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Abschlussbericht

1.1. Thema

Pathomechanismen der Ureaplasmen-vermittelten pulmonalen Entziindungsreaktion und
chronischen Lungenerkrankung Frithgeborener

1.2.  Forschungsziele

Ziel unseres Projekts war es, die Mechanismen der Ureaplasmen-vermittelten pulmonalen
Entziindungsreaktion und Gewebeschidigung aufzukliren. So sollte das Verstindnis von
Risikofaktoren der chronischen Lungenerkrankung Frihgeborener und die Kenntnis von
Hauptmechanismen der Krankheitsentstehung erweitert werden. Die Ergebnisse sollen die
Entwicklung gezielter therapeutischer, ggf. anti-infektiser und anti-inflammatorischer, Strategien
ermdglichen.

Unter Verwendung fetaler Lungen- Epithel- und Endothelzellen sowie neonataler Monozyten,
als wesentlichen Abwehrzellen des angeborenen Immunsystems, sollten Pathomechanismen der
Ureaplasmen-vermittelten Immunantwort, der pulmonalen Erreger-Zell-Interaktion und daraus
resultierender Einschrinkungen der zelluliren Lungenfunktion zz vitro und ex vivo dargestellt
werden (Abb. 1).
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1.3. Hintergrund der erzielten Ergebnisse

Klinische und experimentelle Untersuchungen haben gezeigt, dass Ureaplasmen-Infektionen
bei Frithgeborenen einen unabhingigen Risikofaktor fiir die Entwicklung der chronischen
Lungenerkrankung, Bronchopulmonale Dysplasie (BPD), darstellen. Die zugrundeliegenden
Mechanismen einer Ureaplasmen-vermittelten Entziindungsreaktion bei Frith- und Neugeborenen
und der schidigenden Witkung auf Gewebe- und/oder Zellebene sind bisher kaum verstanden.
Vor dem Hintergrund einer unverindert hohen BPD-Rate insbesondere bei sehr unreifen
Frihgeborenen ist die Untersuchung von Pathogenititsmechanismen der Ureaplasmen-
vermittelten pulmonalen Entztindungsreaktion von besonderer Bedeutung,.

Die Lunge ist vor der Geburt mit Flussigkeit gefillt, um das fetale Lungenwachstum zu
ermoglichen. Im Zuge der Geburt wird die Flussigkeit durch die alveolare Flussigkeitsabsorption
beseitigt. Eine vermehrte Flissigkeitsansammlung in unreifen Lungen behindert den Gasaustausch
und trigt wesentlich zur Entwicklung pulmonaler Komplikationen bei. Die alveolare
Flussigkeitsabsorption wird dutch den gerichteten Transport von Na® Uber die
Alveolarepithelzellen vermittelt [1]. Studien haben gezeigt, dass Frithgeborene, die ein
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Atemnotsyndrom (RDS, respiratory distress syndrome) entwickeln, einen verminderten epithelialen
Na*-Transport aufweisen [2] und dass die Uberlebenswahrscheinlichkeit Frithgeborener und
Erwachsener mit akutem RDS mit der alveolaren Flussigkeitsabsorption kotreliert [3]. Der Na'-
Transport Uber das Alveolarepithel wird durch zwei Ionentransporter vermittelt. Der epitheliale
Na'-Kanal (ENaC) ist an der apikalen Zellmembran lokalisiert und vermittelt den passiven
Einstrom von Na" aus dem Alveolatlumen in die Lungenepithelzellen. AnschlieBend wird Na*
basolateral von der Na*/K*-ATPase ins Interstitium gepumpt (Abb. 2). Durch diesen gerichteten
Na'-Transport entsteht ein osmotischer Gradient, dem das intraalveolare Wasser folgt und so ins
Gewebe absorbiert wird. Eine verminderte ENaC-Expression [4] stellt neben der mangelnden
Surfactant-Produktion in unreifen Lungen die Hauptursache fiir die RDS-Entwicklung bei
Frihgeborenen dar [5].

Diverse Faktoren, einschlief3lich intrauteriner Infektionen, beeinflussen und beeintrichtigen
die Mechanismen der alveolaren Flissigkeitsabsorption und vermitteln eine weitere Schadigung der
noch unreifen Lunge. Der Einfluss von bestimmten FErregern bzw. speziellen Virulenz-
eigenschaften auf das Ausmal} dieser Schadigung wird diskutiert [6, 7].

Abb. 2: Mechanismus der
alveolaren Flissigkeitsabsorption.
Na* wird auf der apikalen Seite
durch den ENaC in die
Alveolarzellen aufgenommen und
basolateral durch die Nat*/K*-
ATPase ins Interstitium gepumpt.
Diesem  gerichteten  lonen-
transport folgt passiv das Wasser
und wird so ins Gewebe
absorbiert.

In primiren fetalen Lungenzellen und neonatalen Monozyten wurden erstmal die direkten
und indirekten Auswirkungen einer Ureaplasmen-Exposition dargestellt. Nach einer kurzen
methodischen Einfihrung stellt das folgende Kapitel die erzielten Ergebnisse des Projekts dar.

Methodik: Die Ussing-Kammer Messung

Die funktionelle Untersuchung des alveolaren epithelialen Na'-Transports wird mit Hilfe der
Ussing-Kammer durchgefithrt. Die Ussing-Kammer erméglicht die Messung der Barriere- und
Transportfunktion eines Epithels. Die Barrierefunktion des Epithels wird durch Messung des
elektrischen Widerstands iiber das Epithel (transepithelialer Widerstand, R.) bestimmt. Um eine
elektrophysiologische Messung des Ionentransports durchfithren zu koénnen, werden die
verwendeten primiren fetalen distalen Lungenepithelzellen (FDLE-Zellen) auf permeablen
Membranfiltern ausgesit. Dadurch kommt es zur Polarisierung der Zellen in ein apikales und
basolaterales Membrankompartiment, und zur Ausbildung von Tight Junctions. Zur Messung
werden die FDLE-Zellfilter in die Ussing-Kammer eingesetzt und das apikale bzw. basolaterale
Kompartiment der Kammern mit einer Elektrolytlésung befillt. Die transepitheliale Spannung
(Ite) wird durch das Anlegen eines Stromes auf 0 mV reguliert, und der Kurzschlussstrom Isc (short-
cerenit current) gemessen. Nachdem der Isc ein stabiles Niveau erreicht hat (Jhas), werden 10 uM
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Amilorid zur Inhibition des ENaC in die apikale Kammerhilfte hinzugegeben. Aus der Differenz
von I und dem nach Zugabe von Amilorid noch vorhandenen Amilorid-insensitiven Isc (Lmir)
wird der Amilorid-sensitive Isc (ALmi) berechnet, welcher die Aktivitit des ENaC widerspiegelt.

Da der epitheliale Na*-Transport durch zwei Ionentransporter vermittelt wird, ist es auch
moglich, die Aktivitit des einen Transporters ohne den jeweils anderen in der Ussing-Kammer zu
messen. Dies wird als maximale Aktivitit des jeweiligen Transporters bezeichnet. Um die maximale
apikale Na'-Leitfahigkeit zu bestimmen, wird durch die verwendeten Elektrolytlosungen ein Na*-
Gradient (145:5 mM) generiert und die basolaterale Membran mit Amphotericin B permeabilisiert.
AnschlieBend wird analog Amilorid apikal appliziert und der maximale Amilorid-sensitive Isc
(amiias) berechnet. Die maximale Aktivitit der Na'/K'-ATPase, unabhingig von der ENaC-
Aktivitit, wird nach permeabilisierter apikaler Membran durch die Zugabe von 1 mM Ouabain
bestimmt. Der maximale Ouabain-sensitive Isc (0#abmas) entspricht der maximalen Na*/K"-ATPase
Aktivitat.

1.4. Ergebnisdarstellung

Die Kolonisierung der Atemwege Frithgeborener mit Ureaplasmen ist mit pulmonaler Kurz-
und Langzeit-Morbiditit assoziiert. In klinischen und experimentellen Studien konnte eine
Ureaplasmen-vermittelte pulmonale und systemische Inflaimmationsreaktion gezeigt werden.
Weitere Pathomechanismen der Ureaplasmen-vermittelten Lungenerkrankung sind nicht nur nicht
beschrieben, es existieren nur wenige z-vitro-Daten zu moglichen direkten Effekten einer
Ureaplasmen-Exposition auf die Funktion von pulmonalen Zellen. Da der Na'-Transport
wesentlich an der Anpassung der Lunge an die Luftatmung beteiligt ist, ist es essenziell, den
Einfluss der Ureaplasmen-Kolonisierung auf die Zellfunktionen des fetalen Alveolarepithels zu
bestimmen.

Die akute Ureaplasmen-Infektion verringert den Na*-Transport in fetalen Alveolarzellen

Die 24-stiindige Infektion von FDLE-Zellen mit Ureaplasmen (U. urealyticum, Uu8) reduzierte
den epithelialen Na"-Transport deutlich um 70-90%. Ussing-Kammer-Analysen zeigten, dass i
durch die Ureaplasmen-Infektion im Vergleich zu nicht-infizierten Medium-Kontrollen signifikant
verringert wurde (Abb. 3A). Auch die ENaC-Aktivitit (ALmi) wurde durch die Ureaplasmen-
Infektion deutlich, um mehr als 90%, verringert. Im Gegensatz dazu wurde die epitheliale
Barrierefunktion (R.) durch die Ureaplasmen-Infektion nicht beeintrichtigt (Abb. 3B). Dartber
hinaus wurde Lmi, welches zumindest teilweise auf den epithelialen CI-Transport zurickgeht, durch
die Ureaplasmen-Infektion reduziert (Abb. 3A). Insgesamt resultierte die akute Ureaplasmen-
Infektion in einer signifikanten Reduktion des Na™-Transports.
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Abb. 3: Eine Ureaplasmen-Infektion reduzierte den epithelialen Na*-Transport in FDLE-Zellen nach 24-stindiger
Inkubation signifikant. FDLE-Zellen wurden vor der Analyse 24 h (A, B) oder 3 h (C, D) mit U. urealyticum (Uu8)
infiziert. (A) Reprisentative Ussing-Kammer-Stromspur von UuS8-infizierten FDLE-Zellen im Vergleich zu
Kontrollen. (B) Eine Uu8-Infektion verringerte den Na*-Transport und die ENaC-Aktivitit (Tase, Tamit und Alymiy)
signifikant. Die Batriereintegtitit (R) infizierter FDLE-Zellen (n=29) war im Vergleich zu nicht-infizierten
Kontrollen (n=27) nicht signifikant verindert. (C) Reprisentative Ussing-Kammer-Stromspur von Uu8-infizierten
FDLE-Zellen im Vergleich zu Kontrollen. (D) Eine 3-stiindige Infektion von FDLE-Zellen mit Uu8 hatte keinen
Einfluss auf Inase, Tamit, Alimit oder Ree (n=29) im Vergleich zu Kontrollzellen (n=28). ***p<0,001, ****p<0,0001; t-
Test.

Um festzustellen, ob die beobachteten Effekte der Infektion mit dem Isolat Uu8 auf den Na'-
Transport auch fir ein anderes Ureaplasma-Serovar zutreffen, wurden die Ussing-Kammer
Messungen mit dem Isolat U. parvum (Up3) wiederholt. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen
der Versuche mit Uu8, verringerte die Infektion mit Up3 sowohl Iy als auch Limi und AlLmi in
FDLE-Zellen signifikant verglichen mit nicht-infizierten Kontrollen (Abb. 4). R, wurde von der
Up3-Infektion nicht verindert. Durch die Infektion mit Up3 wurde die ENaC-Aktivitit in FDLE-
Zellen um etwa 30 % reduziert.

Abb. 4: Eine Infektion mit U. parvum (Up3)
verringerte den epithelialen Na*-Transport in
FDLE-Zellen. Die Zellen wurden vor der
Analyse 24 h mit Up3 infiziert. Im Einklang
mit der Uu8-Infektion verringerte die Up3-
Infektion den Na*-Transport und die ENaC-
Aktivitdt (Ihase, Lamil und ALmg) signifikant,
wihrend Re nicht beeintrichtigt wurde (Up3:
n=45; Kontrolle: n=42). ****p<(,0001; t-Test.

Um die beiden Na'-Transporter getrennt voneinander zu betrachten, wurde die jeweils
gegeniiberliegende Membran permeabilisiert. Die maximale ENaC-Aktivitit (a7zi/m.) wurde durch
die Uu8-Infektion signifikant auf etwa 35% verringert (Abb. 5A). In einer anderen Serie von

4



" Roland Ernst Stiftung fir Gesundheitswesen - Abschlussbericht
‘ Pathomechanismen der Ureaplasmen-vermittelten pulmonalen
Entziindungsreaktion und chronischen Lungenerkrankung Frithgeborener

Experimenten wurde die apikale Membran permeabilisiert, wodurch das Zellinnere und die
Na'/K*-ATPase mit Na" beladen und die maximale Na*/K"-ATPase-Aktivitit (0#abm.) bestimmt
werden. Auch o#abm.. wurde durch eine Ureaplasmen-Infektion deutlich verringert, wenn auch
nicht im gleichen Ausmal3 (Abb. 5B). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass eine Ureaplasmen-
Infektion von FDLE-Zellen nach 24-stiindiger Inkubation die apikale ENaC-Aktivitit um mehr
als 60% und die basolaterale Na*/K"-ATPase-Aktivitit um etwa 20% reduzierte.

Abb. 5: Die akute Ureaplasmen-Infektion vertingerte die ENaC- und Nat/K*-ATPase-Aktivitit bei Messungen
mit permeabilisierten Membranen. FDLE-Zellen wurden 24 h mit U. wrealyticumr (Uu8) infiziert. Die maximale
Aktivitit jedes Na*-Transporters wurde separat durch Permeabilisierung der gegeniiberliegenden Membran
bestimmt. (A) Reprisentative Stromspur basolateral-permeabilisierter Uu8-infizierter Zellen und Kontrollzellen. (B)
Eine Uu8-Infektion reduzierte die durch ENaC (azihnay) vermittelte maximale apikale Na*-Permeabilitit signifikant
(n=30) im Vergleich zu Kontrollen (n=25). (C) Reprisentative Stromspur von apikal-permeabilisierten Uu8-
infizierten Zellen und Kontrollzellen. (D) Die maximale Na,K-ATPase-Aktivitit (0#abm.) wurde durch eine
Ureaplasmen-Infektion (n=29) im Vergleich zu nicht-infizierten FDLE-Zellen (n=30) signifikant reduziert.
*p<0,05, ¥**p<0,0001, t-Test.

Die vorliegende Arbeit beschreibt erstmals eine funktionelle Beeintrichtigung fetaler alveoldrer
Epithelzellen induziert durch eine akute, 24-stiindige Ureaplasmen-Infektion. Beide Ureaplasmen-
Isolate inhibierten signifikant den epithelialen Na'-Transport. Der vektorielle Na*-Transport
intakter Zellen wird durch die Zusammenarbeit von apikalen und basolateralen Transportern
erreicht. Wir konnten den Einfluss auf die basolaterale Na"/K"-ATPase und apikale Na"-Kanile
durch selektive Permeabilisierung trennen und beobachteten eine signifikante Verringerung der
maximalen apikalen ENaC-Aktivitit und eine geringere Abnahme der Na*/K"-ATPase-Aktivitit.
Bei Frithgeborenen wurde ein verminderter epithelialer Na*-Transport beteits nachgewiesen [2]
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was zur Entwicklung von RDS beitrigt [8]. Die Ergebnisse der vorliegenden zz-vitro-Studie lassen
uns diskutieren, dass eine Ureaplasmen-Infektion und die nachfolgende Ureaplasmen-vermittelte
Verringerung des Na'-Transports die petinatale alveolire Flussigkeitsabsorption weiter
beeintrichtigen und die pulmonale Funktion insbesondere sehr unreifer Frithgeborener weiter
verschlechtern kénnte.

Zusitzlich zu den FDLE-Zellen wurden humane Calu-3-Zellen des Bronchialepithels mit
Ureaplasmen infiziert. Durch die Infektion wurde der Ionentransport in Calu-3-Zellen signifikant
reduziert (Abb. 6). Da eine Ureaplasmen-Infektion in FDLE-Zellen auch den Lmi reduzierte, was
eine Hemmung des Cl-Transports vermuten lisst, ist davon auszugehen, dass eine Ureaplasmen-
Infektion nicht nur den ENaC-vermittelten Na™-Transport reduziert, sondern den Ionentransport
im Allgemeinen beeinflussen kénnte. In Calu-3-Zellen, die hauptsichlich CI' transportieren,
beeintrichtigte die Ureaplasmen-Infektion den lonentransport, indem der basale Isc reduziert
wurde. So konnten wir zeigen, dass Ureaplasmen auch die Ionenkanalfunktionen in einer Zelllinie

humanen Ursprungs zu beeinflussen.

Abb. 6: Eine Ureaplasmen-Infektion
verringerte  den  Jonentransport in
humanen Calu-3-Zellen. Die Zellen
wurden vor der Analyse 24 h lang mit
Uu8 infiziert. FEine Uu8-Infektion
verringerte auch Ionentransport (Isc) in
Calu-3-Zellen signifikant und hatte
keinen Einfluss auf den R (n=15) im
Vergleich zu Kontrollzellen (n=10).
**p<0,01; t-Test.

Die Ureaplasmen-Infektion verindert die mRNA-Expression der Na*-Transporter und der
Surfactantproteine

Uberraschenderweise erhdhte eine 24-stiindige Infektion mit Ureaplasmen (Uu8) die mRNA-
Expression der ENaC-Untereinheit a-ENaC signifikant um etwa 30% und die von y-ENaC um
fast das Neunfache, wihrend die f-ENaC mRNA-Expression unbeeinflusst blieb (Abb. 7).
Dartber hinaus erhohte die Ureaplasmen-Infektion die mRNA-Expression det Na*/K"-ATPase-f;
Untereinheit signifikant um fast 50% (Abb. 7), wihrend die Expression der a;-Untereinheit nicht
verindert wurde. Im Gegensatz dazu wurde die mRNA-Expression zweier Surfactantproteine
deutlich reduziert. Sfipa wurde um etwa 70% und Sfipb um etwa 30% verringert (Abb. 7). Der
gegenteilige Effekt wurde fiir die Sfzpc mRNA beobachtet, die durch die Ureaplasmen-Infektion
um fast 40% erhoht wurde (Abb. 7). Insgesamt erhohte die Ureaplasmen-Infektion die mRNA-
Expression mehrerer Na'-Transporter-Untereinheiten, im Gegensatz zu dem verringerten Na'-
Transport, der in Ussing-Kammern beobachtet wurde. Andererseits verringerte eine Ureaplasmen-
Infektion die mRNA-Spiegel von Surfactantproteinen mit Ausnahme von Sfpe.



' Roland Ernst Stiftung fir Gesundheitswesen - Abschlussbericht

“ Pathomechanismen der Ureaplasmen-vermittelten pulmonalen
Entziindungsreaktion und chronischen Lungenerkrankung Frithgeborener

Abb. 7: Die 24-stiindige Infektion mit
Ureaplasmen (Uu8) verdnderte die mRNA-
Expression der Na*-Transporter und
Surfactantproteine.  Eine  Uu8-Infektion
erhéhte die mRNA-Expression von a- und p-
ENaC, Na'/K'-ATPase-f; und  Sfipe
signifikant. Im Gegensatz dazu regulierte die
Uu8-Infektion die Sfipa und Sfipb mRNA-
Expression herunter (n = 12-18). Relative
Vervielfachung RFC). **p<0,01,
F¥p<0,001, ¥¥**p<0,0001; t-Test

Die verringerte Aktivitit beider Na'-Transporter war nicht auf eine verminderte mRNA-
Expression zuriickzufithren. Stattdessen war die mRNA-Expression der a- und p-ENaC-
Untereinheiten erhoht, was moglicherweise einen positiven Rickkopplungsmechanismus
widerspiegelt. In der fetalen Schaflunge wurde gezeigt, dass die mRNA-Expression der a- und p-
ENaC-Untereinheit wihrend der Wehen ihren Hohepunkt erreicht — jener Zeitpunkt, an dem
physiologisch die alveolire Flussigkeitsabsorption erfolgt [9]. Dartiber hinaus zeigt diese Studie
cine erhohte mRNA-Expression der Na'/K"-ATPase-fi-Untereinheit durch die Ureaplasmen-
Infektion. Es wurde zuvor gezeigt, dass die Uberexpression der f-Untereinheit allein den
vektotiellen Na*-Transport erhoht [10], da die §-Untereinheit die geschwindigkeitsbestimmende
Komponente beim Zusammenbau der Na'/K'-ATPase ist [11]. Dies unterstiitzt weiter die
Hypothese, dass eine Erhohung der mRNA-Expression den durch eine Ureaplasmen-Infektion
verursachten verminderten Na'-Transport entgegenwirken soll.

Die Genexpression der Surfactantproteine wurde durch eine Ureaplasmen-Infektion in FDLE-
Zellen unterschiedlich reguliert. Bei der Sf#pa- und Sfipb-mRNA-Expression wurde eine Abnahme
durch eine Ureaplasmen-Infektion beobachtet, wihrend Sfipec erhoht wurde. Sfipa trigt durch
Opsonisierungsprozesse zum angeborenen Immunsystem bei und fordert die Aufnahme von
Mikroorganismen durch phagozytische Zelltypen [12]. Dartber hinaus schiitzt Sfipa die Alveolen
vor einer unkontrollierten Entztindungsreaktion, indem es die zugrundeliegende Toll-like-
Rezeptor-vermittelte Signaliibertragung reduziert [12]. Die Ureaplasmen-vermittelte Reduktion der
Expression von Sfipa in ATII-Zellen kénnte damit wesentliche immunologische Funktionen in
Alveolen schwichen. Die akute Ureaplasmen-Infektion von FDLE-Zellen reduzierte dartber
hinaus die Expression von Sfipb. Die Surfactantproteine Sfipb und Sfipe sind wesentlich an der
Oberflichenausbreitung des Surfactant beteiligt, und ein Fehlen von Sfipb ist mit dem Leben
unvereinbar [12]. Damit resultiert eine akute Ureaplasmen-Infektion Frithgeborener moglichweise
in einer weiteren funktionellen Beeintrichtigung der unreifen Lunge durch Stérung der Surfactant-
Homoostase.

Die Stimulation mit Lipopolysaccharid erhéht den Na'-Transpeort in fetalen Alveolarzellen

Um zu untersuchen, ob die dargestellten Beeintrichtigungen des epithelialen Na'-Transports
spezifisch fiir eine Ureaplasmen-Infektion sind oder auch durch die Infektion mit einem gram-
negativen Erreger verursacht werden, wurden die FDLE-Zellen mit E. co// Lipopolysaccharid (LPS)
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inkubiert. Die 24-stindige Inkubation mit LPS erhohte den epithelialen Na*-Transport signifikant.
Ussing-Kammer Analysen zeigten, dass LPS I im Vergleich zur Kontrolle signifikant erh6hte
(Abb. 8A). Il stieg bei 0,1 ug/ml LPS auf 130% bzw. bei 1 pg/ml LPS auf 138%. Die ENaC-
Aktivitdt (ALmi) wurde durch LPS in FDLE-Zellen ebenfalls signifikant auf 120% bei 0,1 ug/ml
und 1 pg/ml LPS erhoht. R wurde durch LPS nicht beeinflusst (Abb. 8B). Limi wurde durch LPS
statk erhoht, auf 138% bei 0,1 pg/ml und 167% bei 1 pg/ml LPS (Abb. 8A). Zusammenfassend
erhohte LPS den epithelialen Na*-Transport nach 24 h signifikant, was in gravierendem Gegensatz
zu einer Ureaplasmen-Infektion von FDLE-Zellen steht.

Abb. 8: Die 24-stindige Inkubation mit LPS stimulierte den epithelialen Na*-Transport in FDLE-Zellen. LPS
erhéhte (A) Ibase, Tamit und AlLmi signifikant. (B) Ri wurde durch LPS nicht signifikant verindert. (n = 21-23).
*p<0,05, ¥**p<0,001, ANOVA mit Dunnetts post-hoc-Test.

LPS ist ein Hauptbestandteil der Aulenmembran gram-negativer Bakterien und fungiert als
prototypisches Endotoxin. Es handelt sich um den wesentlichen Virulenzfaktor gram-negativer
Bakterien, die eine oft fulminante Infektion verursachen. Im Gegensatz zu den beschriebenen
Ureaplasmen-vermittelten Effekten erhohte LPS den Na™-Transport und die ENaC-Aktvitit in
FDLE-Zellen nach 24 h signifikant. Bislang existieren keine Studien zum Einfluss von LPS auf den
Na'-Transpott fetaler alveolirer Zellen.

Die akute Ureaplasmen-Infektion verringert die Stoffwechselaktivitit/Viabilitit der
FDLE-Zellen

In weiteren Untersuchungen wurde die Stoffwechselaktivitit von FDLE-Zellen mittels WST-1
Assay bestimmt, um festzustellen, ob die Reduktion des Na'-Transport mit einer reduzierten
Stoffwechselaktivitit der FDLE-Zellen einhergeht. Dazu wurden Formazan-Produkte in Uu8-
infizierten FDLE-Zellen, in nicht-infizierten, Medium-exponierten Zellen (Kontrollen) und in
einem Ureaplasmen-Ansatz ohne FDLE-Zellen gemessen. Beim Vergleich von Uu8-infizierten
FDLE-Zellen mit Kontrollzellen wurde kein signifikanter Unterschied beobachtet (Abb. 9). Der
Test zeigte jedoch, dass im Ureaplasmen-Ansatz ebenfalls Tetrazoliumsalze zu Formazan reduziert
wurde, ohne dass FDLE-Zellen vorhanden waren. Aufgrund dieses Beitrags zur gemessenen
Stoffwechselaktivitit haben wir die fiir Ureaplasmen erhaltenen Ergebnisse von denen fiir Uu8-
infizierte FDLE-Zellen subtrahiert. Der Vergleich dieser Ergebnisse mit nicht-infizierten
Kontrollzellen zeigte eine deutlich geringere Stoffwechselaktivitit durch die Ureaplasmen-
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Infektion. Diese Daten konnten auf eine erhéhte Zytotoxizitit in Ureaplasmen-infizierten FDLE-

Z.ellen hinweisen.

Abb. 9: Darstellung der Stoffwechsel-
aktivitit von Uu8-infizierten FDLE-Zellen,
nicht-infizierten = Zellen und  einem
Ureaplasmen-Ansatz ohne FDLE-Zellen.
Die metabolische Aktivitit wurde alle 30
min bis 1 h gemessen. Die gepunktete Linie
stellt die Stoffwechsel-aktivitit von Uu8-
infizierten FDLE-Zellen abziiglich der
Stoffwechselaktivitit von Uu8 selbst dar.
Basierend auf dieser Berechnung war die
Stoffwechselaktivitit in  Uu8-infizierten
FDLE-Zellen signifikant geringer als in
nicht-infizierten Kontrollen (n=8-12 pro
Gruppe und Zeitpunkt). ****p<0,0001;
ANOVA mit Geisser-Greenhouse-
Korrektur.

Nicotinamidadenindinukleotid (NAD) ist an Redoxreaktionen beteiligt und NADPH reduziert
das Tetrazoliumsalz WST-1 zu Formazan, was spektrometrisch gemessen wird. Das Gleichgewicht
zwischen oxidierten und reduzierten Formen von NAD (NAD'/NADH-Verhiltnis) spiegelt
sowohl die Stoffwechselaktivitit als auch die Viabilitit der Zellen wider. Gemal3 der vollstindigen
Sequenz von U. wrealyticum kann vermutet werden, dass NADH an mehreren Enzymreaktionen in
den bakteriellen Stoffwechselwegen beteiligt ist [13]. Die vorliegenden Ergebnisse des WST1-
Assay haben gezeigt, dass Ureaplasmen selbst Tetrazoliumsalze zu Formazan reduzieren, ohne dass
eukaryotische Zellen vorhanden sind. Aus diesem Grund wurden die fiir Ureaplasmen erhaltenen
Ergebnisse von denen von Uu8-infizierten FDLE-Zellen abgezogen.

Die akute Ureaplasmen-Infektion von FDLE-Zellen beeinflusst zentrale Kinase-
Signalwege, die an der ENaC-Regulation beteiligt sind

Um zu uberpriifen, ob die Funktion zentraler Signalwege in FDLE-Zellen durch eine
Ureaplasmen-Infektion beeinflusst wird, wurde die Phosphorylierung von Kinasen, die an der

ENaC-Hemmung beteiligt sind, mittels Western Blots analysiert. Die Phosphorylierung von
ERK1/2 wurde dutch die Uu8-Infektion um mehr als das Dreifache gesteigert (Abb. 10).

Abb. 10: Die 24-stiindige Uu8-Infektion von FDLE-Zellen erhéhte die Phosphorylierung des zentralen
Signalmolekils ERK1/2 signifikant. (n = 8, **p<0,01 t-Test). ERK1/2, extrazellulire signalregulierte Kinasen.
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Es wurden mehrere Regulierungsmechanismen fiir die ENaC-Stimulation beschrieben, darunter
die Translokation von intrazelluliren Pools zur Plasmamembran [14], die Verhinderung des ENaC-
Abbaus durch Phosphorylierung der Ubiquitin-Ligase NEDDAL (neural precursor cell expressed,
developmentally downregulated 4) [15] und eine Kanalaktivierung durch direkte Phosphorylierung des
ENaC [16]. Es wurde gezeigt, dass die Phosphotylierung von ERK1/2 die Amilorid-sensitiven
Na'-Strome in Nierenzellen verringert [17, 18]. Dariiber hinaus wurde vermutet, dass ERK1/2 die
8- und y-ENaC-Untereinheiten direkt phosphoryliert, was zu einer verstirkten Interaktion mit
NEDDA4L und dem anschlieBenden Kanalabbau fihrt [19]. In unseren Versuchen war die
Phosphorylierung  von Erk1/2  durch eine  Ureaplasmen-Infektion — signifikant  erhoht.
Zusammengenommen deuten diese Daten auf einen Anstieg der ENaC-hemmenden Erk1/2-
Phosphorylierung hin.

Zusammenfassend weisen unsere Ergebnisse erstmals auf eine signifikante Ureaplasmen-
vermittelte Beeintrachtigung der Schliisselmechanismen der alveoliren Flissigkeitsabsorption in
der unreifen Lunge hin. Unsere Daten zeigen eine signifikante Hemmung des transepithelialen
Na'-Transports, des ENaC wund der Na'/K'-ATPase-Aktivitit in primiren fetalen
Lungenepithelzellen der Ratte durch Ureaplasma spp. — wahrscheinlich aufgrund einer Modifikation
der Erkl/2-Aktivierung. Nach unserem Wissen ist dies die erste Studie, die eine funktionelle
Beeintrichtigung fetaler Lungenepithelzellen durch Ureaplasmen zeigt und damit einen
Ureaplasmen-spezifischen Mechanismus der pulmonalen Beeintrichtigung Frithgeborener
aufdeckt, der durch alveolare Flissigkeitsansammlung zur akuten und chronischen
Lungenerkrankung Frithgeborener beitragen kann.

Mechanismen der Utreaplasmen-induzierten Reduktion des Na*-Transports

Bislang ist nur wenig tiber Virulenzfaktoren von Ureaplasmen und Mechanismen der Erreger-
Wirt-Interaktion bekannt [20, 21]. Ureaplasmen erzeugen durch Harnstoffabbau mittels des
essentiellen Enzyms Urease Adenosintriphosphat (ATP), bilden dabei Ammoniak und verschieben
den pH-Wert ins Alkalische, was beides als Virulenzfaktoren diskutiert wurde. Eine 24-stiindige
Infektion von FDLE-Zellen mit Ureaplasmen fihrte ebenfalls aufgrund der Metabolisierung von
Harnstoff und zu einer Alkalisierung des Kulturmediums (Abb. 11A). Untersucht wurde, ob die
pH-Verschiebung oder das produzierte NH; fir die beobachteten Effekte in Ureaplasmen-
infizierten FDLE-Zellen verantwortlich sind. Die pH-Verschiebung auf 8,0 unter Verwendung von
NaOH hatte keinen Einfluss auf den Na'-Transport oder die ENaC-Aktivitit, wohingegen die
Zugabe von NH; den Na'-Transport stark reduzierte (Abb. 11B). Zusammengenommen hemmte
Ureaplasmen-induziertes NH; und nicht die begleitende pH-Verschiebung den Na'-Transport und
die ENaC-Aktivitit.
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Abb. 11: NH; imitierte die Wirkungen einer akuten Ureaplasmen-Infektion auf den epithelialen Na*-Transport.
Durch die Ureaplasmen-Infektion verschob sich der pH-Wert aufgrund der NH;3-Produktion in infizierten FDLE-
Zellen. Diese NH3-Akkumulation imitierte die Wirkungen einer Ureaplasmen-Infektion. (A) Uu8 erhéhte den pH-
Wert des FDLE-Zellmediums nach 24 h signifikant (n=19). (B) Der pH-Wert des FDLE-Zellmediums wurde
entweder durch Zugabe von NaOH oder NHj; auf 8,0 verschoben und fiir 24 h beibehalten. Die Exposition von
FDLE-Zellen gegeniiber NHj3 (n = 30) verringerte den Na*-Transport und die ENaC-Aktivitit (Iase, Lamil und Alymil)
im Vergleich zu Kontrollzellen (n = 29) signifikant, wihrend die NaOH-bedingte pH-Verschiebung (n = 29) nur
Lmi beeinflusste. R wurde weder von der NaOH-bedingten pH-Verschiebung noch von NHj beeinflusst.
kP <0,0001; t-Test (A) oder ANOVA mit Tukey’s post-hoc-Test (B).

Dartiber hinaus wurde die Phosphorylierung von Erk1/2 durch die NaOH- und NHs-bedingte
pH-Verschiebung erhoht, die Auswirkungen der NH;-Exposition waren jedoch deutlich
ausgeprigter (Abb. 12A). Im Gegensatz dazu wurde der durch Ureaplasmen verursachte Anstieg
der a-ENaC-, p-ENaC- und Sfipe-mRNA-Expression sowohl durch die NaOH-bedingte pH-
Verschiebung als auch durch die Exposition gegentiber NH; imitiert (Abb. 12B). Dartber hinaus
regulierten sowohl die NaOH-bedingte pH-Verschiebung als auch die NH;-Exposition die Sfipa-
mRNA-Expression herunter (Abb. 12B).

Abb. 12: Die NaOH- und NH3-bedingte pH-Verschiebung beeinflusste den Erk1/2-Signalweg und modulierte die
mRNA-Expression signifikant. FDLE-Zellen wurden vor den Analysen 24 h mit NaOH- oder NH;-haltigen
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Medien bei einem pH-Wert von 8,0 inkubiert. (A) Eine NaOH- und NHj-bedingte pH-Verschiebung auf 8,0
erhohte die Etk1/2-Phosphorylierung signifikant (n = 9). Reprisentative Western Blots von pErk1/2, Gesamt-
Erk1/2 und o-Tubulin sind abgebildet. (B) Die NaOH- und NHs-bedingte pH-Vetschiebung auf 8,0 ethéhte die
mRNA-Expression von a- und p-ENaC, Na,K-ATPase-f; und Sfipe signifikant. Im Gegensatz dazu wurde durch
NaOH und NHj die mRNA-Expression von Sfipa herunterreguliert (n=11-12). Relative Vervielfachung (RFC).
*p<0,05, ¥*p<0,01, ¥**p<0,001, ****p<0,0001 ANOVA mit Tukey’s post-hoc-Test.

Ein potenzieller Virulenzfaktor von Ureaplasmen, der haufig im Zusammenhang mit der
Wechselwirkung zwischen Ureaplasmen und der Wirtszelle diskutiert wird, ist die Urease-
vermittelte Produktion von Ammoniak und die damit einhergehende pH-Verschiebung [20, 21].
Obwohl dieser potenzielle Virulenzfaktor haufig in Betracht gezogen wird, wurde er bisher nicht
umfassend untersucht. Die vorliegende Studie zeigte, dass eine NaOH-vermittelte pH-
Verschiebung die ENaC-Aktivitit nicht beeinflusste, wohingegen die Exposition von FDLE-
Zellen gegenuber NH; den epithelialen Na'-Transport erheblich reduzierte und damit die
Ureaplasmen-induzierten Effekte imitierte. Dartiber hinaus beeinflusste die NH;s-Exposition die
mRNA-Expression von Na'-Transportern und Surfactantproteinen und induzierte die Erk1/2-
Phosphorylierung, wie sie bei der Inkubation von FDLE-Zellen mit vitalen Ureaplasmen-Isolaten
beobachtet wurde. In einer fritheren Studie wurden zwei Ammoniak-spezifische hochregulierte
Phosphorylierungsstellen auf Thr202 und Tyr204 identifiziert, von denen bekannt ist, dass sie
durch MAP2K1/2 phosphotyliert werden, was zur Aktivierung von ERK1 fithrt [22]. Diese Studie
zeigte, dass ERK als Reaktion auf die Ammoniakbehandlung in MCF-7-Brustkrebszellen aktiviert
wird. Eine weitere Studie stitzte diesen Befund und zeigte eine erhéhte ERK1/2-
Phosphortylierung als Reaktion auf Ammonium (NH;" und NHs) in MCF-7-Zellen [23]. Daher
kann davon ausgegangen werden, dass die durch Ureaplasmen-verursachte NH;-Akkumulation
einen wichtigen Virulenzfaktor in der Ureaplasmen-Alveolen-Interaktion darstellt und die
Funktion des Alveolarepithels beeintrichtigt.

Der Urease-Inhibitor Flurofamid negiert die Ureaplasmen-induzierten Verinderungen in
FDLE-Zellen

Flurofamid ist ein bekannter Inhibitor der Urease und konnte somit das Wachstum von
Ureaplasmen behindern, indem es deren Energieversorgung einschrinkt. Um die Eignung von
Flurofamid zu testen, den Na'-Transport in Utreaplasmen-infizierten FDLE-Zellen
wiederherzustellen, wurde der Urease-Inhibitor in Verbindung mit der Infektion (Uu8) von FDLE-
Zellen 24 h vor der elektrophysiologischen Analyse eingesetzt. Wie zuvor gezeigt, reduzierte die
Ureaplasmen-Infektion von FDLE-Zellen I signifikant (Abb. 13). Die Anwesenheit von
Flurofamid stellte .. von Ureaplasmen-infizierten Zellen wieder her. Dartiber hinaus verbesserte
Flurofamid auch AL, vergleichbar mit Kontrollzellen. Des Weiteren wurde Limi durch Flurofamid
erhoht, wihrend Flurofamid den R in Ureaplasmen-infizierten Zellen nicht verinderte und den
pH-Wert senkte (Abb. 13).
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Abb. 13: Flurofamid stellte den durch Ureaplasmen reduzierten epithelialen Na*-Transport wieder her. FDLE-
Zellen wurden mit Ureaplasmen infiziert und 24 h vor der Analyse in Gegenwart oder Abwesenheit von Flurofamid
(10 uM) kultiviert. Eine Ureaplasmen-Infektion verringerte (A) Ihase, Lamil und AlLmi signifikant, was durch die Zugabe
von Flurofamid vollstindig wiederhergestellt wurde. R wurde durch eine Ureaplasmen-Infektion oder Flurofamid
nicht signifikant verindert. (n = 42-57) (B) Reprisentative Ussing-Kammer Stromkurve von FDLE-Zellen. (C)
Flurofamid senkte den pH-Wert des Mediums in Uu8-infizierten FDLE-Zellen signifikant (n = 13). (**p<0,01,
kP <0,0001 ANOVA mit Tukey’s post-hoc-Test).

Die Ureaplasmen-vermittelten Effekte auf die Genexpression der Na'-Transporter und der
Surfactantproteine in FDLE-Zellen wurden durch die Zugabe von Flurofamid ebenfalls
beeinflusst. Die durch eine Ureaplasmen-Infektion erhéhte mRNA-Expression der a- und p-
ENaC-Untereinheiten wurde durch Flurofamid signifikant reduziert (Abb. 14). Jedoch war die
Expression beider Untereinheiten weiterhin signifikant hoher als in Kontrollzellen. Die erhohte
mRNA-Expression der Na*/K"-ATPase-f-Untereinheit durch die Ureaplasmen-Infektion wurde
durch Flurofamid nicht wesentlich verindert. Im Gegensatz dazu wurde die Expression der
Na"/K"-ATPase-ai-Untereinheit durch Flurofamid = signifikant teduziert, im Vergleich mit
Kontrollzellen, als auch verglichen mit Ureaplasmen-infizierten FDLE-Zellen.

Die Genexpression der Surfactantproteine wurde durch Flurofamid nicht signifikant
beeinflusst. Zwar fand eine Erhchung der Sfipa mRNA-Expression in Ureaplasmen-infizierten
Zellen durch Flurofamid statt (Abb. 14), jedoch lag die Sfpa-Expression weiterhin erheblich unter
dem Expressionsniveau in Kontrollzellen. Die mRNA-Expression von Sfipb wurde durch
Flurofamid nicht beeinflusst, und auch der Einfluss auf die Sfipe-Expression war nicht signifikant.
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Abb. 14: Die 24-stiindige Ureaplasmen-Infektion verinderte die mRNA-Expression von Na*-Transportern und
Surfactantproteinen. Die Inkubation in Anwesenheit von Flurofamid hob die Ureaplasmen-vermittelten Effekte in
FDLE-Zellen zum Teil auf. Eine Ureaplasmen-Infektion erhdhte die mRNA-Expression von a- und f-ENaC,
Na"/K*-ATPase- f; und Sfipe signifikant. Andererseits regulierte eine Ureaplasmen-Infektion die mRNA-Expression
von Sfipa und Sfipb herunter. Flurofamid reduzierte die Wirkung von Ureaplasmen auf die ENaC-Expression
(n = 12). Relative Vervielfachung (RFC). ¥**p<0,01, **p<0,001, ****p<0,0001 ANOVA mit Tukey’s post-hoc-Test.

Zusitzlich wurde der Einfluss von Flurofamid auf die Phosphorylierung von Erk1/2 in
Ureaplasmen-infizierten FDLE-Zellen untersucht. Dabei zeigte sich eine komplette Inhibition der
durch Utreaplasmen-induzierten Phosphotylierung von Erk1/2 durch Flurofamid (Abb. 15). Da
sowohl der Na'-Transport als auch die ENaC-reduzierende Erkl/2-Phosphotylierung durch
Ureaplasmen mit Hilfe von Flurofamid wiederhergestellt werden konnte, wird ein kausaler
Zusammenhang angenommen, der jedoch in weiteren Versuchen bestitigt werden muss.

Abb. 15: Die Infektion von FDLE-Zellen mit Ureaplasmen modulierte den Erk-Signalweg. FDLE-Zellen wurden
24 h vor der Analyse mit Ureaplasmen * Flurofamid inkubiert. Eine Uteaplasmen-Infektion erhohte die Erk1/2-
Phosphorylierung signifikant, was durch Flurofamid vollstindig verhindert wurde (n = 8). ****p<0,0001 ANOVA
mit Tukey’s post-hoc-Test.

Zusammenfassend zeigen die Untersuchungen, dass der Urease-Inhibitor Flurofamid den Na'-
Transport in Ureaplasmen-infizierten FDLE-Zellen wiederherstellt. Dies ist die erste
Untersuchung, die mégliche funktionelle Beeintrichtigungen alveolirer Epithelzellen bei einer
akuten Utreaplasmen-Infektion untersucht und cine globale Hemmung des epithelialen Na'-
Transports in fetalen Alveolarzellen nachweist (Abb. 16), moglicherweise aufgrund eines

14



" Roland Ernst Stiftung fir Gesundheitswesen - Abschlussbericht
‘ Pathomechanismen der Ureaplasmen-vermittelten pulmonalen
Entziindungsreaktion und chronischen Lungenerkrankung Frithgeborener

verinderten Erkl/2-Signalweges. In diesem Zusammenhang wurde die durch Ureaplasmen
verursachte Akkumulation von NH3 als zentraler Mechanismus identifiziert, det die meisten durch
Ureaplasmen verursachten Auswirkungen auf die FDLE-Zellfunktion imitiert. Im Einklang mit
dieser Beobachtung stellte der Urease-Inhibitor Flurofamid den Na'-Transport, die ENaC-
Aktivitit und die Erkl/2-Aktivitit vollstindig wieder her, was eine televante Rolle des
Ureaplasmen-spezifischen Enzyms Urease bestitigt. Nach unserem Wissen, ist dies die erste
Studie, die eine funktionelle Beeintrichtigung fetaler Lungenepithelzellen bei einer Ureaplasmen-
Infektion zeigt und mogliche Mechanismen einer durch Ureaplasmen verursachten
Lungenerkrankung Frithgeborener aufdeckt. Wir beschreiben Ureaplasmen-vermitteltes NH; und
nicht die damit einhergehende pH-Verschiebung als ursichlichen Virulenzfaktor (Abb. 16).

Abb. 16: Vorgeschlagener Mechanismus der Ureaplasmen-bedingten Hemmung des Na*-Transports und der
Beeintrichtigung der Lungenfunktion Frihgeborener. Nach unseren Ergebnissen induziert die Ureaplasmen-
bedingte Ammoniakproduktion die Erkl/2-Phosphorylierung und hemmt die ENaC-Aktvitit und den Na*-
Transport in Alveolarepithelzellen. Flurofamid hemmt die Ureaplasmen-spezifische Urease-Aktivitit und die
anschlieBende Ammoniakbildung und stellt dadurch den Na*-Transport in FDLE-Zellen wieder her. Erstellt in
BioRendet. Laube, M. (2024) BioRendet.com/x30p361.

Die vorliegenden Ergebnisse konnten erhebliche Auswirkungen auf die klinische Translation
haben, da eine durch Uteaplasmen-vermittelte Hemmung des epithelialen Na™-Transpotrts zur
Ansammlung von Lungenflissigkeit beitragen und den Ubergang zur Luftatmung und die
Funktion der Lunge weiter beeintrichtigen wiirden, insbesondere bei sehr unreifen
Frihgeborenen. Letztendlich unterstreichen diese Daten die Relevanz von Ureaplasmen als echte
Krankheitserreger in dieser Kohorte und geben Aufschluss tiber die Rolle von Urease-hemmenden
Arzneimitteln als potenzielle therapeutische Strategien bei kolonisierten Frithgeborenen als
Alternative zu antimikrobiellen Ansitzen. Zukunftige Studien sollten die beschriebenen
Mechanismen 7z vivo bestitigen. Um die Eignung der Urease-hemmenden Arzneimittel weiter zu
eruieren, wurde im letzten Teil (S. 22ff.) deren Wirkung auf das bakterielle Wachstum und die
Aktivitit im Vergleich zu gingigen Antibiotika untersucht.
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Mechanismen der Ureaplasmen-vermittelten pro-inflammatorischen Immunantwort in

primiren neonatalen Monozyten

Eine Vielzahl von klinischen Studien und Untersuchungen in Tiermodellen deuten darauf hin,
dass neben einer moglichen direkten Ureaplasmen-Zell-Interaktion die Induktion einer
Inflammationsreaktion eine wichtige Rolle in der Pathogenese Ureaplasmen-vermittelter
Erkrankungen bei Frihgeborenen, insbesondere der akuten und chronischen Lungenerkrankung,
spielen. In Vorarbeiten der Antragstellerinnen konnte gezeigt werden, dass U. parvum und U.
urealyticum  eine relevante proinflammatorische Immunantwort in neonatalen Monozyten
stimulieren (Abb. 17) [24-206]. Erkenntnisse tiber zugrundeliegende Mechanismen oder assoziierte
Virulenzfaktoren von Ureaplasmen fehlen jedoch weitgehend [20, 27].

Abb. 17: Darstellung der Ureaplasmen-vermittelten proinflammatorischen Zytokinantwort in neonatalen
Monozyten gemessen auf mRNA- und Protein-Ebene. Abgebildet ist die mRNA-Expression von TNF-a, IL-1f
und IL-8 sowie die mittels Mehrfarbenfluoreszenzanalyse gemessene intrazellulire Zytokin-Expression in U.
urealyticum (Uu) und U. parvum (Up)-stimulierten Monozyten versus unstimulierten Zellen (control) und Zellen, die
gegentiber E. co/i LPS exponiert wurden. Mean = SEM (Positivkontrolle) (n=6) *p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001,
e p < 0.0001 vs. control; # p < 0.05, ## p < 0.01, #### p < 0.0001 vs. Medium; Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s
post hoc-Test.

Die Urease-vermittelte Produktion von Ammoniak und der assoziierte pH-Shift stellen
keinen Virulenzfaktor von Ureaplasmen in der Interaktion mit neonatalen Monozyten dar

Nachdem die Projektleiterinnen im 7z vitro-Modell mit FDLE-Zellen die Urease-vermittelte
Produktion von Ammoniak als Virulenzfaktor von Ureaplasmen beschreiben konnten, wurde auch
im Modell mit primiren neonatalen Monozyten untersucht, ob die Urease-vermittelte Produktion
von Ammoniak und/oder der damit einhergehende pH-Shift fir die Induktion einer pro-
inflammatorischen Immunantwort in Ureaplasmen-exponierten Monozyten verantwortlich ist.
Wie in Abbildung 18 dargestellt, induzierte weder eine NaOH-generierte pH-Wert-Verschiebung
auf 8,0 noch die Zugabe von NHj eine pro-inflammatorische TNF-a, IL-1f3 oder IL-8-Antwort
(Abb. 18). Anders als in FDLE-Zellen scheint der Urease-vermittelte Hydrolyse von Harnstoff mit
Produktion von NH; und begleitendem pH-Shift in der Interaktion von Ureaplasmen mit
Monozyten keine Rolle als Virulenzfaktor zuzukommen.
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Abb. 18: Weder NHj3; noch der NaOH-vermittelte pH-Shift (pH 8,0) induzierte eine proinflammatorische
Zytokinantwort in neonatalen Monozyten wie stattdessen nachgewiesen fir U. wrealyticun: (Uu) and U. parvum (Up).
Die Zytokinantwort wurde auf mRNA-Ebene gemessen. Erginzend dargestellt sind exemplarische Messungen der

intrazelluliren TNF-a, IL-1B und IL-8-Expression nach Exposition der Zellen gegeniiber NH3; und NaOH-
vermitteltem pH-Sift, gemessen mittels Mehrfarben-Durchflusszytomettie (n=7) *p < 0.05, ** p < 0.01, *™* p <
0.001, **** p < 0.0001 vs. control; Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s pos? hoc-Test.

Im Folgenden wurde der in FDLE-Zellen eingesetzte Urease-Inhibitor Flurofamid im 7z vitro-
Modell mit neonatalen Monozyten eingesetzt. In diesem Versuchsansatz wurde nochmals tiberpuft,
ob der Ureaplasmen-spezifischen Urease mit nachfolgender Produktion von NH; in Interaktion
mit neonatalen Monozyten eine Rolle als Virulenzfaktor zukommt. Daneben wurde untersucht, ,
ob die Exposition von Ureaplasmen-stimulierten neonatalen Monozyten gegentiber Flurofamid
moglicherweise mit einer verstirkten und damit im Organismus eines Frithgeborenen nicht
erwinschten verstirkten Inflammationsreaktion einhergeht. Neonatale Monozyten sind die
Vorlduferzellen von Alveolarmakrophagen, die in vivo als lokale Abwehrzellen eine Reaktion
gegeniiber einer alveoliren Flurofamid-Applikation aufweisen kénnten. Wie in Abbildung 3
dargestellt, fithrte die Ko-Exposition von Monozyten gegentber U. urealyticum oder U. parvun und
Flurofamid nicht zu einer verminderten TNF-a, IL-1p oder IL-8-Antwort (Abb. 19). Umgekehrt
zeigten ko-exponierte Monozyten keine verstirkte Zytokinantwort.

Abb. 19: Die Ko-Exposition von neonatalen Monozyten gegeniiber U. #realyticum (Uu) oder U. parvum (Up) und
Flurofamid fithrte nicht zu einer reduzierten Zytokinexpression verglichen mit der Stimulation mit Uu oder Up
allein. Umgekehrt verstirkte Flurofamid die Ureaplasmen-induzierte pro-inflammtotische TNF-a, IL-1f3 und IL-8
Antwort nicht. Dargestellt sind die Ergebnisse der gPCR. Mean + SEM (n=6) *p < 0.05, ™ p < 0.01, ** p < 0.001,
*** p < 0.0001 vs. control; # p < 0.05, ## p < 0.01, #H### p < 0.0001 vs. Medium; Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s
post hoc-Test.
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Die Ureaplasmen-vermittelte pro-inflammatorische Immunantwort neonataler Monozyten
geht mit der Phosphorylierung der Signalmolekiile p38 und Erk1/2 einher

Einzelne experimentelle Studien, hauptsichlich in Zervix- und Amnion-Epithelzellen, weisen
auf eine Bedeutung von Toll-like Rezeptoren (TLR) und eine Aktivierung zentraler Signalmolekiile
wie Erk1/2 und c-Jun N-terminale Kinase (JNK) in der Generierung einer Immunantwort gegen
Ureaplasmen hin [20, 28-30]. Daten aus Arbeiten mit primidren humanen Abwehrzellen
einschlieBlich neonatalen Zellen fehlen bislang. Ausgehend von den existierenden Vordaten, den
Ergebnissen der Projektleiterinnen in FDLE-Zellen sowie Studien in LPS-stimulierten neonatalen
Monozyten wurde im nachfolgenden die Phosphorylierung der zentralen Signalmolekiile p38,
Etk1/2, p65, JNK und p70 in Ureaplasmen-stimulierten Monozyten, zu unterschiedlichen
Zeitpunkten, untersucht. Diesen zentralen Signalmolekilen kommt in TLR-stimulierten
neonatalen Monozyten eine zentrale Rolle zu [31]. Bei p65 handelt es sich um eine Untereinheit
des zentralen Transkriptionsfaktors NF-uB (nuclear factor kappa-light-chain-enbancer of activated B cells),
bei p38, Erkl/2 und JNK um Mitogen-aktivierte Proteinkinasen [6, 32], bei p70 um eine
ribosomale Proteinkinase.

Wie in Abbildung 20 dargestellt fithrte die Ko-Inkubation neonataler Ureaplasmen zu einer
Phosphotylierung von p38 und Erk1/2 — dhnlich der Aktivierung durch Inkubation det Zellen mit
E. cli 1LPS (Abb. 20, Ergebnisse fur U. parvum). Wihrend die Ureaplasmen-vermittelte
Phosphorylierung von p38 und Erk1/2 zum Messzeitpunkt 90 min und 12h persistierte, zeigten
LPS-stimulierte neonatale Monozyten eine differierende Dynamik dieser Phosphorylierung. In
LPS-stimulierten Zellen war eine Aktivierung nach 30 min zu messen, hiernach fiel diese rasch
wieder ab. In ko-stimulierten Monozyten war die LPS-vermittelte Phosphorylierung von p38 und
Erk1/2 verstarkt.

Im Gegensatz zu p38 und Erkl/2 fithrte die Stimulation neonataler Monozyten mit
Ureaplasmen nicht zu einer Phosphorylierung von p65, JNK und p70 (Abb. 20). Passend zu
Vordatenaus anderen Studien wurden diese Signalmolekdle in neonatalen Monozyten aber durch
LPS-Exposition aktiviert.
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Abb. 20: (A) Analyse der Phosphorylierung der Signalmolekile p38, Etk1/2, p65, JNK und p70S6K in U. parvum
(Up)-, LPS- und Up+LPS-stimulierten neonatalen Monozyten mittels Durchflusszytometrie. Dargestellt ist die
mittlere Fluoreszenz-Intensitit (MFI) nach 30 min, 90 min, 12h und 18h Inkubation (n=6; *»<0.05 vs. LPS-
stimulierte Monozyten; #»<0.05 vs. Up+LPS-stimulierte Monozyten). (B) Reprisentativer Western Blot von
phospho-p38, phospho-ERK1/2 und phospho-p65 in Up-, LPS- und Up+LPS-kostimulierten neonatalen
Monozyten nach 30-minttiger Inkubation der Zellen.

Im Weiteren wurden neonatale Monozyten gemeinsam mit Ureaplasmen und small molecule-
Inhibitoren der Signalmolekiile p38, ErK1/2 und p65 ko-inkubiert und die proinflammatorische
Immunantwort in ko-inkubierten Monozyten versus allein mit Ureaplasmen-stimulierten Zellen
untersucht. Wihrend die Inhibition von p65 keinen Einfluss auf die TNF-a, IL-1B oder IL-8-
Antwort der Zellen hatte, wurde nach Inhibition von Erk 1/2 und insbesondere von p38 eine
signifikante Reduktion der Zytokin-Expression beobachtet (Abb. 21).
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Ein der Aktivierung von p38 und Erk1/2 nachgeschaltetes zentrales Signalmolekiil stellt STAT3
(Signal transducer and activator of transcription 3) dar. STAT3 moduliert die Transkription einer Vielzahl
von Genen, die u.a. an der Regulierung wichtiger von Immunreaktionen beteiligt sind [32, 33].
Interessanterweise vermochte die Ko-Inkubation mit einem szall molecule-Inhibitor von STAT3 in
der vorliegenden Studie die Ureaplasmen-vermittelte Immunantwort in neonatalen Monozyten
vollstindig zu unterdriicken (Abb. 21).

Abb. 21: Effekt einer Ko-Inkubation neonataler Monozyten mit Ureaplasmen (hier abgebildet fir U. parvum, Up)
und den small molecnle-Inhibitoren der Signalmolekule p38, Exrk1/2, p65 und STAT3 auf die Ureaplasmen-vermittelte
Zytokinantwort der Zellen. Dargestellt ist die quantitative Analyse der intrazelluldren Zytokinexpression mittels
Durchflusszytometrie ermittelt in Prozent positiver Zellen. Mean = SEM (n=4) *p < 0.05,* p < 0.01, ™* p < 0.001,
*** p < 0.0001 vs. Up-stimulierte Monozyten; Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s posz hoc-Test.

Zusammenfassend konnte die pro-inflammatorische Immunantwort neonataler Monozyten
nach Ureaplasmen-Stimulation durch Ko-Inkubation mit swall molecule-Inhibitoren der
Signalmolekiile p38, ErK 1/2 sowie STAT3 signifikant reduziert bzw. vollstindig inhibiert werden.
Diese Ergebnisse legen nahe, dass Ureaplasmen p38-, Erk1/2- und STAT3-vermittelte
Signaltransduktionskaskaden in neonatalen Monozyten aktivieren und tber diese Signalwege eine
pro-inflammatorische Zytokin-Antwort vermitteln (Abb. 22).
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Abb. 22: Schematische Darstellung TLR-vermittelter Signalwege und Bedeutung der MAP-Kinasen p38 und
Erk1/2 in diesem Kontext [6] [Modifizierte Graphik eines Ubersichtsartikels der Projektleiterinnnen]

Die votrliegenden Untersuchungen stellen die erste Studie zur Ureaplasmen-vermittelten
Signaltransduktion in humanen Monozyten dar. Die Ergebnisse legen eine zentrale Bedeutung von
p38 und Erk1/2 nahe und weisen zugleich auf eine moglicherweise Erreger-spezifische Kinetik mit
persistierender Aktivierung hin. Die dargestellten Ergebnisse miissen in weiteren Studien auf ihre
translationale Bedeutung — auch und besonders im Kontext einer Ko-Infektion — hin tberprift
werden. Daneben bedarf die Identifizierung der vorgeschalteten Rezeptoren weiterer
Untersuchungen. In den Arbeiten der Antragstellerinnen gelang die Inhibition ausgewihlter Toll-
like Rezeptoren mit monoklonalen Antikérpern nicht. Im Folgen sollen swall nrolecule-TLR-
Inhibitoren in Infektionsversuchen eingesetzt werden, um die zugrundeliegenden Mechanismen
der Ureaplasmen-vermittelten neonatalen Immunantwort weiter zu charakterisieren.

21



" Roland Ernst Stiftung fir Gesundheitswesen - Abschlussbericht
‘ Pathomechanismen der Ureaplasmen-vermittelten pulmonalen
Entziindungsreaktion und chronischen Lungenerkrankung Frithgeborener

Vergleich des inhibitorischen Potenzials der Urease-Inhibitoren Flurofamid und
Pantoprazol im Vergleich zu Ureaplasmen-wirksamen Makrolid-Antibiotika und
Fluorochinolonen

Die meisten empirischen Behandlungen fir Neugeboreneninfektionen, die Beta-Lactam-
Antibiotika mit oder ohne Glykopeptid einschlieSen, haben keinen Einfluss auf Ureaplasma spp., da
aufgrund der fehlenden Zellwand Beta-Lactam-Antibiotika keine Wirkung auf das Ureaplasmen-
Wachstum haben. Fine wirksame FEradikation ist jedoch wunerldsslich, um chronische
Komplikationen zu reduzieren. Neonatale Ureaplasmen-Infektionen kénnen mit Makroliden, wie
Erythromycin, Clarithromycin, Azithromycin und Solithromycin behandelt werden, wobei letzteres
nur auf experimenteller Ebene eingesetzt wurde. Aktuelle Behandlungen umfassen Antibiotika, wie
Azithromycin, wobei sich zunehmend Resistenzen entwickeln. Es fehlen jedoch nach wie vor
Leitlinien zur standardisierten Behandlung.

Fir unsere Analysen haben wir drei verschiedene Makrolide verwendet. Diese sind aufgrund
threr antiinfektiosen und entziindungshemmenden Eigenschaften besonders geeignet fiir die
Behandlung von Lungenerkrankungen bei Frihgeborenen. Die Makrolide wirken bakteriostatisch,
indem sie an die 50S-Untereinheit der bakteriellen 70S-Ribosomen binden und dadurch die
Proteinsynthese hemmen. Zum Vergleich verwendeten wir aullerdem Moxifloxacin, ein
Fluorochinolon, das aufgrund seiner méglichen teratogenen Wirkung nur eingeschrinkt eingesetzt
wird. Moxifloxacin wirkt bakterizid, indem es die bakterielle Gyrase (Topoisomerase fiir die
Transkription) hemmt.

Im Vergleich zu den genannten Antibiotika wurde das oben beschriebene Flurofamid
verwendet. Als Wirkmechanismus wird eine nicht-klassische, nicht-kompetitive Inhibition der
Urease vermutet. Die Hemmung scheint pH-abhingig zu sein. Vorangegangene Studien haben den
Einsatz von Flurofamid bei Ureaplasmen-induzierter Hyperammoniamie und infektionsbedingten
Harnsteinen untersucht.

Zusitzlich wurde der Protonenpumpenhemmer Pantoprazol verwendet, der regelhaft zur
Eradikation von Helicobacter pylori oder bei Magengeschwiiren eingesetzt wird. Es wirkt durch
irreversible Hemmung der H+/K+-ATPase im Magen und als Inhibitor der Urease bei Helicobacter
pylori. Daher sollte untersucht werden, ob Pantoprazol durch die Hemmung der Urease auch das
Wachstum von Ureaplasmen beeinflussen kann. Pantoprazol wird in der Praxis sowohl bei
Schwangeren als auch bei Neugeborenen eingesetzt (Off-Label-Use).

Beide nicht-antibiotischen Medikamente wiirden eine vielversprechende Alternative zur
Antibiotikatherapie darstellen, um die Entwicklung von Resistenzen zu reduzieren und das Risiko
von Nebenwirkungen zu verringern.
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Abb. 23: Stoffwechsel von
Ureaplasma spp.. Ureaplasmen
besitzen keine Zellwand und
erzeugen ATP durch das
Enzym Urease, wodurch
Ammoniak und CO»
entstehen. Flurofamid und
Pantoprazol hemmen das
Bakterienwachstum durch
Hemmung  der  Urease,
Makrolide durch die
Hemmung der Ribosomen
und Chinolone dutrch die
Hemmung der DNA-Gyrase.
Erstellt in BioRendet.

Minimale Hemmkonzentration (MHK)

Wie bereits beschrieben erzeugen Ureaplasmen durch Harnstoffabbau Ammoniak, was zu einer
Verschiebung des pH-Wert fithrt. Durch die Verwendung von Phenolrot im Medium kann diese
Anderung des pH-Werts visualisiert werden. Fiir den Vergleich der verschiedenen Medikamente
wurde zunichst die jeweilige minimale Hemmkonzentration (MHK) unter Verwendung des pH
Indikators bestimmt. Dazu wurden die Ureaplasmen mit 10 verschiedenen Konzentrationen des
jeweiligen Medikaments in Medium versetzt. Von links nach rechts der 96-Well-Platte nimmt die
Konzentration des Medikaments ab und von oben nach unten, ab Reihe 2, nimmt die
Konzentration von Ureaplasmen ab (Abb. 24). Die Reihe A enthilt eine Ureaplasmen-
Verdunnungsreihe ohne Antibiotika als Kontrolle. Nach etwa 20 h wurde die Antibiotika-freie
Reihe A uberpriift und das Well mit dem optimalen Farbumschlag als Positivkontrolle gewihlt.
Entsprechend der gewahlten Positivkontrolle wurde nun die minimale Medikamenten-
konzentration abgelesen, bei der es zu keinem Farbumschlag des Mediums kam (kein
Bakterienwachstum stattfand). Dadurch wurde die MHK fiir jedes der Medikamente bestimmt
(Abb. 24). Basierend auf den Ergebnissen wurden die Medikamente in der jeweiligen MHK fiir die
folgenden Analysen eingesetzt.

Abb. 24: Beispielhafte MHK-Bestimmung von Flurofamid. Der Kreis zeigt die MHK an (5 uM). Rechte Tabelle:
MHK der jeweiligen Medikamente.
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Ureaplasmen-induzierte pH-Wertverschiebung

Verdunnungsreihen von Uu8 wurden entweder mit Antibiotika (Makrolide: Azithromycin (Azi),
Clarithromycin (Cla), Solithromycin (Sol); Fluorchinolon: Moxifloxacin (Mox)), oder den Urease-
Inhibitoren Flurofamid (Flu) oder Pantoprazol (Pan) kultiviert. Basierend auf jeder MHK wurde
die pH-Verschiebung im Vergleich zu Medikamenten-negativen Kontrollen (Nc) nach 20 h

analysiert. Flurofamid verhinderte die durch Ureaplasmen verursachte pH-Verschiebung ebenso

wirksam wie die Antibiotika (Abb. 25). Pantoprazol zeigte eine geringere Wirkung.

Bakterielle ATP-Produktion

Basierend auf der jeweiligen MHK wurde die ATP-Konzentrationen mit einem BacTiter

Abb. 25: Ureaplasmen-bedingte
pH-Wertverschicbung ~ bei  der
ermittelten MHK nach 20 h (n=2,
Mittelwert = SD). Alle Medikamente
wurden bei MHK verwendet.
Ausgenommen Pantoprazol
verhinderten alle Medikamente eine
pH-Wertverschiebung effektiv.

Negativkontrolle  (Nc), Azithro-
mycin (Azi), Clarithromycin (Cla),
Solithromycin  (Sol); Moxifloxacin
(Mox), Flurofamid (Flu), Panto-

prazol (Pan)

TM_

Assay im Vergleich zu Medikamenten-negativen Kontrollen bestimmt. Azithromycin hemmte die

bakterielle ATP-Freisetzung nicht, wohingegen Pantoprazol und Solithromycin den bakteriellen

Stoffwechsel verzégerten (Abb. 26). Flurofamid, Clarithromycin und Solithromycin reduzierten

die maximale ATP-Produktion am effektivsten.

Abb. 26: Die bakterielle ATP-Freisetzung ist
proportional zur beobachteten Lumineszenz-
intensitit (n=2, Mittelwert = SD). Bedeutung: die
Reaktion in Tube V zeigt keine/schwache
Hemmung an, die Reaktion in Tube II eine mittlere
Hemmung, die Reaktion in Tube I eine effektive
Hemmung nach 20 h. Alle Medikamente wurden bei
MHK verwendet.

Negativkontrolle (Nc), Azithromycin (Azi), Clari-
thromycin (Cla), Solithromycin (Sol); Moxifloxacin
(Mox), Flurofamid (Flu), Pantoprazol (Pan)

Bakterienwachstum anhand der Genomiquivalente

Basierend auf der jeweiligen MHK wurden die Genomiquivalente mittels qPCR im Vergleich

zu  Medikamenten-negativen Kontrollen bestimmt. Flurofamid reduzierte die bakteriellen

Genomiquivalente dabei genauso wirksam wie Solithromycin und Clarithromycin (Abb. 27).

Pantoprazol und Moxifloxacin waren in geringerer Potenz gleich wirksam. Azithromycin hatte die
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geringste Hemmwirkung. Flurofamid (5-10 uM) hemmte die bakterielle Transkription dabei
wirksamer als Azithromycin (Abb. 28).

Abb. 27: Anzahl der Bakteriengenome
(n=2, Mittelwert = SD). Die Reaktion in
Tube V: keine/schwache Transkriptions-
hemmung, Reaktion in Tube I: effektive
Hemmung nach 20 h. Alle Medikamente
wurden bei MHK verwendet.

Negativkontrolle (Nc), Azithromycin
(Azi), Clarithromycin (Cla),
Solithromycin (Sol); Moxifloxacin (Mox),
Flurofamid (Flu), Pantoprazol (Pan)

Flurofamid Azithromycin

Abb. 28: Anzahl der Bakteriengenome bei
unterschiedlichen Wirkstoffkonzentra-
tionen (n=2, Mittelwert = SD) nach 20 h.
Flurofamid (5-10 pM) hemmte die
bakterielle Transkription dabei wirksamer
als Azithromycin (Reaktion in Tube I:
effektive Hemmung).

In den Analysen, einschlieflich pH-Verschiebung, bakterieller ATP-Produktion und bakterieller
Genomigquivalente, zeigte Azithromycin die geringste Hemmwirkung. Andere Antibiotika wie
Solithromycin zeigten im Vergleich zu Azithromycin eine tiberlegene Wirksamkeit. Unterschiede
zwischen Makroliden (bakteriostatisch) und Chinolonen (bakterizid) wurden nicht beobachtet.
Pantoprazol hemmte ebenfalls das Ureaplasmen-Wachstum, erforderte jedoch zu hohe
Konzentrationen, um eine praktikable Alternative im klinischen Kontext darzustellen.
Insbesondere Flurofamid, das bisher nicht fur die Eradikation von Ureaplasmen bei
Fruhgeborenen in Betracht gezogen wurde, verhinderte wirksam eine pH-Verschiebung, hemmte
die ATP-Freisetzung und reduzierte die bakteriellen Genomiquivalente. Diese Ergebnisse geben
Aufschluss tber die mogliche Rolle von Urease-hemmenden Arzneimitteln wie Flurofamid als
potenzielle Therapiestrategie bei Ureaplasmen-bedingten Infektionen. Flurofamid hemmt das
Ureaplasmen-Wachstum genauso wirtksam wie herkémmliche Antibiotika und stellt eine
vielversprechende Alternative fiir die Behandlung von Ureaplasmen-Infektionen bei
Lungenerkrankungen Frihgeborener dar.
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Zusammenfassung und Ausblick

Unsere Daten zeigen eine funktionelle Beeintrichtigung fetaler Alveolarepithelzellen durch
Ureaplasmen und NHs. Die Aufhebung der Ureaplasmen-vermittelten Effekte durch Flurofamid
unterstreicht die mogliche Rolle der Urease-vermittelten NH;-Bildung als Virulenzfaktor.
Demgegentiber haben Urease-vermittelte NH;-Bildung und pH-Shift keinen Einfluss auf die pro-
inflammatorische Zytokinantwort neonataler Monozyten. In Ko-Expositionsversuchen mit
neonatalen Monozyten konnte eine Verstirkung einer fir den Wirt unerwiinschten
Inflammationsreaktion durch Flurofamid ausgeschlossen werden.

Die vorliegende Studie ist die erste, die die Ureaplasmen-eigene Urease und Hydrolyse von
Harnstoff zu NH; als Virulenzfaktor im zellspezifischen Kontext beschreibt und eine relevante
funktionelle Beeintrichtigung des fetalen Alveolarepithels charakterisiert. Letztere Ergebnisse
koénnten im klinischen Kontext von groB3er Relevanz sein, da eine durch Ureaplasmen-vermittelte
Hemmung des epithelialen Na™-Transports in Ureaplasmen-besiedelten Frihgeborenen perinatal
zur Ansammlung von Lungenfliissigkeit in den Alveolen beitragen kénnte und so den Ubergang
zur Luftatmung und die Funktion der noch unreifen Lunge weiter beeintrichtigen wiirde. Diese
Effekte wiren umso gravierender, je unreifer das Frithgeborene ist.

Die Arbeiten mit neonatalen Monozyten stellen die erste Studie zur Ureaplasmen-vermittelten
Signaltransduktion in humanen Monozyten dar. Die Ergebnisse legen eine zentrale Bedeutung von
p38 und Erk1/2, Schlisselmolekilen z.B. einer TLR-vermittelten Signaltransduktionskaskade,
nahe und weisen zugleich auf eine méglicherweise Erreger-spezifische Kinetik mit persistierender
Aktivierung hin. Die Moglichkeit einer therapeutischen Intervention muss in Folgestudien
untersucht werden.

AbschlieBend unterstreichen die vorliegenden Daten die Relevanz von Ureaplasmen als echte
Krankheitserreger in der Kohorte sehr unreifer Frihgeborener. Unsere Arbeiten in fetalen
alveoliren Epithelzellen und unsere Analysen der minimalen Hemmkonzentrationen von
Makroliden versus Utrease-Inhibitoren deuten darauf hin, dass neben Makrolid-Antibiotika der
Einsatz von Urease-Inhibitoren wie Flurofamid, z.B. direkt tracheal, eine effektive therapeutische
Strategie bei kolonisierten Frithgeborenen im frithen Lebensalter darstellen konnte. Zukiinftige
Studien sollten die beobachteten Mechanismen 7 vivo bestitigen.

Verwertung der Projektergebnisse

Die bisherigen Ergebnisse wurden und werden auf wissenschaftlichen Konferenzen einem
akademischen und industriellen Fachpublikum vorgestellt:

1. ,,46. Jahrestagung der Gesellschaft fiir Padiatrische Pneumologie® (GPP 2025). 12. —
15. Mirz 2025, Leipzig, Deutschland.

2. ,»,18th Leipzig Research Festival for Life Sciences®. 30.01.2025, Leipzig, Deutschland.

3. ,»27. Interdisziplinires KinderImmunologisches ArbeitsTreffen (KIAT)“. 27.11.2024,
Leipzig, Deutschland.

4. “10th Congtress of the European Academy of Paediatric Societies”. 17.-20.10.2024,

Wien, Deutschland.
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5. ,wHuropean Respiratory Society (ERS) Congress 2024%, 07.-11.09.2024, Wien,
Deutschland.

0. “50. Jahrestagung der Gesellschaft fiir Neonatologie und Pidiatrische
Intensivmedizin®. 17.-19.04.2024, Miinchen, Deutschland.

7. ,»,17th Leipzig Research Festival for Life Sciences®. 18.01.2024, Leipzig, Germany.

8. 5th Congtess of joint European Neonatal Societies (ENS) 2023, 19.-23.09.2023, Rom,
Italien.

9. 49. Jahrestagung der Gesellschaft fiir Neonatologie und Padiatrische Intensivmedizin
e. V. und 35. Jahrestagung des wissenschaftlichen Arbeitskreises (WAKKA), 15—
17.06.2023, Hamburg, Deutschland.

Die Ergebnisse wurden des Weiteren zur Veroffentlichung bei der renommierten und peer-
reviewed Zeitschrift Cellular & Molecular Biology 1etters (impact factor 2023: 9,2) eingereicht und
befindet sich nach ersten Gutachten in Revision.

Glaser K, Rieger C-B, Paluszkiewicz E, Thome UH, Laube M. Ureaplasma-driven inhibition
of the epithelial Na" transport in fetal alveolar cells: a novel mechanism of Ureaplasma-
mediated preterm lung disease. CMBL (under revision).

Des Weiteren wurden die Ergebnisse bereits auf dem Preprint-Server von bioRxiv verotfentlicht.

Glaser K, Rieger C-B, Paluszkiewicz E, Thome UH, Laube M. Inhibition of epithelial Na"
transport: novel mechanism of Ureaplasma-driven lung disease. biwoRxiv 2024; dot:
10.1101/2024.02.14.580256.

Eine weitere Publikation zu den Ergebnissen des Vergleichs von Flurofamid mit den gingigen
Antibiotika befindet in Vorbereitung.
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