungsmediatoren. Diese Ergebnisse erscheinen zunachst Uberraschend, da
Studien nahe legen, dass HIF-1a als ein Hauptregulator von angeborenen
Immunmechanismen Entzindungsvorgange in Entzindungszellen unterstitzt und
nicht hemmt (Cramer, Yamanishi et al. 2003, Peyssonnaux, Datta et al. 2005,
Zinkernagel, Johnson et al. 2007). Im Falle einer bakteriellen Infektion kommt es in
Phagozyten zu der Stabilisierung von HIF-1a, auch unter normoxischen
Bedingungen. Hieraus resultiert eine Steigerung in der Produktion von
Immunmolekilen und der antibakteriellen Kapazitat (Peyssonnaux, Datta et al.
2005). Granulozyten und Makrophagen sind auf HIF-1a bei der Immunabwehr
angewiesen, da sie nur in seiner Anwesenheit ausreichend aktiviert werden kdnnen
und funktionstichtig sind (Cramer, Yamanishi et al. 2003). In Mausen mit einer
Deletion von HIF-1a in Makrophagen zeigte sich eine weniger stark ausfallende LPS-
induzierte Sepsis mit einer verringerten Produktion von inflammatorischen Zytokinen
(Peyssonnaux, Cejudo-Martin et al. 2007). Auch dendritische Zellen sind fur lhre
Reifung auf HIF-1a angewiesen (Spirig, Djafarzadeh et al. 2010). Somit scheint ein
verminderter Sauerstofflevel, der haufig in infiziertem Gewebe vorherrscht, mit HIF-1
fir eine adaquate Immunantwort der Entzindungszellen des angeborenen
Immunsystems notwendig zu sein.

In mukosalen Epithelzellen konnte jedoch ein protektiver Effekt von HIF-1a bei einer
Colitis in einem Mausmodell festgestellt werden. Bei HIF-1a gewebsspezifisch
deletierten Mausen, das intestinale Epithel betreffend, kam es zu mehr
Krankheitssymptomen wie Gewichtsverlust und zu einer hdheren Mortalitat. In den
mukosalen Epithelzellen soll HIF-1a die Expression von Genen vermitteln, die fur
eine intakte epitheliale Barriere bendtigt werden, um diese wahrend einer Kolitis zu

schitzen (Karhausen, Furuta et al. 2004). Auch in Atemwegsepithelzellen erflllt
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HIF-1a eine protektive Aufgabe, indem es den Verlust der Integritat der epithelialen
Barriere durch Sauerstoffradikale verhindert (Olson, Hristova et al. 2011). Im
Alveolarepithel unterdrickt er bei einer akuten Lungenschadigung im Mausmodell
Uber eine Anpassung im Kohlenhydratstoffwechsel die Entziindung und schitzt somit
das Lungengewebe (Eckle, Brodsky et al. 2013). Diese Verdffentlichungen
unterstitzen die Ergebnisse dieser Arbeit, in der gezeigt werden konnte, dass eine
Entzindungsantwort von Atemwegsepithelzellen unter Hypoxie gehemmt wird. Eine
Anpassung des Kohlenhydratstoffwechsels in der Atemwegsepithelzelle Uber HIF-1
konnte auch fur die in dieser Arbeit beschriebene hemmende Wirkung auf die
EntzGndungsantwort verantwortlich sein.

Zur Unterstitzung der Ergebnisse, die bei den Versuchen mit der spezifisch gegen
HIF-1a eingesetzten siRNA erhoben werden konnten, wurde in dieser Arbeit auch
CoCl, verwendet. In der Literatur ist CoCl, als Hypoxie-imitierender Faktor bekannt
(Chachami, Simos et al. 2004, Ciafre, Niola et al. 2007), indem er Uber die
Stabilisierung von HIF-1a zur Aktivierung von HIF-1 fuhrt (Wang, Semenza 1993,
Hirsila, Koivunen et al. 2005). In verschiedenen Zelltypen wie z.B.
Alveolarmakrophagen und Phaochromozytomzellen wurde jedoch eine zytotoxische
Wirkung durch CoCl, nachgewiesen (Araya, Maruyama et al. 2002, Zou, Zeng et al.
2002). Dieser Effekt wirkt sich womdglich auch auf das Entzindungsverhalten der
Atemwegsepithelzellen aus. Insofern sind die Ergebnisse aus den hier gezeigten
Versuchen mit CoCl;, die den Effekt von HIF auf die Entzindungsantwort
unterstitzen, durchaus kritisch zu werten. Allerdings zeigten die Zellen, die nicht mit
mikrobiellen Faktoren oder P. aeruginosa stimuliert wurden, bei der Applikation von
CoCl, keinen signifikanten Unterschied in der basalen Abgabe von
Entzindungsmediatoren im Vergleich zu den nicht-stimulierten Kontrollzellen. Eine
deutliche Wirkung auf die Inflammation durch CoCl;, allein lasst sich also nicht
feststellen.

Vor allem die mit dem Knockdown von HIF-1a gewonnenen Ergebnisse legen nahe,
dass HIF-1a die Aktivierung von angeborenen Immunmechanismen in
Atemwegsepithelzellen hemmt und die verminderte Inflammation unter Hypoxie nach

mikrobieller Stimulation vermittelt
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5.4. Schlussbemerkung

Die Zellkulturversuche sowie der Tierversuch zeigen, dass die Entzindungsantwort
in Atemwegsepithelzellen bzw. Lungen der Mause unter hypoxischen Bedingungen
geringer ausfallt als unter normoxischen. Ebenso zeigt sich, dass P. aeruginosa
unter Hypoxie besser auf Epithelzellen persistieren kann. HIF scheint fur diese
Effekte verantwortlich zu sein. Seine Stabilisierung drosselt die Entzindungsantwort
in Atemwegsepithelzellen, auch hypoxieunabhangig. Die verminderte Expression von
HIF-1a und hieraus resultierende verminderte Aktivierung von HIF-1 fahrt zu einer
deutlich erhéhten Inflammation (Abb. 24).

Normoxie Hypoxie

\

Antimikrobielle Peptide

Antimikrobielle Peptide

-'.' - -f”/
SARERAR
g Zytokine

<o Bakterien

HIF-1

Abb. 24: Zusammenfassung. Bei einer Infektion bilden Atemwegsepithelzellen unter Hypoxie weniger Zytokine
und AMPs als unter Normoxie. HIF-1 supprimiert die Entziindungsantwort. Bakterien persistieren auf dem
Atemwegsepithel unter Hypoxie.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollten durch zusatzliche Untersuchungen bestatigt und
erganzt werden. So waren in vitro Versuche mit Epithelzellen aus Mausen, die
defizient fir HIF-1a sind, aufschlussreich und kénnten die siRNA Zellversuche dieser
Arbeit bestatigen. Zusatzlich konnten Versuche mit variablen
Sauerstoffkonzentrationen durchgefihrt werden, um einen Zusammenhang zwischen
Sauerstoffkonzentration und Ausmall der verminderten Entzindungsantwort
festzustellen. Ebenso waren Untersuchungen an Patienten durchzufiihren, um zu
Uberprufen, inwieweit eine Hypoxie in der Lunge die Rate von Exazerbationen

beeinflusst.
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Eine groles Problem in der Grundlagenforschung sind die variierenden Ergebnisse.
Kleine Veranderungen in der Versuchsanordnung kénnen bereits entscheidende
Unterschiede fur die Resultate bedeuten. Somit ist die Anwendbarkeit der
Ergebnisse von zellbiologischer Untersuchungen auf die Klinik in der Regel zunachst
nicht ohne Weiteres mdglich. Zellbiologische Vorgange in vivo sind in der Regel
komplexer als in vitro. Wenn sich die Ergebnisse dieser Arbeit jedoch in klinischen
Untersuchungen bestatigen lassen, kdnnten Patienten, die aus unterschiedlichen
Grinden hypoxisch sind, durch eine adaquate Sauerstoffkonzentration unter
Berucksichtigung der Sauerstofftoxizitat in der Lunge vor Exazerbationen geschitzt
werden. Hierdurch lie3e sich vielleicht die Lebensqualitat dieser Patienten positiv
beeinflussen und deren Mortalitat senken. Hinweise hierauf geben bereits
Beobachtungen von Patienten mit COPD, bei denen eine Langzeitsauerstofftherapie
zu einer verminderten Anzahl von Exazerbationen flhrt (Rizzi, Grassi et al. 2009).
Das Gleiche zeigt sich auch mit einer nicht-invasiven Beatmung mit
Supplementarsauerstoffgabe bei Patienten mit CF (Goss, Burns 2007). Ein nicht
unerheblicher Teil der Literatur sieht den Grund hierfir in einer gesteigerten
Entzindungsantwort unter Hypoxie, die zu einem Gewebeschaden fuhrt (Schaible,
Schaffer et al. 2010). Die eigentliche Ursache der vermehrten Entziindung kénnte
jedoch in einem primaren Unvermdgen einer rechtzeitigen und ausreichenden
Immunantwort unter Hypoxie bestehen, was die vorgelegte Arbeit nahe legt.

Auch wenn akute und chronische Lungenerkrankungen nicht nur durch Hypoxie
beeinflusst werden, so hat diese sicherlich einen entscheidenden Effekt auf die
Entstehung und den Krankheitsverlauf. Diese Arbeit konnte zeigen, wie eine Hypoxie
die Immunantwort der Atemwegsepithelzellen schwacht und eine effiziente
Pathogenelimination verhindert. DarUber hinaus konnte gezeigt werden, dass HIF-1
Entzindungsmechanismen von Atemwegsepithelzellen reguliert. Bei der
Verwendung von siRNA gegen HIF-1a kommt es namlich zu einer signifikant
erhdhten Immunantwort, sowohl unter Normoxie als auch unter Hypoxie, was auf
einen die Immunantwort hemmenden Effekt von HIF-1 schliel3en lasst.

Es ist zu hoffen, dass sich an diese Arbeit anschlieRende Untersuchungen diese

Ergebnisse vertiefen und sich in Zukunft Therapieoptionen daraus entwickeln lassen.
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