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Abschlussbericht zum Projekt ,,Physiologie und
Physik der unreifen Lunge unter Druck*

Hintergrund und Zielsetzung des Projekts

In Deutschland kommen ~10% aller Neugeborenen zu frih zur Welt, mit stetig steigender
Inzidenz. Frithgeborene stellen damit eine der grofiten Patientengruppen dar. Die hohe
Morbiditat- und Mortalitdt dieser Frihgeborenen wird malfigeblich durch pulmonale
Komplikationen bestimmt, wobei das Atemnotsyndrom die haufigste Todesursache darstellt.
Viele Frihgeborene sind unmittelbar nach der Geburt auf eine maschinelle Beatmung
(mechanical ventilation, MV) als lebensrettende Therapie angewiesen. Insbesondere bei sehr
unreifen Frihgeborenen kann eine prolongierte MV jedoch schwerwiegende Folgen haben
und zur Entwicklung chronischer Lungenerkrankungen, wie der Bronchopulmonalen
Dysplasie, fuhren.

Im Gegensatz zur physiologischen Zwerchfellatmung, bei der ein Unterdruck erzeugt wird,
basiert die MV auf der Applikation eines positiven hydrostatischen Drucks (p™)) in der Lunge.
Warum dieser Uberdruck das Lungengewebe und seine Zellen schadigen kann, ist bislang nur
unzureichend verstanden. Bisherige Studien adressierten vor allem biomedizinische Aspekte
des adulten Lungengewebes und liefern nur begrenzt Erkenntnisse flr die vulnerable fetale
Lunge.

Das vorliegende interdisziplinare Forschungsprojekt untersucht daher gezielt den Einfluss
von p™), wie er bei der MV auftritt, auf die Funktion, Viabilitat und Regenerationsfahigkeit
fetaler Alveolarepithelzellen. Zudem wird analysiert, ob der positive Luftdruck physikalische
Zelleigenschaften wie die Zellbewegung verandert und dadurch regenerative Mechanismen,
insbesondere die Migration von Epithelzellen zum Erhalt der epithelialen Integritat,
beeintrachtigt werden. Mithilfe einer eigens entwickelten Druckkammer werden primare fetale
distale Lungenepithelzellen kontrolliert einem Uberdruck ausgesetzt, um zellulére
Schadigungsmechanismen systematisch zu untersuchen.

Im Fokus der Untersuchungen stehen dabei die alveolare epitheliale lonenkanalaktivitat,
sowie die Epithel- und Membranintegritat. Erganzend wird die Fahigkeit zur Regeneration
analysiert, um zu klaren, inwieweit druckinduzierte Schaden reversibel sind oder zu
irreversiblen Veranderungen der Zelleigenschaften fihren. Die Charakterisierung der
zellularen Schadigung erfolgt mittels elektrophysiologischer und biochemischer Analysen. Ziel
dieses interdisziplinaren Projekts, das Expertise aus Medizin, Zellbiologie, Physik und
Materialwissenschaften vereint, war und ist es, die zugrunde liegenden Prozesse der
beatmungsinduzierten Schadigung der unreifen Lunge besser zu verstehen und langfristig die
Entwicklung optimierter Therapieansatze fur friihgeborene Kinder zu erméglichen.

1. Entwicklung des experimentellen Setups

Um den Einfluss eines positiven hydrostatischen Drucks auf die Alveolarzellen zu untersuchen
wurde zunachst eine neuartige Mess- und Kultivierungskammer entwickelt und experimentell
validiert. Dieses System ermdglicht die gleichzeitige Kultivierung von priméaren fetalen distalen
Lungenepithelzellen (FDLE-Zellen) aus Ratten auf parallel geschalteten Zellkulturtrégern unter
definierten Druckbedingungen. Dabei werden die Zellen einem stabilen transepithelialen
Druckgradienten ausgesetzt, der auf der apikalen Seite erhdhten hydrostatischen Druck und
auf der basolateralen Seite Atmospharendruck erzeugt. In diesem Setup ist eine
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kontinuierliche Druckexposition Uber mehrere Stunden bis Tage maoglich, wodurch sowohl
akute als auch langerfristige Effekte auf die Zellfunktion untersucht werden konnten (Abb. 1).
Erganzend wurde eine zweite Druckkammer entwickelt, die eine homogene hydrostatische
Druckerhéhung ohne Ausbildung eines Druckgradienten erlaubt (Abb. 2). Dadurch wurde es
moglich, die Effekte eines reinen absoluten Druckanstiegs von denen eines transepithelialen
Druckgradienten experimentell zu trennen. Beide Kammer-Systeme erlauben zudem eine
kontrollierte Applikation der verschiedener Sauerstoffkonzentrationen, sodass zuséatzlich
hyperoxische Bedingungen simuliert und dessen Einfluss auf den Na*-Transport und die
Zellviabilitat untersucht werden konnten. Dieses methodische Setup bildet die Grundlage fiir
die nachfolgenden funktionellen und zellbiologischen Analysen.

Abb. 1: Der Druckstopfen (links) dient zur Erzeugung eines definierten Druckgradienten bei der Kultivierung von
FDLE-Zellmonolayern in 6-Well-Platten (rechts), die anschliefend in der Ussing-Kammer analysiert werden. Dabei
wird auf der apikalen Seite des Zellmonolayers ein erhohter hydrostatischer Druck eingestellt, wahrend die
basolaterale Seite weiterhin dem Atmospharendruck ausgesetzt ist. Auf diese Weise lassen sich die Auswirkungen
eines gerichteten Druckunterschieds auf die epithelialen Transporteigenschaften gezielt untersuchen.

Abb. 2: Der Drucktopf dient zur Kultivierung von FDLE-Zellmonolayern unter gleichmafigem, homogenem
Luftdruck. Die 6-Well-Platten mit den Zellen werden in den Drucktopf eingesetzt, der sich wahrend der gesamten
Inkubationszeit im Zellkulturinkubator befindet. Uber ein eigens entwickeltes Schlauchsystem kann der
hydrostatische Druck im Inneren des Topfes prazise eingestellt und konstant gehalten werden, sodass die Zellen
definierten Druckbedingungen ohne Ausbildung eines Druckgradienten ausgesetzt sind.

In einem zweiten, von uns entwickelten experimentellen Setup wurden FDLE-Zellen auf
vergroRerten Zellkultureinsatzen kultiviert, um die pro Experiment verfligbare Zellzahl deutlich
zu erhéhen (Abb. 3). Dieses System ermdglichte es, neben funktionellen Messungen auch
zellbiochemische Analysen mit ausreichender Materialmenge durchzuflhren. Ziel dieses
Versuchsansatzes war es, zu untersuchen, inwieweit ein transepithelialer Druckgradient, wie
zuvor beschrieben, die Viabilitat der fetalen Alveolarepithelzellen beeinflusst und ob diese
Veranderungen mit einer Beeintrachtigung der Membranintegritdt der FDLE-Zellen
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einhergehen. Durch die vergroRerte Zelloberflache konnten druckinduzierte Effekte auf
Zellschadigung und Viabilitat zuverlassiger erfasst und miteinander korreliert werden.

Abb. 3: ThinCert-Kultureinsatze in einer 6-Well-Platte mit selbst entwickelten Druck-Gradienten-Stopfen (links).
Verbindung der Stopfen Ulber ein Schlauchsystem mit einem wassergefiillten U-Rohr als Sperrflissigkeit (Mitte).
Ansteuerung des hydrostatischen Drucks liber eine angeschlossene Gasflasche mit Druckminderer. Die Erhéhung
des Drucks auf einer Seite des U-Rohrs erzeugt eine definierte Druckdifferenz, die liber das Schlauchsystem auf
die apikale Seite des Zellmonolayers Ubertragen wird.

2. Darstellung druckinduzierter pathologischer Einflisse

Zunachst wurde der Einfluss positiven hydrostatischen Drucks auf den epithelialen Na*-
Transport sowie die Na*-Kanalfunktion an der apikalen Oberflache alveolarer Epithelzellen
untersucht. Da der transepitheliale Na*-Transport eine zentrale Rolle bei der
Flissigkeitsresorption in den Alveolen spielt, kommt ihm insbesondere flir die postnatale
Lungenadaptation eine zentrale physiologische Bedeutung zu. Erganzend wurde der
Zusammenhang zwischen hydrostatischem Druck, Epithelintegritdt und Zellviabilitat fetaler
Alveolarepithelzellen analysiert, um druckinduzierte funktionelle Veranderungen in einen
zellbiologischen Kontext einzuordnen.

Wahrend der Druckapplikation wurden die FDLE-Zellen unter Air-Liquid-Interface-(ALI-
)Bedingungen kultiviert, das heif3t, der Zellmonolayer war an der Oberseite (apikal) der Luft
ausgesetzt, wahrend die Unterseite (basolateral) weiterhin Gber ein Nahrmedium versorgt
wurde. Diese Kultivierungsform ahmt die naturliche Situation in den Alveolen der Lunge nach,
bei der das Epithel auf der einen Seite mit Luft und auf der anderen Seite mit Flussigkeit in
Kontakt steht. Nach der Kultivierung der FDLE-Zellen unter transepithelialen Druckgradienten
beziehungsweise unter homogenem Luftdruck wurden die Zellmonolayer funktionell in der
Ussing-Kammer untersucht.

Die Messung des transepithelialen elektrischen Widerstands (TEER, transepithelial electrical
resistance) als Mal fur die Integritat der epithelialen Barriere zeigte bereits nach einstindiger
Druckexposition eine signifikante Abnahme. Druckgradienten von 4 cmH->0, 8 cmH>0O und 20
cmH-20, bei 21% O, fihrten im Vergleich zu unbehandelten Kontrollepithelien bei 0 cmH,>0 zu
einer Reduktion des TEER um mehr als 60% (Abb. 4A). Entsprechend war die strukturelle
Integritat des Epithelmonolayers, definiert als TEER > 250 Q-cm?, nach Druckapplikation nur
noch bei etwa 30% der Monolayer erhalten (Abb. 4B).
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Darlber hinaus flhrte die einstiindige Druckapplikation zu einer signifikanten Abnahme des
epithelialen Na*-Transports sowie der Aktivitat des epithelialen Na*-Kanals (ENaC). Dieser
Effekt verstarkte sich mit zunehmender Druckhéhe (Abb. 4C). Eine Beeintrachtigung dieses
Transportmechanismus ist eng mit der Entstehung eines Atemnotsyndroms assoziiert und
kdnnte die klinische Situation der ohnehin vulnerablen Friilhgeborenen zusatzlich verscharfen.
Die vorliegenden Daten deuten somit darauf hin, dass bereits kurzfristige Druckexpositionen
die Barrierefunktion und den lonentransport des fetalen Alveolarepithels erheblich
beeintrachtigen.
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Abb. 4: Druckinduzierte Beeintrachtigung von FDLE-Zellen. Die einstiindige Druckapplikation erfolgte bei 21% Oz
unter ALI-Bedingungen. Es sind die Mittelwerte + SEM dargestellt. A: Druckinduzierte TEER-Abnahme (n = 20-24;
***p<0,001). B: Druckinduzierte Abnahme der Epithelintegritat (Anteil der FDLE-Zellen mit TEER > 250 Q*cm?). C:
Druckinduzierte Abnahme des Amilorid-sensitiven Na*-Transports (AVami) (n = 5-24; nur FDLE-Zellen mit TEER >
250 Q*cm?; ***p<0,001).

Zur Untersuchung der Zytotoxizitat und der Membranintegritdt nach Druckexposition wurde
das CytoTox-Glo™ Cytotoxicity Assay (Promega) eingesetzt. Dieses Verfahren basiert auf der
Messung sogenannter Cell-Death-Proteasen, die ausschliellich bei Verlust der
Membranintegritat in den Uberstand freigesetzt werden und somit als sensitiver Marker fr
zellulare Schadigung dienen. Die FDLE-Zellen wurden sowohl unter vollstandig mit Medium
bedeckten Bedingungen (submerged) als auch unter ALI-Bedingungen verschiedenen
Druckgradienten Uber eine Dauer von 1 h bzw. 4 h ausgesetzt.

Insbesondere ein Druckgradient von 20 cmH2O fihrte sowohl nach ein- als auch nach
vierstlndiger Exposition zu einer signifikanten Zunahme der Zytotoxizitat, unabhangig von der
jeweiligen Kultivierungsbedingung (Abb. 5A/B). Unter submerged-Bedingungen zeigte die
Verlangerung der Druckexposition von 1 h auf 4 h keinen wesentlichen zusatzlichen Einfluss
auf die Zytotoxizitat (Abb. 5C). Demgegenuber fuhrte unter ALI-Bedingungen eine langere
Inkubationsdauer zu einer signifikanten weiteren Zunahme der Zytotoxizitat (Abb. 5D), was auf
eine erhdhte Sensitivitat der Zellen gegeniber mechanischer Belastung bei gleichzeitiger Luft-
Exposition hinweist.
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Abb. 5: Druckinduzierte Beeintrachtigung von FDLE-Zellen. Die FDLE-Zellen wurden fir 1 h bzw. 4 h einem
hydrostatischen Druckgradienten von 4, 8 oder 20 cmH20 bei 21 % Oz unter ALI- oder submerged-Bedingungen
ausgesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM. A: Unter submerged-Bedingungen zeigte sich nach einstiindiger
Druckapplikation ausschlieRlich bei 20 cmH20 eine signifikante Erhéhung der Zytotoxizitat (n = ...; **p<0,01). Unter
ALI-Bedingungen kam es ebenfalls bei 20 cmH20 zu einer signifikanten Zunahme der Zytotoxizitat, zudem
unterschieden sich 4 und 8 cmH20 signifikant von 20 cmH20 (n = ...; *p<0,05 bzw. ***p<0,001). B: Nach
vierstiindiger Druckapplikation war unter submerged-Bedingungen bei 20 cmH20 im Vergleich zu 8 cmH20 eine
signifikante Erh6hung der Zytotoxizitat nachweisbar (n = ...; **p<0,01). Unter ALI-Bedingungen zeigten bereits 4, 8
und 20 cmH20 eine signifikante Zunahme der Zytotoxizitat im Vergleich zur Kontrolle (n = ...; °°p<0,01 bzw.
°°°p<0,001). Im direkten Vergleich von ALI- zu submerged-Bedingungen war die Zytotoxizitat bei allen Druckstufen
einschliellich der Kontrolle signifikant erhéht (¢<&<©p<0,001). C: Vergleich der ein- vs. vierstiindigen
Druckapplikation unter submerged-Bedingungen. Insgesamt zeigten sich nur geringe zeitabhangige Effekte, mit
einem signifikanten Unterschied bei 4 cmH20 (**p<0,01). D: Vergleich der ein- vs. vierstiindigen Druckapplikation
unter ALI-Bedingungen. Bei allen Druckgradienten war die Zytotoxizitat nach vierstiindiger Exposition signifikant
héher als nach einstundiger Applikation (4 und 8 cmH20: ***p<0,001; 20 cmH20: **p<0,01). Fur die Kontrolle (0
cmH20) zeigten sich keine signifikanten zeitabhangigen Unterschiede.

Weiterhin haben wir als Kontrolle FDLE im Drucktopf unter homogenem hydrostatischem
Druck kultiviert und hier eine mdgliche Veranderung der Zellzahl im Monolayer als Funktion
des Drucks erforscht (Abb. 6).

Abb. 6: Zellzahl von FDLE Zellen nach einem Tag
Kultivierung in der homogenen Druckkammer fir
unterschiedliche hydrostatische Driicke. Wie erwartet hat
ein homogener Druck keinen Einfluss auf das hier
untersuchte Zellverhalten, da die genutzten Driicke in der
GréRenordnung  von  Luftdruckschwankungen  der
Atmosphdre sind bzw. zwischen verschiedenen
barometrischen Hohen, in denen eine normale
Lungenfunktion vorliegt.



Abschlussbericht - Physiologie und Physik der unreifen Lunge unter Druck

3. Darstellung druckinduzierter pathologischer Einflusse
unter Hyperoxie

Da Frihgeborene im klinischen Alltag neben der mechanischen Beatmung haufig zusatzlich
einer erhdhten Sauerstoffkonzentration ausgesetzt sind, stellt Hyperoxie einen weiteren
relevanten Stressfaktor fir das unreife Lungenepithel dar. Um die kombinierten Effekte von
positivem hydrostatischem Druck und erhohter Sauerstoffkonzentration unter klinisch
relevanten Bedingungen abzubilden, wurden die beschriebenen Experimente erganzend unter
einer Sauerstoffatmosphare von 60% wiederholt. Auf diese Weise konnte untersucht werden,
inwieweit Hyperoxie die druckinduzierten Veranderungen der Barrierefunktion und des
epithelialen Na*-Transports zusatzlich verstarkt oder modifiziert.

Nach Kultivierung der FDLE-Zellen unter Druckgradienten bei einer Sauerstoffkonzentration
von 60% wurden die Zellen ebenfalls in der Ussing-Kammer funktionell untersucht. Auch unter
hyperoxischen Bedingungen zeigte die TEER-Messung bereits nach einstindiger
Druckexposition eine signifikante Abnahme (Abb. 7A). Im Vergleich zu den normoxischen
Bedingungen (21% O2) konnte auch zwischen den verschiedenen Druckgradienten 4 cmH20
und 8 cmH;O gegeniber 20 cmH>O signifikante Unterschiede festgestellt werden.
Entsprechend war auch die strukturelle Integritdt des Epithelmonolayers nach
Druckapplikation unter hyperoxischen Bedingungen reduziert (Abb. 7B). Der Anteil intakter
Monolayer lag bei 4 cmH>O und 8 cmH->0 bei GUber 70%, wohingegen die Epithelintegritat bei
20 cmH20 unter 20% lag. Eine erhdhte Vulnerabilitat des fetalen Alveolarepithels gegeniber
der kombinierten Belastung durch Druck und Sauerstoff lie3 sich nicht eindeutig feststellen.

Auch der epitheliale Na*-Transport sowie die Aktivitdt des ENaC waren unter 60% Oz nach
einstindiger Druckexposition signifikant vermindert (Abb. 7C). Im direkten Vergleich zu 21%
O zeigte sich eine zusatzliche Reduktion der ENaC-Aktivitat bereits bei 4 cmH,O und 8
cmH20. Damit verstarkte Hyperoxie die druckinduzierte funktionelle Beeintrachtigung des Na*-
Transports bei niedrigeren Druckgradienten. Da der epitheliale Na*-Transport essenziell fur
die alveolare Flussigkeitsresorption und die postnatale Lungenadaptation ist, deuten diese
Ergebnisse darauf hin, dass die Kombination aus mechanischer Beatmung und erhdhter
Sauerstoffkonzentration die Entstehung eines Atemnotsyndroms zusatzlich begulnstigen
kénnte.
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Abb. 7: Druckinduzierte Beeintrachtigung von FDLE-Zellen. Die 1-stiindige Druckapplikation erfolgte bei 60% O2
unter ALI-Bedingungen. Es sind die Mittelwerte + SEM dargestellt. A: Druckinduzierte TEER-Abnahme (n = 33-43;
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001). B: Druckinduzierte Abnahme der Epithelintegritat (Anteil der FDLE-Zellen mit
TEER > 250 Q*cm?). C: Druckinduzierte Abnahme des Amilorid-sensitiven Na*-Transports (AVami) (n = 7-42;
ausgewertet wurden nur FDLE-Zellen mit TEER > 250 Q*cm?; ***p<0,001 bzw. ****p<0,0001).
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Zur Untersuchung der druckinduzierten Zytotoxizitat von FDLE-Zellen unter normoxischen und
hyperoxischen Bedingungen wurden die Zellen unter ALI-Bedingungen fir vier Stunden
Druckgradienten von 4, 8 und 20 cmH20 bei 21% beziehungsweise 60% O, ausgesetzt. Die
Ergebnisse zeigen, dass sich ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Sauerstoff-
konzentrationen ausschlieRlich bei der hochsten Druckstufe von 20 cmH.O nachweisen liel3
(Abb. 8). Ein signifikanter Unterschied zwischen der unbehandelten Kontrolle (0 cmH,0O) und
20 cmH20 trat hingegen nur unter normoxischen Bedingungen bei 21% O- auf. Diese Befunde
deuten darauf hin, dass Hyperoxie die druckinduzierte Zytotoxizitat insbesondere bei hohen
Druckbelastungen zusatzlich moduliert.

Abb. 8: Druckinduzierte Zytotoxizitit von FDLE-Zellen unter
normoxischen und hyperoxischen Bedingungen. Dargestellt sind
Mittelwerte + SEM. Vierstiindige Druckapplikation von 4, 8 und 20 cmH20 bei
21% bzw. 60% Oz unter ALI-Bedingungen zur Bestimmung der druck-
induzierten Zytotoxizitat. Ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Sauerstoffkonzentrationen zeigte sich ausschlief3lich bei 20 cmH20 (n = .. ;
***p<0,001). Ein signifikanter Unterschied zwischen Kontrolle (0 cmH20) und
20 cmH:z0 trat nur unter 21% Oz auf (°°p<0,01).

Wir haben weitere Untersuchungen durchgeflhrt, um die Auswirkungen von klinisch
genutztem Surfactant auf FDLE-Zellen unter verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen in
Gegenwart eines Druckgradienten zu untersuchen (Abb. 9). Das Surfactant wurde unter ALI-
Bedingungen vor der Druckexposition zugefihrt.

Abb. 9: Surfactant verbessern die Membranintegritat von FDLE-Zellen, die Druck ausgesetzt sind. Die Zellen
wurden unter ALI-Bedingungen mit folgenden Druckgradienten kultiviert (braun — 0 cmH20; gelb/beige — 20
cmH20): A 1 Stunde 21 % Oz, B 4 Stunden 21 % Oz und C 4 Stunden 60 % O2. Beigefarbene Kasten zeigen die
zusatzliche Anwendung von Surfactant. Rote Quadrate geben die Mittelwerte an, wahrend die Mittellinien die
Mediane (50. Perzentil) darstellen; die unteren und oberen Rander des Kastens stellen das 1. und 3. Quartil dar;
Punkte stellen Ausreil’er dar. Signifikanzwerte sind mit Sternchen gekennzeichnet (*: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p
<0,001).

Bei einer Sauerstoffkonzentration von 21% O zeigten Zellen mit appliziertem Surfactant eine
hohere zellulare Membranintegritat als unter puren ALI Bedingungen, sowohl bei einstundiger
(keine Signifikanz) als auch vierstundiger (signifikanter Unterschied) Druckapplikation. Bei
einem Oz-Level von 60% und einer Druckapplikation von 4 h hingegen zeigten Messungen
ohne Surfactant eine héhere zellulare Membranintegritat als jene mit Surfactant, jedoch ohne
statistische Signifikanz.
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4. Zellulare Regenerationsfahigkeit

Zur Untersuchung moglicher Regenerationsprozesse der FDLE-Zellen wurde nach der
Druckapplikation eine definierte Erholungsphase integriert. Ziel war es zu klaren, ob die
druckinduzierten Veranderungen irreversibel sind oder ob eine funktionelle Wiederherstellung
der epithelialen Eigenschaften erfolgen kann. Nach der Erholungsphase wurden die
Epithelbarriere, die epitheliale Integritat sowie die Aktivitat der Na*-Kanale erneut untersucht.
Die funktionellen Analysen erfolgten mittels Ussing-Kammer-Messungen zur Bestimmung des
TEER sowie des Amilorid-sensitiven Na*-Transports (AVami) unter verschiedenen
Druckgradienten und Sauerstoffkonzentrationen. Samtliche Experimente wurden unter ALI-
Bedingungen durchgefuhrt, wobei die Druckapplikation jeweils tber eine Stunde erfolgte.

Nach einer 24-stiindigen Erholungsphase konnte die zuvor beobachtete druckinduzierte
Beeintrachtigung der FDLE-Zellen weitgehend aufgehoben werden. Sowohl der TEER als
Malf fir die Barrierefunktion, die Integritat des Epithelmonolayers als auch der epitheliale Na*-
Transport normalisierten sich auf das Niveau der unbehandelten Kontrollzellen (Abb. 10A-C).
Diese vollstandige funktionelle Wiederherstellung spricht fir einen iberwiegend reversiblen
Einfluss der applizierten Druckgradienten auf das fetale Alveolarepithel.
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Abb. 10: Regeneration der druckinduzierten Beeintrachtigung von FDLE-Zellen. Es sind die Mittelwerte £+ SEM
dargestellt. Die einstiindige Druckapplikation bei erfolgte bei 21% O2 unter ALI-Bedingungen. A: Druckinduzierte
TEER-Abnahme vor bzw. nach 24-stiindiger Erholung (n = 20-34; **p<0,01, ***p<0,001: TEER vor vs. nach 24 h).
B: Druckinduzierte Abnahme der Epithelintegritat vor bzw. nach 24 h Erholung. C: Druckinduzierte Abnahme des
Amilorid-sensitiven Na*-Transports (AVami) vor bzw. nach 24-stindiger Erholung (n = 5-32; ausgewertet wurden
nur FDLE-Zellen mit TEER > 250 Q*cm?; *p<0,05 bzw. **p<0,01: AVami vor vs. nach 24 h).

Unter hyperoxischen Bedingungen (60% O2) zeigte sich dartber hinaus ein verstarkter
Erholungseffekt. Die 24-stindige Regenerationsphase fuhrte hier nicht nur zur vollstandigen
Aufhebung der druckinduzierten Schadigung von Epitheleigenschaften und Na*-Transport,
sondern zu einer signifikanten Uberschreitung des Kontroliniveaus (Abb. 11B/D). Dieses
Ergebnis deutet darauf hin, dass eine erhdhte Sauerstoffkonzentration die zelluldren
Reparatur- und Regenerationsprozesse zusatzlich stimulieren kann. Insgesamt belegen diese
Daten, dass die durch mechanische Belastung ausgeldsten funktionellen Einschrankungen
des fetalen Alveolarepithels prinzipiell reversibel sind und dass Hyperoxie diese
Regenerationsprozesse unter den hier untersuchten Bedingungen sogar verstarken kann.
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Abb. 11: Regeneration der druckinduzierten Beeintrachtigung von FDLE-Zellen. Es sind die Mittelwerte £+ SEM
dargestellt. Die einstlindige Druckapplikation bei erfolgte bei 60% Oz unter ALI-Bedingungen. A: Druckinduzierte
TEER-Abnahme vor bzw. nach 24-stiindiger Erholung (n=17-23; ****p<0,0001: TEER vor vs. nach 24 h; #p<0,05:
verglichen mit 0 cmH20). B: Druckinduzierte Abnahme der Epithelintegritat vor bzw. nach 24 h Erholung. C:
Druckinduzierte Abnahme des Amilorid-sensitiven Na*-Transports (AVami) vor bzw. nach 24-stiindiger Erholung (n
= 16-23; ausgewertet wurden nur FDLE-Zellen mit TEER > 250 Q*cm?; ****p<0,0001: AVamil vor vs. nach 24 h;
##p<0,001: verglichen mit 0 cmH20).

Nachdem im Rahmen der Ussing Kammer-Messungen gezeigt werden konnte, dass sich die
druckinduzierten Einschrankungen der epithelialen Barrierefunktion nach einer 24-stiindigen
Erholungsphase weitgehend zurlckbilden, stellte sich die Frage, inwieweit diese funktionelle
Regeneration mit einer Wiederherstellung der Zellviabilitat und Membranintegritat einhergeht.
Zur weiterfuhrenden Charakterisierung der Regenerationsprozesse wurde daher erganzend
die Zytotoxizitat der FDLE-Zellen nach der Erholungsphase mittels CytoTox-Glo™-Assay
untersucht. Dadurch konnte differenziert werden, ob die beobachtete Normalisierung der
TEER-Werte auf einer Regeneration der Membranintegritat beruht oder trotz funktioneller
Erholung weiterhin membranschadigende Prozesse bestehen.

Die Analyse der druckinduzierten Zytotoxizitat im Vergleich zwischen akuter Schadigung und
24-stundiger Erholungsphase zeigte eine ausgepragte Abhangigkeit sowohl von der Hohe als
auch von der Dauer der Druckexposition. Nach einstindiger Druckbelastung kam es akut zu
einer druckabhangigen Zunahme der Zytotoxizitat, wahrend sich nach 24-stiindiger Erholung
bei der hdchsten Druckstufe von 20 cmH20 lediglich ein Trend zur Reduktion der Zytotoxizitat
abzeichnete (Abb. 12A). Demgegenuber war nach vierstindiger Druckapplikation die akute
Zytotoxizitat deutlich starker ausgepragt. Nach der 24-stiindigen Erholungsphase zeigte sich
hier zwar bei niedrigen Druckstufen von 4 und 8 cmH2O eine signifikante Abnahme der
Zytotoxizitat, bei 20 cmH-0 blieb die Membranschadigung jedoch weiterhin erhdht (Abb. 12B).
Der direkte Vergleich zwischen ein- und vierstindiger Druckexposition verdeutlichte, dass eine
langere Druckbelastung sowohl akut als auch nach der Erholungsphase zu einer signifikant
héheren Zytotoxizitat fihrte (Abb. 12C). Dies gilt fur alle untersuchten Druckstufen und zeigt,
dass die Dauer der mechanischen Belastung einen entscheidenden Einfluss auf das Ausmal}
der Zellschadigung und die nachfolgende Regenerationsfahigkeit des FDLE-Epithels hat.
Insgesamt belegen diese Ergebnisse, dass eine langere Druckexposition die
Regenerationsfahigkeit des FDLE-Epithels nachhaltig einschrankt, wahrend kirzere
Druckbelastungen deutlich besser kompensiert werden kdénnen.
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Abb. 12: Druckinduzierte Zytotoxizitat von FDLE-Zellen: Vergleich zwischen akuter Schadigung und 24-stiindiger
Erholungsphase. FDLE-Zellen wurden fiir 1 h bzw. 4 h einem hydrostatischen Druckgradienten bei 21% O2 unter
ALI-Bedingungen ausgesetzt. Die Zytotoxizitat wurde unmittelbar nach der Druckapplikation sowie nach einer 24-
stiindigen Erholungsphase bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM. A: Nach einstindiger Druckbelastung
zeigte sich — wie zuvor beschrieben — eine druckabhangige Zunahme der Zytotoxizitat. Nach 24-stiindiger Erholung
zeigte sich bei 20 cmH20 ein Trend zur Reduktion der Zytotoxizitat (n = ...). B: Auch nach vierstiindiger
Druckapplikation zeigte sich eine druckabhangige Erhéhung der Zytotoxizitat. Nach 24-stiindiger Erholung war die
Zytotoxizitat bei 4 und 8 cmH20 deutlich reduziert (n = ...; ***p<0,001). C: Nach vierstundiger Druckapplikation war
die Zytotoxizitat nach 24-stiindiger Erholung signifikant héher als nach einstiindiger Exposition (4 cmH20: **p<0,01;
8 cmH20 bzw. 20 cmH20: ***p<0,001).

11



Abschlussbericht - Physiologie und Physik der unreifen Lunge unter Druck

Innerhalb des Projekts gingen wir au3erdem der Frage nach, welchen Einfluss physikalische
Zelleigenschaften wie Dynamik und Migration auf die Integritat epithelialer Monolayer haben.
Ziel war es zu klaren, ob durch erhdhten hydrostatischen Druck entstandene Defekte im
Zellmonolayer durch verbleibende Epithelzellen geschlossen werden konnen. Eine solche
Defektheilung wirde eine koordinierte Zellmigration sowie eine begleitende Proliferation
voraussetzen und koénnte zur funktionellen Wiederherstellung der alveolaren Barriere
beitragen. Gleichzeitig bestand die Fragestellung, ob die mechanische Belastung durch Druck
eine epithelial-mesenchymale Transition (EMT) induziert. Eine solche Zelltypumwandlung
wurde sich in einer veranderten Zellbewegung widerspiegeln, da Epithelzellen typischerweise
eine kollektive, korrelierte Migration zeigen, wahrend mesenchymale Zellen Uberwiegend als
Einzelzellen unkorreliert wandern.

Zur quantitativen Analyse dieser potenziellen Wundheilungsmechanismen wurden FDLE-
Monolayer unter definierten Druckgradienten kultiviert und anschlieRend mit einem
Lebendfarbstoff markiert. Die Zellbewegungen wurden Uber mehrere Stunden mittels
konfokaler Laserscanning-Mikroskopie aufgezeichnet. Auf Grundlage der aufgenommenen
Zeitraffersequenzen wurden sowohl zeitliche Autokorrelationen der Zellbewegung als auch
raumliche Korrelationen zwischen benachbarten Zellen berechnet. Zur objektiven Auswertung
dieser Bewegungsprofile wurden im Rahmen des Projekts speziell angepasste
computergestlutzte Analysealgorithmen entwickelt, die die Zellpositionen aus den Bilddaten
extrahieren und Positionsanderungen Uber die Zeit quantitativ erfassen. Dieses methodische
Vorgehen ermoglichte eine differenzierte Charakterisierung der Zellmigration und ihrer
Koordination unter Druckbelastung. So wurden Analyse-Tools fiir folgende Zellbewegungen
programmiert:

» Darstellung der Zellbewegung als Vektorfeld

Darstellung des Geschwindigkeitsverlaufs aller Zellen im Monolayer

Korrelation der Gesamtbewegung / Positionen der Zellen zueinander
(Quantifizierung der Bewegungsrichtung untereinander)

Zeitkorrelationen der Bewegungsrichtung im Monolayer

Zellbewegung relativ zur Wunde/Defekt im Monolayer

Veranderung der Wunde/DefektgréRe im Monolayer

Maximal zurlckgelegte Distanz der Zellbewegung

Gesamtdistanz der Zellbewegung

Maximalgeschwindigkeit + Durchschnittsgeschwindigkeit

YV VvV

YV VVVYVYY

Ein exemplarisches Vektorfeld der Bewegungsrichtungen von FDLE-Zellen innerhalb eines
Monolayers ist in Abb. 13 dargestellt. Die Farbkodierung verdeutlicht, dass die
Zellbeweglichkeit nach der Applikation eines hydrostatischen Druckgradienten von 20 cmH>O
Uber einen Zeitraum von vier Stunden deutlich erhdht ist. Derzeit kann jedoch noch nicht
eindeutig geklart werden, ob diese gesteigerte Dynamik auf einen verstarkten Zellverlust mit
daraus resultierendem Platzangebot zurlckzuflihren ist oder ob sie durch eine
Destabilisierung der Tight Junctions und/oder eine epithelial-mesenchymale Transition (EMT)
der Zellen bedingt ist.
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Abb. 13: Links: Vektordarstellung der Startpositionen und Bewegungsrichtungen einzelner FDLE-Zellen mit
Farbkodierung der innerhalb von 4 h zuriickgelegten Gesamtstrecke unter Kontrollbedingungen ohne Druck.
Rechts: Entsprechende Darstellung der FDLE-Zellen im Monolayer nach vierstiindiger Kultivierung unter einem
Druckgradienten von 20 cmH20.

Da sich bei der Kultivierung unter erhéhtem hydrostatischem Druck im Monolayer Lécher
bilden, stellt sich bei mdglichen Regenerationsmechanismen zum SchlieRen der Locher durch
Proliferation und Migration die Frage, wie mobil die Zellen Gberhaupt sind. Nur eine gute
Dynamik in Form von Zellen, die genugend Traktionskrafte zur Fortbewegung ausiben
konnen, kann hier zu einer Regeneration beitragen. Daher haben wir u.a. die mittleren
Geschwindigkeiten der Zellen bei der Bewegung im Monolayer untersucht (Abb. 14). Hierbei
zeigt sich zum einen, dass auch in einem dichten Monolayer (Kontrolle) Zellbewegung
stattfindet. Die Zellen zeigen eine erhdhte Geschwindigkeit unter 10 cmH20 Druckgradient auf,
was darauf hindeutet, dass trotz Lochbildung und eine mogliche Apoptose der Zellen die
verbleibenden Zellen eine bessere Dynamik aufweisen. Eine weitere Druckerhéhung auf 20
cmH20 wiederum fiihrt zu einer Verlangsamung der Zellen, was sich negativ auf Regeneration
des Monolayers auswirken kann.

Abb. 14: Durchschnittsgeschwindigkeiten von FDLE Zellen im
Monolayer unter verschiedenen hydrostatischen Driicken. Der
groBe Fehlerbalken bei 10 cmH,0 rihrt daher, dass sich im
Monolayer Lécher bilden und Zellen mit mehr freier Flache
bessere Bewegungsmoglichkeiten haben. Auf der anderen Seite
kann dieser zusatzliche Platz von geschadigten Zellen nicht durch
Migration ausgenutzt werden, wenn diese aufgrund von hohen
hydrostatischen Driicken geschadigt werden (20 cmH,0).

5. Projektverwertung

Die erste Publikation der o.g. Forschungsergebnisse zum Einfluss von Druckgradienten auf
den Na*-Transport in FDLE-Zellen, sowie zur Zellviabilitdt und Regenerationsmechanismen
wird zeitnah eingereicht (geplant fur Januar 2026). Au3erdem gehen wir davon aus, dass die
Ergebnisse zum besseren Verstandnis der zugrundeliegenden Zellveranderungen auf
molekularer Skala ebenfalls zu einer Publikation in einem peer-review Journal fihren werden,
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so dass dieses Projekt trotz der kurzen Dauer von nur 2 Jahren als sehr erfolgreich betrachtet
werden kann.

Weiterhin méchten wir darauf hinweisen, dass unsere Forschungsarbeiten innerhalb des
Projektes durch die Biophysical Society international ausgezeichnet wurden
(https://www.biophysics.org/news-room/why-ventilators-can-be-tough-on-preemie-lungs).
Auch wurde unser Doktorand Jonas Naumann, der auf diesem Projekt beschaftigt ist, aufgrund
seiner hervorragenden wissenschaftlichen Leistung im Jahr 2024 ausgewahlt, um am
Nobelpreistragertreffen in Lindau teilzunehmen, wo er mit Nobelpreistragern Uber unsere
Forschungsarbeit diskutieren konnte.

Zum Schluss ist hervorzuheben, dass Frau PD Dr. Laube, eine der Projektleiterinnen, im
Zusammenhang mit dem Projekt mit dem Johannes-Wenner-Preis der Deutschen
Lungenstiftung e.V. und der Gesellschaft fur Padiatrische Pneumologie (GPP) ausgezeichnet
wurde (https://lungenstiftung.de/presse/dr-mandy-laube-aus-leipzig-erhaelt-den-johannes-
wenner-forschungspreis-ueber-15-000-euro-fuer-zukunftsweisende-arbeit-zum-besseren-
schutz-von-fruehgeborenen).

6. Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen des Projekts ,Physiologie und Physik der unreifen Lunge unter Druck® wurde der
Einfluss positiven hydrostatischen Drucks, wie er bei der maschinellen Beatmung
friihgeborener Kinder auftritt, auf die Funktion und Integritat fetaler alveolarer Epithelzellen
untersucht. Hintergrund ist die hohe klinische Relevanz beatmungsassoziierter
Lungenschaden, insbesondere bei sehr unreifen Frihgeborenen, deren Lungengewebe
gegenuber mechanischen Belastungen besonders vulnerabel ist.

Mithilfe neu entwickelter Druckkammersysteme konnten primare fetale distale
Lungenepithelzellen unter definierten Druckgradienten kultiviert werden. Die funktionelle
Analyse mittels Ussing-Kammer zeigte bereits nach kurzer Druckexposition eine ausgepragte
Beeintrachtigung der epithelialen Barrierefunktion, erkennbar durch eine starke Abnahme des
transepithelialen elektrischen Widerstands (TEER), eine reduzierte Epithelintegritat sowie eine
signifikante Hemmung des Amilorid-sensitiven Na*-Transports. Diese Effekte traten bereits bei
niedrigen Druckgradienten auf und verstarkten sich mit zunehmendem Druck. Unter
hyperoxischen Bedingungen (60% O) zeigten sich ebenfalls deutliche druckinduzierte
Funktionseinschrankungen. Wahrend eine zusatzliche strukturelle Vulnerabilitdt des Epithels
nicht eindeutig nachgewiesen werden konnte, fihrte Hyperoxie insbesondere bei niedrigen
Druckgradienten zu einer weiteren Reduktion des Na*-Transports. Die Zytotoxizitatsanalysen
belegten zudem, dass vor allem hohe Druckgradienten mit einer signifikanten Zellmembran-
schadigung einhergehen. Ein zentraler Schwerpunkt des Projekts lag auf der Untersuchung
der Regenerationsfahigkeit des fetalen Alveolarepithels. Nach einer 24-stiindigen
Erholungsphase normalisierten sich unter normoxischen Bedingungen sowohl die
Barrierefunktion als auch der Na*-Transport weitgehend, was auf eine Uberwiegend reversible
Druckschadigung hinweist. Unter hyperoxischen Bedingungen zeigte sich sogar eine Uber das
Kontrollniveau hinausgehende funktionelle Wiederherstellung, was auf eine stimulierende
Wirkung erhdhter Sauerstoffkonzentrationen auf zellulare Reparaturprozesse hindeutet. Die
Zytotoxizitatsanalysen zeigten jedoch, dass lange Druckexpositionen (4 h) die Regenerations-
fahigkeit deutlich starker einschranken als kurze Belastungen (1 h). Ergéanzend wurden
physikalische Zelleigenschaften wie Dynamik und Migration analysiert, um mdgliche
Wundheilungsmechanismen des Epithels zu charakterisieren. Die mikroskopische Analyse
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der Zellbewegung ergab eine deutlich erhéhte Zellmobilitdt nach hoher Druckexposition. Ob
diese auf Zellverlust, auf eine Destabilisierung der Zell-Zell-Kontakte oder auf eine epithelial-
mesenchymale Transition zurickzufihren ist, bleibt Gegenstand weiterfihrender
Untersuchungen.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass positiver hydrostatischer Druck die Barrierefunktion,
den lonentransport und die Zellviabilitdt des fetalen Alveolarepithels erheblich beeintrachtigt,
diese Effekte jedoch in weiten Teilen reversibel sind. Dauer und Hohe der mechanischen
Belastung sind dabei entscheidende EinflussgroRen. Die gewonnenen Erkenntnisse liefern
wichtige Beitrage zum Verstandnis beatmungsinduzierter Lungenschaden und kénnen
langfristig zur Optimierung der Beatmungsstrategien bei Frihgeborenen beitragen.

7. Popularwissenschaftliche Zusammenfassung

Frihgeborene Kinder haben haufig noch unreife Lungen. Viele von ihnen sind direkt nach der
Geburt auf eine kunstliche Beatmung angewiesen, um Uberhaupt atmen zu kénnen. Diese
lebenswichtige Behandlung kann jedoch auch Nebenwirkungen haben: Der durch die
Beatmung entstehende Uberdruck in der Lunge kann das empfindliche Lungengewebe
schadigen und langfristig zu schweren Lungenerkrankungen flihren. Warum das passiert und
wie stark diese Schaden sind, ist bislang nur unzureichend verstanden. In diesem Projekt
wurde deshalb untersucht, wie sich dieser Druck auf Lungenzellen von friihgeborenen Tieren
auswirkt. Dazu wurden spezielle Versuchsanlagen entwickelt, mit denen die Zellen unter
genau einstellbarem Druck und unter unterschiedlichen Sauerstoffbedingungen kultiviert
werden konnten — ahnlich wie bei einer Beatmung im Brutkasten. Die Ergebnisse zeigen, dass
schon kurze Druckbelastungen die Schutzfunktion der Lungenzellen schwachen und wichtige
Transportprozesse storen. Hoher Druck kann zudem direkte Zellschaden verursachen. Positiv
ist jedoch, dass sich viele dieser Schaden nach einer Erholungsphase wieder zuriickbilden —
vor allem, wenn die Druckbelastung nicht zu lange andauert. Aulerdem zeigte sich, dass sich
die Zellbeweglichkeit nach starkem Druck deutlich erhdht. Ob dies der Reparatur dient oder
auf krankhafte Veranderungen hinweist, wird weiter untersucht. Die gewonnenen Erkenntnisse
helfen, die kiinstliche Beatmung bei Frihgeborenen in Zukunft noch schonender zu gestalten
und das Risiko von Lungenschaden zu verringern.
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