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1 Einleitung

Der stetige medizinische Fortschritt durch neue apparative, interventionelle und
medikamentdse Behandlungsstrategien ermdglicht neue Therapiewege fur
kritisch kranke Patienten. Dies ist aufgrund der Multimorbiditat jedoch haufig mit
komplizierten Verlaufen verbunden. Durch prolongierte, intensivmedizinische
Behandlungen mit Einsatz von Antibiotika, Chemotherapeutika und
Immunsuppressiva oder in Verbindung mit einem septischen Geschehen!?
konnen kritisch kranke Patienten eine Immunschwache entwickeln, welche
folglich zu Infektionen mit opportunistischen Erregern fihren kann, zu denen
Pilze wie Candida spp. und Aspergillus spp. zahlen?3. Bei kritisch kranken
Patienten ist eine Candidamie die haufigste invasive Mykose, welche mit einer
hohen Mortalitat verbunden ist*°. Invasive Mykosen entstehen priméar durch
Translokation von Candida spp. aus dem Gastrointestinaltrakt oder der Haut.
Seltener ist eine pulmonale Kolonisation von Pilzen fir eine invasive Mykose
ursachlich®. Dennoch spielt die Funktion der Lunge und deren Abwehrfunktion
bei kritisch kranken Patienten eine zentrale Rolle und sollte durch den Einsatz
von Antimykotika nicht beeintrachtigt werden.

Als empfohlene Erstlinientherapie werden die Echinocandine Caspofungin,
Micafungin und Anidulafungin bei invasiven Candidainfektionen, Candidamien
bei neutropenen Patienten, aber auch als Sekundar- oder Kombinationstherapie
bei Aspergillusinfektionen eingesetzt>6. Systemisch appliziert gelangen sie tber
die Blutbahn zu den Organen’®, wo sie ihre Wirkung durch die Hemmung der
mykotischen 1,3-B-D-Glucan-Synthase entfalten kénnen, welche verantwortlich
fur die mykotische Zellwandsynthese ist®°. Trotz des glinstigen Nebenwirkungs-
profils im Vergleich zu Azol-Antimykotika oder Amphotericin B zeigen einige
Studien einen Einfluss der Echinocandine auf das Herz-Kreislauf-System?°-13,
Fallberichte beschreiben nach systemischer Applikation zusatzliche Einfllisse der
Echinocandine auf die Funktion einzelner Organe!4. Die bisher bekannten
haufigeren Nebenwirkungen von Echinocandinen stellen neben der
Beeintrachtigung des Herz-Zeit-Volumens anaphylaktische Reaktionen, Diarrhoe
und eine Hepatotoxizitat dar'?1516 Bedeutende Auswirkungen auf die Lunge

wurden bisher noch nicht festgestellt.



Auch wenn eine Schwéche der spezifischen und zellvermittelten Immunabwehr
besteht, kann der Korper durch angeborene anatomische und physiologische
Barrieren, vertreten durch spezialisierte Epithelien, Infektionen verhindern. Daher
spielt gerade bei kritisch kranken Patienten die intakte Funktion dieser Barrieren
eine wichtige Rolle. Das Trachealepithel ist auf das Einfangen von Fremdmaterial
durch den Mukus im Tracheallumen und auf den Abtransport dessen durch den
gerichteten Zilienschlag des Flimmerepithels in Richtung Larynx spezialisiert’.
Dort angekommen kann der Mukus samt Fremdpartikel, Erreger und Pathogenen
abgehustet werden. Die mukoziliare Reinigung ist ein essentieller, jedoch auch
sehr sensibler Abwehrmechanismus der tiefen Atemwege, welcher durch
zahlreiche endo- und exogene Einflussfaktoren moduliert werden kanné19,
Weitere Studien haben gezeigt, dass auch eine Kolonisierung mit Pilzen diesen
Mechanismus stéren kann und eine Candida-Besiedelung der Atemwege eine
Superinfektion mit Bakterien beginstigt?®2. Aufgrund dieser Zusammenhéange
wird in dieser Arbeit untersucht, welche Auswirkungen Echinocandine auf die
mukozilidre Clearance und auf die Trachealepithelzellen haben.

Im folgenden Abschnitt werden zunachst die Aufgaben, der Aufbau und die
Funktion des respiratorischen Epithels der Trachea und der Trachealepithel-
zellen erlautert. AnschlieBend werden die drei Echinocandine Caspofungin,
Micafungin und Anidulafungin vorgestellt und deren Wirkung und

Einsatzspektrum genauer beschrieben.



1.1 Das respiratorische Flimmerepithel der Trachea

Die Wand der Trachea ist mit zilientragenden, schleimbildendem Epithel
ausgekleidet, welches zusammenfassend als respiratorisches Epithel bezeichnet
wird, da es auch in anderen Abschnitten der Atemwege wie im Nasopharynx oder
in den Bronchien vorzufinden istl’. Das respiratorische Epithel ist neben der
Anfeuchtung der Atemluft hauptsachlich fur die Abwehr von Pathogenen und
Fremdpartikel verantwortlich, die mit der inhalierten Atemluft in die Atemwege
gelangen?'. Der Mukus und der darunter liegende periziliare Flissigkeitsfilm
dienen als physikalische und chemische Barrieren??. Darin enthaltene
Glykoproteine, Immunglobuline, Enzyme wie Lysozym und antimikrobielle
Peptide wie Defensine wirken synergistisch zur Abwehr inhalierter Pathogene.
Glykoproteine bewirken eine suffiziente Anhaftung der inhalierten Partikel am
Mukus, Immunglobuline opsonieren Erreger fur patrouillierende Immunzellen,
Lysozyme und Defensine fuhren zur Schadigung der mikrobiellen Membran. Die
Sekretion des Mukus ist zudem abh&ngig von Temperatur, pH, Salzkonzentration
und Osmolaritat??3, was eine lokale Autoregulation und Anpassung der
Schutzfunktion ermdglicht. Letztlich wird der Mukus samt Fremdpartikeln,
Erregern und anderen Pathogenen durch den gerichteten Zilienschlag in
Richtung Larynx transportiert, wo er durch einen Hustenstol3 aus den
Atemwegen entfernt werden kann. Diese Reinigungsfunktion  wird
zusammengefasst als ,Mukozilidfre Clearance“ bezeichnet?* und stellt einen
essentiellen Abwehrmechanismus der Lunge dar, welcher bei Verlust der
Homoostase oder bei fehlerhaftem Aufbau der Kinozilien zu schwerwiegenden

Erkrankungen der Lunge fihren kann?>-27,

1.1.1 Histologie und Funktion des Trachealepithels

Die Trachea ist mit einem mehrreihigen, hochprismatischen Epithel ausgekleidet.
Es setzt sich aus verschiedenen Zellen zusammen, um gemeinsam als
respiratorisches Epithel seine spezifischen Aufgaben erfullen zu konnen?’.
Vorherrschend sind die zilientragenden Zellen, welche mit ihren ca. 6 um langen
Kinozilien den Transport der periziliaren Flussigkeit und der darauf liegenden

hochviskdsen Mukusschicht tibernehmen?8. Der Mukus wird von Becherzellen



gebildet, die als zweithaufigster Zelltyp vorzufinden sind. MalRgebend fur die
Sensorik und die interzellulare Kommunikation sind die Burstenzellen, die
neuroendokrinen Zellen und die sekretorischen Zellen?®. All diese Zellen
entstehen aus den pluripotenten Basalzellen!’. Insgesamt stellt das tracheale
Flimmerepithel ein Umgebungssensor dar, welcher auf wechselnde

Umwelteinfliisse reagieren kann?é,

Eine zilientragende Zelle besitzt im Schnitt 200 Kinozilien, die apikal in das
Lumen der unteren Atemwege ragen und von einem niedrigviskdsen periziliaren
Flissigkeitsfilm umgeben sind. Diesem Flissigkeitsfilm aufgelagert befindet sich
die hochviskdse Mukusschicht, welche durch die wellenférmigen

Schlagbewegungen der Kinozilien Richtung Larynx transportiert wird?42830,

1.1.2 Aufbau, Funktion und Koordination der Kinozilie

Zilien sind in zahlreichen Organen vorzufinden, wie in der Tuba uterina, in der
Niere, im cerebrospinalen Liquorsystem, in Spermien, Embryos und im
respiratorischen System3l. Bewegliche Zilien wie im respiratorischen Trakt
werden als Kinozilien bezeichnet. Ohne Zilientatigkeit wirden grundlegende
physiologische Vorgange wie die Embryogenese, die Fertilitat oder die Abwehr

von Pathogenen nicht moglich sein®2,

Einzeln betrachtet besitzt jedes Kinozilium ein Zytoskelett aus Mikrotubuli. Diese
sind in einem 9+2 Muster angeordnet?833 (Abbildung (Abb.) 1). Die Bewegung
des Kinoziliums wird durch einen &uf3eren und einen inneren Dynein-Arm
ermoglicht, welcher durch Spaltung von ATP und folglich allosterischer
Konformationsanderung an den &ul3eren Mikrotubulidubletten entlang
gleitet3435. Durch komplexe Abfolgen dieser Interaktion entsteht ein koordinierter
Zilienschlag, welcher aus einem schnellen Effektschlag und einem langsamen
Erholungsschlag besteht?810 (Abb. 2)36:37,



“ 0.25 um - —r >

Abbildung 1: Querschnitt der Kinozilien, bestehend aus Mikrotubuli im (9+2)-Muster A) Elektronen-
mikroskopische Aufnahme. In der Bildmitte befinden sich zwei Kinozilien im Querschnitt, welche jeweils ein
zentrales Mikrotubulipaar (blauer Pfeil) aufzeigen, umgeben von neun Mikrotubulidubletten (gelber Pfeil).
Angedeutet erkennbar sind ebenfalls die Radialspeichen (oranger Pfeil), als auch die &uReren und inneren
Dyneindrmchen (grine Pfeile). Die Lange des schwarzen Balkens markiert die Lange von 0,25 pm.
Abbildung mit Erlaubnis von Annual Reviews Inc., Salathe et al 2007*8. Copyright © Annual Reviews Inc.
Alle Rechte vorbehalten. Erlaubnis vermittelt durch Copyright Clearance Center, Inc. B)
Cryoelektronentomographie eines Kinoziliums zur detaillierten Darstellung der verschiedenen
Zilienelemente: ODA = aulRerer Dyneinarm, IDA = innerer Dyneinarm, RS = radiale Speiche, Mikrotubuli
gekennzeichnet als A-tubule, B-tubule und CP (zentrales Paar). Abbildung mit Erlaubnis der Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Ishikawa et al 20173, Copyright © Cold Spring Harbor Laboratory Press. Alle

Rechte vorbehalten.

Abbildung 2: Skizze der Zilienschlagbewegung, die sich in zwei Phasen einteilen I&sst. A) Der Effektivschlag
in seitlicher Ansicht. In dieser Phase ragt das gestreckte Kinozilium mit seiner Spitze in die Mukusschicht
hinein. B) Der Erholungsschlag in seitlicher Ansicht. In dieser Phase gleitet das gestauchte Kinozilium
unterhalb der Mukusschicht im perizilidren Flissigkeitsfilm zur Ausgangsposition zuriick. Profil A) und B)
spiegeln gleiche Zeitintervalle wider. C) Ansicht von oben, beide Phasen zusammengefasst. Wahrend des
Erholungsschlags schwingt das Kinozilium zur Seite. Die gepunkteten Linien markieren den Verlauf der
Kinozilienspitze. Diese Koordination des Zilienschlags fuhrt zum gerichteten Transport der Mukusschicht.
Abbildung mit Erlaubnis der American Thoracic Society, Sleigh et al 198828, Copyright © 2021 American
Thoracic Society. Alle Rechte vorbehalten.



Von grol3er Bedeutung fir den Transport der Mukusschicht ist die Tatsache, dass
die Zilienspitze wahrend des Effektschlags in die hochviskése Mukusschicht
eindringt, wahrend der Erholungsschlag zur Ausgangsposition zuriick durch die
seitliche Abweichung im niedrigviskdsen periziliaren Flussigkeitsfilm verlauft.
Tracheale Kinozilien von Saugetieren schlagen in vitro unter Ruhebedingungen
bei 37°C in einer Grundfrequenz von ungefahr 10-20 Hz?83038  Die
Schlagfrequenz kann bei Bedarf verdoppelt oder gar verdreifacht werden?®. Die
Steigerung der Zilienschlagfrequenz  (CBF) unterliegt  zahlreichen
Einflussfaktoren wie der Temperatur, des pH-Wertes, mechanischem Stress und
endokriner Stimulation, welche durch Aktivierung unterschiedlicher Rezeptoren
eine intrazellulare  Signaltransduktion  durch  ,second  messenger®,
hervorrufen'®3°, Dies mindet in einer gesteigerten Interaktionsrate von Dynein
mit den Mikrotubuli der Kinozilien34, sodass die erhohte CBF eine
Beschleunigung der Partikeltransport-geschwindigkeit (PTG) bewirkt und somit
die mukoziliare Clearance effektiv an wechselnde Umwelteinflisse und

Kontaminationen angepasst werden kann.

1.1.3 Signaltransduktion in humanen Trachealepithelzellen und die Rolle

von Calcium als zentraler Mediator

Erreicht die zilientragende Trachealepithelzelle ein physiologisches Signal,
werden intrazellulare Signalkaskaden Uber spezifische Rezeptoren und evtl.
unter Einbeziehung von lonenkanélen der Zellmembran in Gang gesetzt, um eine
Reizantwort zu generieren. Dieses Zusammenspiel der ,second messenger ist
hoch komplex und fein abgestimmt*°. Eine der wichtigsten ,second messenger*
der zilientragenden Trachealepithelzelle sind Ca?*-lonen, zyklisches
Adenosinmonophosphat (cAMP) und zyklisches Guanosinmonophosphat
(cGMP)394142  Eine schematische Ubersicht der Hauptsignalwege in einer

kinozilientragenden Trachealepithelzelle ist in Abbildung 3 und 4 dargestellt.

Purinerge P2Y2-Rezeptoren344, serotoninerge 5HT-Rezeptoren*, muskarinerge
Acetylcholinrezeptoren*® und adrenerge R2-Rezeptoren*’ sind G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren der Zellmembran einer Trachealepithelzelle, welche zu
einer Aktivierung der Phospholipase C (PLC) fuhrt. Diese spaltet Phosphatidyl-
4,5-bisphosphat in Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) und Diacelylglycerol (DAG). IP3

6



bindet an den IP3-Rezeptor der Membran des Endoplasmatischen Retikulum
(ER), welcher durch seine Aktivierung eine Calciumfreisetzung aus
intrazellularen Speichern bewirkt'®48, Somit kann die Zilientatigkeit des
Flimmerepithels auch Uber Stimulation der Serotonin-Rezeptoren, P2Y2-
Rezeptoren, B-Adreno-Rezeptoren oder intrazellular durch die l6sliche
Guanylatzyklase (sGC) gesteigert werden. Acetylcholin, Noradrenalin und ATP
wirken hier als Mediatoren des autonomen Nervensystems, wahrend Serotonin,
Acetylcholin und Adrenalin als Mediatoren der humoralen

Informationsuibertragung dienen.

Eine Calciumfreisetzung aus dem ER wird neben dem ubiquitar vorkommenden
IPs-Rezeptor auch durch die Aktivierung des Ryanodin-Rezeptors (RyR)
ermdoglicht, ein hochst leitfahiger Calciumkanal der ER-Membran#®. Urspriinglich
angenommen, dieser komme ausschlie3lich in Herz- und Skelettmuskulatur vor,
konnten nun einige Studien auch ein Vorkommen des RyR in Osophagus,
Magen, Darm, Niere, Pankreas, Thymus, Gehirn, Hoden, Nebenniere, Ovar und
in der Lunge®®5! aufzeigen. Neben der namensgebenden Eigenschaft, mit einer
hohen Affinitat das pflanzliche Alkaloid Ryanodin zu binden, ist die Funktion des
RyR von zahlreichen Mediatoren beeinflussbar. Exogene Effektoren sind
Ryanodin, welches niedrigdosiert den RyR aktiviert und diesen ab
Konzentrationen tber 100 uM inhibiert, und Coffein, welches zur Offnung des
RyR fuhrt>?2. Das wichtigste endogene Effektormolekil ist Calcium selbst.
Zytosolische Konzentrationen im Mikromolarbereich aktivieren den RyR, héhere
Konzentrationen im Millimolarbereich inhibieren ihn. Auch Magnesium und ATP
sind mal3gebend an der Regulation des RyR beteiligt. Weitere Modulatoren des
RyR sind Calmodulin, Wasserstoffprotonen, Gluthation, NADPH, Reaktive
Sauerstoffradikale (ROS), als auch Kinasen und Phosphatasen, welche durch

Phosphorylierung des RyR Einfluss auf dessen Funktion nehmen kénnen.

Erfolgt eine Calciumfreisetzung aus dem ER, werden die sinkenden
Calciumspiegel im ER durch den intraluminalen Calciumsensor STIM1 (stromal
interaction molecule 1) detektiert>®>. STIM1 kann durch Translokation zu
plasmamembrannahen ER-Abschnitten gelangen, um dort seinen zellmembran-
standigen Partner ORAIL (calcium release-activated calcium channel molecule

1) zu aktivieren. ORAI1 ist ein Calciumkanal, welcher bei Stimulation 6ffnet und



fur Calciumionen durchlassig wird, um folglich die intrazellularen Calciumvorrate
wieder aufzufillen. Dieser Mechanismus wird auch calciumvermittelter Calcium-

einstrom (Icrac) oder ,store-operated calcium entry“ (SOCE) genannt®*55,

Physikalische Umgebungssignale vermittelt der TRPV4-Kanal (Transient
receptor potential vanilloid channel subfamily V member 4) an der Zellmembran,
welcher durch Konformationsdnderung aufgrund Veranderungen des pH-Wertes,
der Temperatur, der Viskositat des Mukus sowie durch mechanische Stimulation

durchlassig fir Kationen wird, was ebenfalls einen Calciuminflux bewirkt>6-58,

Das im Zytosol befindliche Ca?* initiiert nun als ,second messenger‘ die
Aktivierung weiterer verschiedener Signalwege. Ein wichtiger Signalweg fuhrt
uber die calciumsensitive, I6sliche Adenylatcyclase (SAC), welche durch Bindung
von Ca?* aktiviert wird und daraufhin cAMP synthetisiert. Durch Bindung von
cAMP an der Proteinkinase A (PKA) kénnen reaktive Untereinheiten der PKA
unter Spaltung von ATP die Dyneink6épfchen an den Mikrotubuli phosphorylieren,
was zu einer gesteigerten Interaktionsrate von Dynein und Mikrotubuli fihrt und
in einer Erhéhung der CBF miindet®®. Einen weiteren Signalweg stellt die
Komplexbildung von Ca?* mit Calmodulin dar®®. Nach Bindung von Calcium
erfolgt eine Konformationsdnderung von Calmodulin in eine aktive Form, welche
die Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) zur Produktion von Stickstoffmonoxid
(NO) anregt. NO aktiviert seinerseits die l6sliche Guanylatzyklase (sGC), welche
cGMP bildet®. Aktiviert durch cGMP phosphoryliert die Proteinkinase G (PKG)
unter Spaltung von ATP die Dyneink6pfchen am zilidren Axon, was ebenfalls zu
einer Steigerung der CBF flhrt. Zusatzlich ist Ca?* in der Lage durch Bindung an
einer aktiven Untereinheit von Dynein die CBF direkt zu beeinflussen36-61,

Neben der Stimulation der Zilientatigkeit besitzt Ca?* ebenfalls eine zentrale Rolle
bei der Vermittlung weiterer Zellsignale wie der Apoptose®, der
Genexpression®%4  der Exozytose®®, sowie bei anderen Zellarten die
Koordination von Sekretion, Muskelkontraktion, Plastizitat der Synapsen und

zahlreiche weitere spezifische Zellfunktionen®6-72,

Als intrazellularer Calciumspeicher dient in erster Stelle das ER, welches durch
seine membranstandigen Ca?*Rezeptoren wie den IPsR und den RyR zur
Calciumfreisetzung und  konsekutiver  Erhdhung der intrazellularen

Calciumkonzentration  beitragt’>’4.  Mitochondrien werden bei erhohten

8



intrazellularen Calciumkonzentrationen > 400 nM zusatzlich als Calciumspeicher
genutzt ’>-’7, indem sie tUber den Ca?*-Uniporter entlang des elekrochemischen
Gradienten Ca?*-lonen in die Matrix transportieren und das gespeicherte Ca?*
nach Normalisierung der zytosolischen Calciumkonzentration wieder langsam
freisetzen®.78-81, ER und Mitochondrien stehen in engem Kontakt zueinander
und kommunizieren Uber Mitochondrium-assoziierte Membranen (MAMS),

welche als dynamische Plattformen angesehen werden kénnen82:83,

Mechano-Stimulation
Viskositat

extrazellular
Temperatur

pH-Wert Ca?* —— ATP Serotonin ACh Katecholamine

l v
TRPV4 ORAI1 P.Y, | | S5HT | M |T32
Zellmembran STIML : ' : —1 —
[Ca®)er
i niedrig
orc |
PLC | IPs
y A
Calciuminflux von C 2+ Ca?*-Freisetzung aus ST"\{”
extrazellular a intrazelluldren Speichern |

Mito intrazellular

Abbildung 3: Ausschnitt der wichtigsten Signaltransduktionskaskaden, die Uber membrangebundene
Rezeptoren aktiviert werden. Dargestellt im oberen Bildabschnitt sind die an der Zellmembran lokalisierten
adrenergen (,-Rezeptoren, muskarinergen Acetylcholin-Rezeptoren (Ms), serotonergen 5-HT-Rezeptoren,
purinergen P,Y,-Rezeptoren und die Ca?* Kanale ORAI1 und TRPVA4. Die Signaltransduktionskaskaden
fuhren zu einer Erhéhung der [Ca?*]i. Mitochondrien puffern bei stark erhohter [Ca?*)i Calciumionen und
nehmen somit an der Regulation der intrazellularen Calciumhoméstase teil. Die sinkende [Ca?*]er wird durch
STIM1 detektiert und fihrt durch Translokation von STIM1 zur Aktivierung des Calciumkanals ORAI1 der
Zellmembran. Detaillierte Erklarung der Signalwege siehe Text. Die Pfeile markieren die
Aktivierungskaskaden. Abkirzungen: Ca?* = Calcium, TRPV4 = transient receptor potential vanilloid 4
cation channel, ORAI1 = Calcium release-activated calcium channel protein 1, P2Y2 = G-Protein-gekoppelter
purinerger Rezeptor, 5HT = Serotonin-Rezeptor, ACh = Acetylcholin, M = muskarinerger Rezeptor, 32 = 32-
Rezeptor, STIM1 = Stromal interaction molecule 1, [Ca?*]er = Calciumkonzentration im Endoplasmatischen

Retikulum, PLC = Phospholipase C, IP3 = Inositol 1,4,5-triphosphat, Mito = Mitochondrium



ca2+

Abbildung 4: Ausschnitt der wichtigsten durch Ca?* aktivierten, intrazellularen Signalkaskaden zur
Aktivierung der CBF. Ca?* aktiviert komplexbildend mit CaM die NOS (eNOS > nNOS > iNOS8%), was letztlich
zur Aktivierung der PKG fiuhrt, welche die Dyneinkdpfchen am Mikrotubuli phosphoryliert (rechter Pfad).
Weitherhin aktiviert Ca?* die sAC, welche durch Bildung von cAMP die PKA aktiviert. Die PKA phosphoryliert
ebenfalls die Dyneinkdpfchen der Mikrotubuli, was eine Stimulation der CBF zur Folge hat (linker Pfad).
Zudem kann Ca?* direkt am Kinozilium binden und unmittelbar zur CBF-Stimulation fiihren (mittlerer Pfad).
Die Pfeile markieren die Aktivierungskaskaden. Abkirzungen: Ca?* = Calcium, sAC = losliche
Guanylatzyklase, cAMP = zyklisches Adenosinmonophosphat, PKA = Proteinkinase A, Ca?-CaM =
Calcium-Calmodulin-Komplex, NOS = Stickstoffmonoxidsynthase, eNOS = endotheliale NO-Synthase,
nNOS= neuronale NO-Synthase, INOS = induzierbare NO-Synthase, sGC = l6sliche Guanylatzyklase,

cGMP = zyklisches Guanosinmonophosphat, PKG = Proteinkinase G, CBF = Zilienschlagfrequenz.
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1.2 Echinocandine: neue Antimykotika

Die drei Echinocandine Caspofungin, Micafungin und Anidulafungin stellen die
neueste Generation von Antimykotika dar. Seit der Erstzulassung im Jahre 2005
fur Caspofungin und 2006 fur Micafungin und Anidulafungin haben sich die
Echinocandine zur Erstlinientherapie flr invasive Mykosen etabliert. Durch die
Eigenschaft der hohen Spezifitat zur Pilzzellwand, diese und nicht die Zellwand
von S&augetieren zu schadigen, sind weniger Nebenwirkungen zu beobachten als
bei Azol-Antimykotika oder Amphotericin B8°.

1.2.1 Pharmakodynamik der Echinocandine

Die Pilzzellwand besteht zu 30-60 % aus -(1,3)-D-Glucan, welches enzymatisch
von der B-(1,3)-D-Glucansynthase polymerisiert wird®. Echinocandine sind
semisynthetische, hydrophile Lipopeptide und nicht-kompetitive Bindungspartner
der pilzwandstandigen B-(1,3)-D-Glucansynthase. So wird die Synthese von [3-
(1,3)-D-Glucan verhindert und die Pilzzellwand wird angegriffen. Durch den
hohen f-(1,3)-D-Glucan-Gehalt bei Candida spp. wird die Zellwand so
durchlassig, dass der erhthte osmotische Druck intrazellular zur Lyse der
Pilzzelle fuhrt. Somit ist die Wirkung in Candida spp. fungizid. Da bei Aspergillus
spp. der B-(1,3)-D-Glucan-Gehalt der Pilzzellwand niedriger ist, verandert sich
die Pilzzelle durch die Zellwandschadigung lediglich morphologisch, wird jedoch
nicht lysiert. Deshalb wirken Echinocandine hier fungistatisch, da das Wachstum

der Hyphen durch die veranderte Hyphenform stagniert*®.

1.2.2 Einsatzspektrum im klinischen Alltag bei Erwachsenen

Caspofungin wirkt exzellent fungizid gegen diverse Candida spp. und
fungistatisch gegen Aspergillus spp., deshalb wird Caspofungin bei invasiven
Candidamien, invasiven Aspergillosen, Osophaguscandidosen und bei febriler
Neutropenie eingesetzt®’. Bei Caspofungin bedarf es einer Initialdosis von 70 mg
und einer anschlieBenden Erhaltungsdosis von 50 mg. Micafungin hat sich
besonders zur Prophylaxe von Pilzinfektionen bei Patienten nach

Stammzelltransplantation bewahrt. Dies erfolgt in einer Dosis von 50 mg.
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Osophaguscandidosen werden mit 100 mg und invasive Candidamien mit 150
mg Micafungin behandelt. Anidulafungin wird bisher nur bei Patienten mit
invasiven Candidamien und Osophaguscandidosen verabreicht. Die Therapie
erfolgt durch eine Initialgabe von 200 mg und einer Erhaltungsdosis von 100 mg.
Die Dosisangaben beziehen sich auf adulte Patienten. Die Therapie sollte je nach
Pilzerkrankung mindestens 14 Tage dauern und richtet sich nach dem letzten

positiven Pilznachweis 1°.

1.2.3 Pharmakokinetische Eigenschaften der Echinocandine

Die Minimale Inhibitorische Konzentration (MIC) beschreibt die Dosis, welche zur
50-, 80- oder 90-%igen Reduktion der Pilzlast bendtigt wird. Die MICg der
Echinocandine fur verschiedene Candida spp. und Aspergillus spp. sind sehr
ahnlich und variieren zwischen 0,008 und 4 pug/mi®889, Fir die meisten Candida
spp. liegt die MIC deutlich unter 2 ug/ml. Bei Candida parapsilosis und Candida

guilliermondii liegt sie jedoch bei 1-4 pg/mi®°.

Invasiv appliziert verteilen sich die Echinocandine schnell in den Organen,
insbesondere in der Leber. Aufgrund der hohen Bindung an Proteine kdénnen
nach invasiver Gabe der Echinocandine die Plasmakonzentration und die
Konzentration in den unterschiedlichen Organen stark variieren. In
Gewebeproben von Ratten konnten die hdchsten Konzentrationen von
Caspofungin zwischen 5-9 ug/g in Leber, Niere, Lunge und Milz festgestellt
werden®°. Die durchschnittliche maximale Plasmakonzentration (Cwuax) liegt bei
Caspofungin durchschnittlich bei 2-10 pg/ml, bei Micafungin bei 18-22 pg/ml und
bei Anidulafungin bei 7 pg/ml. Die Plasmakonzentration ist stark vom
Korpergewicht, vom Serum-Albumin-Spiegel und von der Schwere der

Erkrankung abhéangig’12:°1.92,

Caspofungin zeigte in weiteren Untersuchungen einen Einfluss auf das Herz-
Kreislauf-System'4, wobei hier der Wirkung auf das Herz und auf die
Herzmuskelzelle eine besondere Bedeutung zukommt!-13, Die Aktivierung des
Ryanodin-Rezeptors durch Caspofungin kénnte auch die Zellfunktionen anderer
Gewebe und Organe modulieren®3°4, was zu einer genaueren Untersuchung von

Caspofungin anregt.
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1.3 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Die mukoziliare Clearance beschreibt den koordinierten Transport von
Fremdmaterial durch den Zilienschlag des Trachealepithels in Richtung Larynx
und stellt einen essentiellen Abwehrmechanismus gegen Kontamination durch
Fremdstoffe und Krankheitserreger der unteren Atemwege dar. Dieser sensible
Mechanismus kann durch viele exo- und endogene Einflussfaktoren verandert
oder gestort werden. Veranderungen der Temperatur®®, des pH-Wertes®, der
Rheologie des Mukus® und auch die Ausschittung humoraler oder neuronaler
Botenstoffe unter Einbeziehung zellularer ,second messenger“?°’ kdnnen die
Aktivitat des Flimmerepithels beeinflussen. So istim Rahmen der Intensivmedizin
die Funktion dieser angeborenen Immunabwehr von besonderer Bedeutung und
ist gerade bei diesen kritisch Kranken zahlreichen Einflussfaktoren ausgesetzt.
Da der Einsatz von Echinocandinen eine neue und immer haufiger eingesetzte
Behandlungsstrategie in der Intensivmedizin darstellt und bereits Auswirkungen
auf das Herz-Kreislaufsystem festgestellt wurden'-14, wurde nun der Fokus auf
die Auswirkungen von Echinocandinen auf das respiratorische Flimmerepithel

gerichtet.

Die vorliegende Arbeit untersucht die Wirkung von Echinocandinen auf die
Partikeltransportgeschwindigkeit (PTG) des intakten trachealen Flimmerepithels
der Maus und auf die Calciumhomoostase in isolierten humanen

Trachealepithelzellen. Folgende Fragestellungen werden bearbeitet:

1. Haben Echinocandine Auswirkungen auf die PTG des respiratorischen
Flimmerepithels und auf die Zellfunktion von Trachealepithelzellen?

2. Verandern Echinocandine intrazellulare Signaltransduktionskaskaden
der Kinozilien-tragenden Trachealepithelzellen?

3. Beeinflussen Echinocandine die Calciumhomdostase in humanen
Trachealepithelzellen?

4. Verandern Echinocandine spezifische Ca?*-abhéangige

Signaltransduktionskaskaden in humanen Trachealepithelzellen?
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2 Material und Methoden

2.1 Messung der PTG

Zur Vorbereitung der Messung der PTG erfolgte stets die Bereitstellung des
Zellpuffers, der zu applizierenden Agenzien und des Kulturschélchens sowie die
korrekte Einstellung des Mikroskops und der Computersoftware. Der Versuch
startete mit der Pr&paration der murinen Trachea. Im Folgenden werden die
verschiedenen Schritte des Versuchsaufbaus und der Versuchsdurchfihrung zur

Messung der PTG beschrieben.

2.1.1 Praparation der murinen Trachea

Fir alle Versuche wurden mannliche C57BI/6N-Mause vom Wildtyp mit einem
Gewicht von 18-20 g und im durchschnittlichen Alter von 15-18 Wochen von
Charles River Laboratories (Sulzfeld, DE) verwendet. Die Durchfiihrung von
Versuchen an entnommenen Organen von Wirbeltieren nach 86 Abs. 1 Nr. 4
TierschG wurde vom Regierungsprasidium Gie3en genehmigt und unter dem
Geschaftszeichen V 54 — 19 ¢ 20 15 h 02 G120/26 Nr. A 26/2013 gefihrt.

Die Totung der Mause zu Beginn jedes individuellen Versuchs erfolgte mittels
Uberdosis Isofluran (Baxter, UnterschleiBheim, DE) durch zweiminitige
Inhalation eines 5-7 %igen Gasgemisches in einem Inkubator. Daraufhin wurde
die Maus auf einem Pré&pariertisch in Rickenlage fixiert. Unmittelbar nach
Eroffnung des Bauchraumes wurde durch einen Schnitt die Aorta abdominalis
durchtrennt. Dieser Schritt wurde als Beginn des Messprotokolls mit dem

Messzeitpunkt t = O festgelegt.

Nach Beseitigung der Haut und Entfernung der Schilddriise wurde das
Diaphragma von den Rippen abgesetzt, sodass sich durch die Eréffnung des
Pleuraspalts beide Lungenfligel von der Pleura parietalis I6sten. So konnten
lateral auf beiden Seiten die Rippen und die Claviculae durchtrennt und
anschlieBend der ventrale Brustkorb samt Thymus abgesetzt werden. Es
prasentierten sich nun beide Lungenfligel und das Mediastinum. Kranial des
Herzens stellte sich die Trachea dar, welche nun mit einer 85 mm Vannas
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Federschere (F.S.T., Heidelberg, DE) von den umgebenden Strukturen wie der
infrahyoidalen Muskulatur, den Gefa3- und Nervenstralen sowie vom
Osophagus freiprapariert wurde. AnschlieBend konnte die Trachea unterhalb des
Schildknorpels und oberhalb der Bifurkation abgetrennt werden (t = 12 min).

Die isolierte Trachea wurde nun umgehend in ein silikonbeschichtetes
(SYLGARD® 184 Silicone Elastomer Kit, Dow Corning GmbH, Wiesbaden, DE,
Herstellung siehe unten), beheizbares Delta-T-Kulturschélchen (Bioptechs,
Butler, PA, USA) Uberfuhrt, wobei die dorsale Wand der Trachea (Paries
membranaceus) mit dem Musculus trachealis nach oben zeigte. In dieser
Position wurde die Trachea nun mit Minutien (Ento Sphinx, stainless steel No.15,
Pardubice, CZ) in ihrer physiologischen Ausgangslange mittig im Schélchen
fixiert und mit HEPES-Puffer mit pH-Wert 7,4 bei einer Temperatur von 30 °C
einmalig vorsichtig gespult und mit frischem HEPES-Puffer (30 °C) bedeckt. Bei
der anschlieRenden Feinpraparation wurde die Trachea nun unter einem
Auflichtmikroskop (Zeiss, Jena, DE) mit der Federschere und einer feinen
Pinzette (F.S.T., Heidelberg, DE) vom verbleibenden Bindegewebe befreit und
entlang des Musculus trachealis der Lange nach aufgeschnitten. Durch die
elastische Ruckstellkraft der Knorpelspangen eréffnete sich die Trachea an der
Schnittstelle und nahm die Form einer Halbréhre an, sodass man nun einen
direkten Blick auf das Zilien tragende Epithel der Trachea hatte. Der HEPES-
Puffer wurde nach Abschluss der Feinpraparation nochmals vorsichtig
ausgetauscht. Nun wurden 2 ml HEPES-Puffer der Temperatur von 30 °C
zugefugt und das Kulturschalchen in die Messeinheit des Lichtmikroskops
(BX51WI, Olympus, Tokio, JPN) eingespannt. Dieser Handlungsschritt sollte bis
t = 25 min erfolgt sein, um eine Ruhephase ohne Manipulation am
Trachealepithel bis zum ersten Messzeitpunkt in der 30. Minute zu gewahrleisten.
Die Fortfihrung der konstanten Temperatur von 30 °C im Organbad ermdglichte
die in der Messeinheit integrierte Heizeinheit (Bioptechs Delta T, Butler,
Pennsylvania, USA).

Zur Visualisierung der PTG wurden anschlieend 3 pl Polymerpartikel
(Dynabeads, Life Technologies, Oslo, NO) zu dem HEPES-Puffer im Schélchen
appliziert und durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Diese kinstlich

hergestellten Partikel eignen sich durch ihre einheitliche Form mit einem
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Durchmesser von 2,5 um den Partikeltransport zu untersuchen. Es wurde das
Objektiv mit 20-facher VergroRerung (20x/0,5 LUMPIlanF1, Olympus, Tokio, JPN)
gewahlt, ein Trachealabschnitt in der Mitte der entnommenen Trachea zwischen
zwei Knorpelspangen eingestellt und die Partikel unmittelbar tber dem zilien-
tragenden Epithel fokussiert. Der gewahlte Trachealabschnitt sollte keine
defekten Areale aufweisen und die Partikel sollten einheitlich Uber das Epithel
transportiert werden. Das ausgewahlte Areal wurde im Versuch nicht mehr
verandert. Nun erfolgte eine kurze Ruhephase von mindestens 4 Minuten bis zum
Start der Messung (t = 30 min). Eine Minute vor jeder Messung wurden die
Partikel mit der Pipette vorsichtig aufgewirbelt, um ein Absetzen und Verklumpen
zu verhindern. Um das Verdunsten des Puffers wéhrend der Versuchszeit zu
minimieren, wurde eine an das Mikroskop angepasste Schutzkammer um die
Messeinheit angebracht. In der folgenden Abbildung 5 ist die aufgeschnittene
Trachea in der beschriebenen Halbréhrenform, mittig im beheizbaren
Kulturschalchen fixiert, zu erkennen. So konnte man anschliel3end das Objektiv
in das Medium eintauchen und die Flimmerepithelzellen fokussieren.

Abbildung 5: Die isolierte Trachea (blauer Pfeil) ist mit Minutien (roter Pfeil) in der aufgeschnittenen
Halbréhrenform im silikonbeschichteten Delta-T-Kulturschalchen in der Messeinheit fixiert (blauer Stern).
Das Objektiv des Mikroskops (roter Stern) ist zur besseren Ubersicht in diesem Bild noch nicht endgiiltig
Uber der Trachea im Puffer positioniert. Die Heizelektrode (gelber Pfeil) halt die Temperatur von 30 °C im

Schalchen wahrend der gesamten Versuchszeit konstant.
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2.1.2 HEPES-Puffer

Die Herstellung des HEPES-Puffers erfolgte mit den in Tabelle 1 aufgelisteten
Agenzien. Nach sorgféaltigem Einwiegen der Chemikalien und L6sung in 1000 ml
bidestilliertem Wasser wurde der Puffer durch Titration einer 1-molaren
Natriumhydroxid-Losung bei 30 °C auf einen pH-Wert von 7.4 eingestellt. Bei
Experimenten in calciumfreiem Milieu wurde im HEPES-Puffer auf die Zugabe
von Calciumchlorid verzichtet und 1 mM des Chelators EGTA (Ethylenglycol-
bis(aminoethylether)-N,N,N’,N'-tetraessigsaure, Roth, Karlsruhe, DE) zugesetzt,

um kleinste Spuren von Calcium zu entfernen.

Tabelle 1: Agenzien zur Herstellung des Zellpuffers fir die Messung der PTG von murinen Tracheen. Alle
Produkte von Roth, Karlsruhe, DE.

Reagenz Stoffmenge
KCI 59 mM
NacCl 136,4 mM
Glucose 11 mM
MgCl2.6H20 1mM

CaClz 2,2mM
2-(4-(2-Hydroxylethyl)-1-piperazinyl)- 10 mM
ethansulfonsaure (HEPES)

2.1.3 Beschichtung des Kulturschéalchens

Um die Trachea in der Messeinheit mit Minutien fixieren zu kdnnen, wurde das
beheizbare Delta-T-Kulturschélchen (Bioptechs, Butler, PA, USA) mit 1,5 ml
Silikonelastomer (SYLGARD® 184, Dow Corning GmbH, Wiesbaden, DE)
beschichtet. Dazu wurden 9 Teile des Silikonelastomers und ein Teil des
Hartungsmittels in einem Becherglas, ausgestattet mit einem Ruhrfisch,
eingewogen. Nun wurde die Losung auf einer Ruhrplatte zwei Stunden vorsichtig
gemischt und die entstandenen Luftblasen anschlieRend in einem Desiccator
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) durch ein Vakuum
herausgesogen. Anschlie3end wurden jeweils 1,5 ml des klaren, zahflissigen
Silikongels in die Delta-T-Kulturschalen pipettiert. Einzelne durch das Pipettieren
entstandene Luftblasen wurden mit einer Pipettenspitze manuell entfernt. Bei 60
°C im Warmeschrank konnte die Beschichtung im Kulturschalchen tGber Nacht

polymerisieren. Durch die veranderte Bodendicke des beheizbaren
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Kulturschalchens musste die Temperatur des Heizsystems in der Messeinheit
adjustiert werden. Dies gelang durch ein externes digitales Thermometer
(Dostmann electronic GmbH, Wertheim, DE), welches in der Mitte des mit 2 ml
HEPES-Puffer beflllten Schélchens eingespannt in der Messeinheit des
Mikroskops, angebracht wurde. Der Thermostat der Heizeinheit des Mikroskops
wurde so lange reguliert, bis das externe Thermometer in der Mitte des
Schalchens 30 °C anzeigte und diese Temperatur auch eine Minute nach dem
Mischen des Puffers zum eigentlichen Messzeitpunkt aufrechterhalten wurde.
Die eingestellte Temperatur wurde am Thermostat abgelesen und am Auf3enrand
des Schalchens mit einem Permanentmarker vermerkt. Diese Temperatur wurde
nun stets bei der Verwendung dieses Delta-T-Kulturschalchens am Thermostat

eingestellt.

2.1.4 Aufbau des Mikroskops

Fur die Messung der PTG diente ein Olympus BX51WI Lichtmikroskop (Olympus,
Tokio, JPN) und ein LUMPIlanF1l Hellfeld-Transmissionsobjektiv 20x/0,50
(Olympus, Tokio, JPN). Die im Mikroskop integrierte Streampix 4 Single Kamera
(Norpix Inc., Quebec, CA) war mit einem Computer verbunden und filmte im
Strahlengang des Objektivs zu definierten Messzeitpunkten wéhrend der
Beobachtungsphase des Versuchs das Flimmerepithel. So konnten die
angefertigten Videosequenzen von jeweils 16,726 s Dauer in die
Videoauswertungssoftware Image-Pro Plus 7.0 (Media Cybernetics, Rockville,

USA) Ubertragen und im Anschluss offline ausgewertet werden.

2.1.5 Versuchsdurchfiihrung

Um eine prazise und valide Untersuchung des Partikeltransports zu
gewahrleisten, wurden die Zeitpunkte der Versuchsabschnitte streng nach
Protokoll eingehalten, welches in Abbildung 6 skizziert ist. Die gesamte
Versuchszeit betrug 140 Minuten, der eigentliche Beobachtungszeitraum 110
Minuten, da die Praparation der Trachea und die Vorbereitung des Messstandes
30 Minuten Zeit in Anspruch nahm. Der Startzeitpunkt eines Experiments t = 0

wurde mit Beginn der Praparation gesetzt. Nach Beginn der Beobachtungszeit
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ab der 30. Minute wurden Filmsequenzen vom Verlauf der Partikel auf dem
Flimmerepithel erstellt und zur spateren Auswertung der PTG auf dem Computer
gespeichert. So wurden in der Ruhephase von Minute 30 bis Minute 60 in
funfminttigem Abstand und in der Versuchsphase ab Minute 60 bis Minute 132
in dreiminttigem Abstand Videoaufnahmen angefertigt. Am Versuchsende nach
Minute 132 erfolgte eine ATP-Stimulation (100 uM, Sigma Aldrich, Hilden, DE),
diediente der Vitalitdtsprifung diente. Es wurden alle Experimente zur
Auswertung eingeschlossen, welche nach ATP-Gabe (t = 132-140 min) einen
Anstieg der PTG uber 50% der normierten PTG (t = 60 min) zeigten. In dieser

letzten Phase von Minute 132 bis 140 wurden alle zwei Minuten Videoaufnahmen

erstellt.
Ruhephase Versuchsphase Vitalitatsprobe
Zeit [min]
| Caad
0 30 60 132 140
J J
f [
Praparation Beobachtungszeitraum

Abbildung 6: Schematischer Versuchsablauf: Die gesamte Versuchszeit betrug 140 min: 30 min Praparation
der Trachea, 30 min Ruhephase unter dem Mikroskop, 72 min Versuchsphase und 8 min Vitalitatsprobe
durch 100 uM ATP. Die gestrichelten vertikalen Linien kennzeichnet die bedeutenden Zeitpunkte. Der Pfeil
stellt die Zeitachse des gesamten Versuchs von 0 bis 140 Minuten dar. Die Klammern markieren die

Praparationsphase und den Beobachtungszeitraum.

Die Echinocandine Caspofungin (Cancidas®, Merck, New Jersey, USA),

Micafungin (Mycamine®, Astellas Pharma, Leiden, NL) und Anidulafungin
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(Ecalta®, Pfizer Limited, Sandwich, UK) wurden zunachst nach der
Videoaufnahme in der 60. Minute hinzugegeben. Sollte ein weiteres Agens, zum
Beispiel zur Inhibition von Signalwegen, appliziert werden, erfolgte dies in der 60.
Minute. Das Echinocandin wurde dann in der 90. Minute nach 30-minutiger

Inkubationszeit des Agens appliziert.

So wurden die Proteinkinase A (PKA) durch H-89 (10 uM), die 5-HT2-Rezeptoren
durch Cyproheptadin (14 puM) und Methysergide (100 uM), 5-HT3-Rezeptoren
durch WAY-100635 (10 pM), die sGC durch ODQ (10 pM), die B-Adreno-
Rezeptoren durch ICI 118,551 (100 uM) und die muskarinergen Acetylcholin-
Rezeptoren durch Atropin (1 uM, 10 uM) inhibiert (alle Reagenzien von Sigma
Aldrich, Hilden, DE) und anschlieBend der Konzentration von 50 pg/ml

Caspofungin ausgesetzt.

Bei den Untersuchungen im calciumfreien Milieu wurden dem calciumfreien
HEPES-Puffer 1 mM EGTA (Sigma Aldrich, Hilden, DE) als extrazellularer
Calciumchelator zugegeben. BAPTA-AM (100 puM, Sigma Aldrich, Hilden, DE)
wurde dann zugefugt, wenn auch intrazellular das Calcium gepuffert werden
sollte. Zur Entleerung coffeinsensitiver Calciumspeicher wurde zusatzlich 30 mM
Coffein (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE) appliziert. Alle genannten Agenzien
wurden bei diesen Versuchen in calciumfreiem Milieu bereits in der 30. Minute
hinzugegeben, um eine ausreichend lange Inkubations- als auch

Beobachtungszeit zu gewahrleisten.

In Kontrollversuchen wurde die basale PTG ohne Applikation von Substanzen
aufgezeichnet. Es wurden stattdessen 100 pl Aqua dest. bei t = 60 min hinzu
pipettiert und die Vitalitdtsprobe durch Zugabe von 100 uM ATP bei Minute 132
durchgefiihrt. In den Versuchsgruppen verblieben die applizierten Substanzen
wahrend der gesamten Beobachtungszeit im Medium und wurden nicht
ausgewaschen. Eine Ubersicht der in den Versuchen eingesetzten Pharmaka

und Agenzien ist in Tabelle 3 am Ende des Kapitels dargestellt.

2.1.6 Auswertung der Videosequenzen und Datenerhebung

Die Videoaufzeichnungen wurden wahrend des Versuchs auf dem Computer

gespeichert und im Anschluss offline mit der Software Image Pro Plus 7.0

20



ausgewertet. Zunachst wurde das angefertigte Video eines Messzeitpunktes
(200 Bilder in 16,726 s) aufgerufen und von einer 12 Bit in eine 8 Bit Graustufe
umgewandelt. Daraufhin wurde ein Durchschnittsbild des Hintergrundes der
gesamten Videosequenz erstellt. Dieses Durchschnittsbild wurde von jeder
einzelnen Bildsequenz subtrahiert, sodass die Partikel hervorgehoben in einem
bindren Bild dargestellt werden konnten. Nach Markierung der Partikel in Rot
wurde deren Bewegungsbahn ermittelt und mit der Formel v=d/ (t,-t,) die PTG
errechnet. Pro Aufnahme wurde die Geschwindigkeit von mindestens 60
Partikeln berechnet. Es wurden nur Partikel mit einer lateralen Abweichung unter
15 % in die Berechnung eingeschlossen. Die beschriebenen
Bearbeitungsschritte wurden in folgender Abbildung 7 visualisiert.

Abbildung 7: Schrittweise Auswertung der PTG 1) Unbearbeitete Originalaufnahme des Flimmerepithels
zwischen zwei Trachealspangen (nicht im Bild) unter 20-facher VergroRerung 2) Bildaufnahme nach
Einstellen der Graustufe von 12-bit auf 8-bit und Errechnen der Kontrastunterschiede. 3) Hervorheben der
Partikel durch Anfarbung in Rot 4) Errechnete Bewegungsbahn der Partikel eines Videos (200 Bilder in
16,726 s). Pro Aufnahme wurde die Geschwindigkeit von mindestens 60 Partikel berechnet.
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2.2 Intrazellulare Calciummessung mittels

Fluoreszenzmikroskopie

Die Messung der intrazellularen Calciumkonzentration erforderte die Kultivierung
von humanen Trachealepithelzellen (HTE-Zellen), die Bereitstellung von
Zellpuffer und den verschiedenen Agenzien, die Inkubation der Zellen mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 AM und die Kkorrekte Einstellung des
Fluoreszenzmikroskops und der Computersoftware. In den folgenden
Abschnitten werden Aufbau und Ablauf der Versuche zum Calciumimaging sowie
deren Auswertung detailliert erlautert.

2.2.1 Kultivierung der isolierten HTE-Zellen

Um die Calciumhomoostase in den einzelnen Zellen beobachten zu kénnen,
wurden fir die fluoreszenzoptischen Calciummessungen kultivierte Tracheal-
epithelzellen auf mit Laminin beschichteten Deckglaschen ausgeséat. Es wurden
humane Trachealepithelzellen der Reihe C-12644 der Firma PromocCell
(Heidelberg, DE) verwendet. Geliefert wurde die Zellreihe als Passage 2 (P2).
Fur die Versuche wurden Passagen 3-6 verwendet.

Die Zellen wurden einmal pro Woche gesplittet unter Verwendung des
DetachKits C-41210 inklusive Supplement (Promos, Heidelberg, DE). Es wurden
rund 8000 HTE-Zellen in 100 pl Medium auf ein mit Gibco™ Laminin Mouse
Protein (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) beschichtetes
Deckglas ausgesat und mindestens 2 Stunden im Warmeschrank inkubiert, um
ein Anwachsen der Zellen auf dem Deckglas zu gewéhrleisten. Anschlie3end
wurde 1 ml Airway Epithelial Cell Growth Medium (C-21160, PromocCell,
Heidelberg, DE) dazugegeben und die Zellen fir mindestens 12 Stunden in den
Warmeschrank gestellt, bevor sie fur einen Versuch verwendet wurden. Zellen,
die langer als 3 Tage auf den Deckglaschen ausplattiert waren, wurden nicht

mehr verwendet.
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2.2.2 Aufbau des Fluoreszenzmikroskops

Fur das Calciumimaging diente ein Epifluoreszenzmikroskop (Olympus, Tokio,
JPN), dessen schematischer Aufbau in der Abbildung 8 dargestellt ist. Das
Mikroskop war mit einer 75 W Xenon-Lampe zur Erzeugung des
Anregungslichtes ausgestattet. Durch den Monochromator (Polychrome V, TILL
Photonics GmbH, Graefelfing, DE), ausgestattet mit spezifischem Filter (Multi-
Bandpass 340/380 nm = 8 nm), wurde das Licht der bendtigten Wellenlange fur
die Exzitation von Fura-2 AM generiert. Der Strahlengang wurde am dichroischen
Stahlteiler (dichroitischer Langpass-Filter 400 nm) durch das Objektiv auf die
Zellprobe, welche mit Fura-2-AM (Biotum, Fremont, CA, USA) beladen wurde,
gelenkt. Das von Fura-2-AM emittierte Licht der Wellenlange 510 nm gelangte
durch den dichroischen Strahlteiler und den Emissionsfilter (Bandpass 510 nm +
20 nm) und konnte anschlieend von einer EMCCD-Kamera (SensiCam, PCO,
Kelheim, DE) detektiert und am Computer mithilfe der Software TILLvisSION (TILL

Photonics GmbH, Gréafelfing, DE) digitalisiert und visualisiert werden.
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Abbildung 8: Schematischer Aufbau des Fluoreszenzmikroskops. Die Pfeile markieren den Strahlengang

des Lichts. Ausgangspunkt stellte die Xenon-Lampe (Xe-Lampe) dar, welche zur Erzeugung des
Anregungslichts diente. Die zur Anregung bendétigten Wellenldngen wurden durch den Monochromator mit
spezifischem Anregungsfilter erzeugt und am dichroitischen Strahlteiler auf das Praparat gelenkt. Durch das
Tranmissionsobjektiv  20-fach vergroRert, passierten die emittierten Strahlen des Préparats den
dichroitischen Strahlteiler und den Emissionsfilter und wurden von der EMCCD-Kamera detektiert. Durch
die Computersoftware TILLViSION konnte die erzeugte Fluoreszenz letztlich verarbeitet und dargestellt

werden.
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2.2.3 Versuchsdurchfiuhrung der intrazellularen Calciummessung mit
Fura-2AM

Fur die Beladung der Zellen mit Fura-2 AM wurde eine Konzentration von 2,5 uM
verwendet. Das Deckglas mit den kultivierten HTE-Zellen wurde in HEPES-Puffer
der Temperatur von 37 °C platziert und 45 min bei ebenfalls 37 °C im
Warmeschrank inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen in ein beheizbares
Kulturschalchen dberfuhrt, in welchem sich 2 ml HEPES-Puffer der Temperatur
von 37 °C befand. Samtliche Lichtquellen im Raum wurden hierbei auf ein
Minimum reduziert. Das Deckglas wurde mit einem Metallring aus Edelstahl
beschwert und dadurch im Kulturschélchen fixiert. Daraufhin wurde das
Kulturschalchen in das Fluoreszenzmikroskop eingespannt. Die Temperatur des
Puffers von 37 °C im Kulturschélchen wurde weiterhin durch eine integrierte
Heizeinheit (Bioptechs Delta T, Butler, Pennsylvania, USA) im Mikroskop
aufrechterhalten. Nun folgte eine Ruhezeit von 10 min, um die Abspaltung der
AM-Gruppe von Fura-2 zu gewadhrleisten. In dieser Zeit wurde das Objektiv
(Olympus, Tokio, JPN) mit 20-facher VergroRerung gewéhlt und im Puffer
eingetaucht, um die Zellen via Okular grob zu fokussieren. Die fur die
Fokussierung der Zellen bendétigte Belichtungszeit wurde so kurz wie maéglich
gehalten. Anschlie3end wurde die Fluoreszenzmessung am PC vorbereitet. Der
Monochromator und die EMCCD-Kamera wurden eingeschaltet und das
Programm TILLviSION wurde aufgerufen. Die fluoreszierenden Zellen wurden
nun im Live-Modus auf dem Bildschirm des PCs genau fokussiert. Die Messung
startete nach insgesamt 55 Minuten Vorbereitungszeit (45 min Inkubation von
Fura-2 AM und 10 min Ruhezeit). Die Fluoreszenz wurde tber 1000 Sekunden
jede Sekunde gemessen. In Abbildung 9 ist der Versuchsaufbau der
Versuchsgruppe von Caspofungin zur Ubersicht schematisch dargestellt.
Caspofungin wurde regelhaft zur 100. Sekunde in das Kulturschélchen pipettiert.
Am Ende eines jeden Versuches erfolgte eine Funktionskontrolle der Zellen
durch Applikation von 200 mM Kaliumchlorid (KCI, Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
DE). Dies bewirkte eine Depolarisation der Zellmembran und folglich einen
Calciumeinstrom von extrazellular, wodurch im Falle einer intakten Zellmembran
intrazellular ein Anstieg der Fluoreszenz gemessen wurde. Es wurden somit nur

Calciummessungen von Zellen verwendet, die diese Vitalitdtsprobe bestanden.
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Als Einschlusskriterium galt eine Steigerung der normierten Flureszenzratio nach
KCI-Gabe um 50%.

200 mM

C fungi
aspofungin Kcl

100s 800s

45 min Inkubationszeit 10 min Ruhezeit 1000 s Versuchsphase

Abbildung 9: Schematische Ubersicht des Versuchsaufbaus. Das Experiment gliedert sich in eine 45-
minutige Inkubationszeit, gefolgt von einer 10-minutigen Ruhephase, welcher sich die eigentliche
Versuchsphase anschlief3t, in der die Calciummessungen mittels Fluoreszenzmikroskopie erfolgen. In
dieser Versuchsphase werden bei Sekunde 100 Caspofungin und bei Sekunde 800 Kaliumchlorid appliziert,
dargestellt durch die schmalen vertikalen Markierungen.

Als Standard wurde ein Zellpuffer ohne Calcium angesetzt. Sollten die Zellen in
calciumhaltigem Puffer beobachtet werden, fliigte man dem Puffer 2,5 mM
Calciumchlorid hinzu. Bei Versuchen in calciumfreiem Milieu wurde dem Puffer 1
mM EGTA als extrazellularer Calciumchelator zugefugt. Zur Vitalitatskontrolle in
Versuchen mit calciumfreiem Puffer musste der KCI-Losung, um eine Reaktion

der Zellen hervorzurufen, 2,5 mM Calciumchlorid hinzugefiigt werden.

Bei Versuchen unter Verwendung von Coffein (30 mM), Nickelchlorid (NiClz, 50
MM, Sigma Aldrich, Hilden, DE) und 2,4-Dinitrophenol (DNP, 25 uM, Sigma
Aldrich, Hilden, DE) wurde das betreffende Agens aus einer Stammldsung in der
100. Sekunde und Caspofungin in der 200. Sekunde der Messung hinzu
pipettiert.

Ryanodin (40 uM, Tocris Bioscience, Bristol, UK) und 2-APB (40 pM, Tocris
Bioscience, Bristol, UK) wurden bereits vor dem Messstart und somit schon
wéahrend der Beladung mit Fura-2 AM zum Zeitpunkt t = 35 min zum Puffer
hinzugegeben, da diese beiden Agenzien eine Inkubationszeit von 20 Minuten
benétigten. Folglich musste beim zwischenzeitlichen Uberfilhren in das
Kulturschalchen darauf geachtet werden, dass Ryanodin und 2-APB weiterhin in
entsprechender Konzentration fur die Inkubation der Zellen zur Verfigung
gestellt wurden. Aufgrund dessen wurde dem HEPES-Puffer im Kulturschélchen

ebenfalls 40 uM Ryanodin oder 40 uM 2-APB zugeflugt. In folgender Abbildung
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10 ist als Beispiel der Versuchsaufbau der Versuchsgruppe von Ryanodin und
Caspofungin schematisch dargestellt. Daraufhin flgt sich eine Liste aller
Substanzen an, die wéahrend den fluoreszenzoptischen Calciummessungen

eingesetzt wurden.

40 uM 120 uM 200 mM
| Ryanodin | | Caspofungin kcl

45 min Inkubationszeit 10 min Ruhezeit 1000 s Versuchsphase

Abbildung 10: Schematische Ubersicht des Versuchsaufbaus unter Einsatz von Ryanodin, dessen
Applikation 20 min vor Versuchsstart innerhalb der Inkubationszeit von Fura-2 AM erfolgte. Nach der 10-
minltigen Ruhezeit folgte die Versuchsphase von 1000 s. Caspofungin-Applikation bei 100 s nach
Versuchsstart, KCI-Applikation 800 s nach Versuchsstart, markiert durch die schmalen vertikalen Linien.
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2.2.4 Calciumimaging und Auswertung der FURA-2-Signale

Die mit Fura-2 AM beladenen HTE-Zellen wurden alternierend den
Exzitationwellenlangen von 340 nm und 380 nm exponiert. Die Exposition
erfolgte 30 ms lang und in einer Frequenz von 1 Hz. Die Emissionswellenlangen
von 510 nm = 20 nm wurden durch die Kamera aufgenommen und verarbeitet,
wahrend die Integrationszeit der Signale 0,5 ms betrug. Am Computer erfolgte
die visuelle Darstellung der Zellen durch die Software TILLviSION. Nach
Erstellung der Bildsequenz von 1000 s wurden nun 10 Zellen als ,Region of
interest” (ROI) definiert. Es wurden nur morphologisch unauffallige und homogen
angefarbte Zellen ausgewahlt, da diese Eigenschaften als Zeichen flr eine
regelrechte Zellfunktion galten (Abb. 11). Die gemessenen Fluoreszenzwerte der
ROlz40nm wurden durch die Werte der ROIlssonm dividiert und ergaben so das
Fluoreszenzverhéltnis, im  Graphen Fluoreszenzratio genannt. Die
Fluoreszenzratio wurde daraufhin bei t = 0 auf 100 % normiert und in einem

Graphen zur Zeitachse aufgetragen.

Abbildung 11: Humane Trachealepithelzellen unter dem Fluoreszenzmikroskop im Ruhezustand, angefarbt
mit FURA-2 AM und unter Exzitation mit einer Wellenlange von 380 nm. Der orange Kreis kennzeichnet

beispielhaft eine Zelle, welche im Versuch als ROI ausgewahlt wurde.
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2.2.5 Calciumimaging im ER mittels Mag-Fluo-4-AM

Fir Calciummessungen im ER humaner Tracheaepithelzellen (HTEpC-c,
C12644, PromocCell, Heidelberg, DE) wurden die Zellen auf mit Laminin
beschichteten Deckglaschen ausgesat. Fir die Messung von intraluminalen
Ca?*-Konzentrationen ([Ca?*]er) wurden die Zellen mit dem Calcium-Indikator
Mag-Fluo-4 AM (Kd = 22 pM, Invitrogen, Paisley, UK) in Dunkelheit bei 37°C fur
60 Minuten geladen. Nach dieser Ladeperiode wurden die Zellen fur 20 Minuten
in HEPES-Puffer gewaschen und direkt anschlieend in die Versuchskammer
(gefullt mit 2 ml HEPES, pH 7,4) des Fluoreszensmikroskops (BX50 WI,
Olympus, Hamburg, DE) transferiert, das mit einem 20fach Immersionsobjektiv
ausgestattet ist. Die danach durchgefiinrten Experimente wurden in Ca?*-
haltigen und Ca?*-freien HEPES-Pufferlésungen durchgefiihrt, pH 7,4, letztere
enthielten stets 1 mM EGTA (siehe Tabelle 2). Da Mag-Fluo-4 AM ein Indikator
mit nur einer Exzitations- und einer Emissionswellenldnge ist, wurden
Anderungen der [Ca?']er als normalisierte Ratio von F/Fo dargestellt. Mag-Fluo-
4 wurde mit einer Exzitationswellenlange von 490 nm (x10 nm) angeregt und die
emittierte Fluoreszenz wurde durch einen dichromatischen Kurzpass Filter von
560 nm geleitet und Uber einen Bandpassfilter von 510 nm registriert. Die weitere
Auswertung der Mag-Fluo-4 Fluoreszenz erfolgte analog zu den Messungen mit
FURA-2-Signalen der [Ca?*]i (siehe Abschnitt 2.2.4).

2.2.6 Verwendete Puffersysteme

Die Herstellung des HEPES-Puffers erfolgte mit den in Tabelle 2 aufgelisteten
Agenzien. Nach sorgféaltigem Einwiegen der Chemikalien und Losung in 12000 m|
bidestilliertem Wasser wurde der Puffer durch Titration einer 1-molaren
Natriumhydroxid-L6sung bei 37 °C auf einen pH-Wert von 7.4 eingestellt. Wurden
Versuche in calciumfreiem Milieu angestrebt, wurde anstatt 2,5 mM
Calciumchlorid 1 mM EGTA verwendet.
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Tabelle 2: Reagenzien zur Herstellung des Zellpuffers fir die Messung von Calcium in HTE-Zellen. Alle
Produkte von Roth, Karlsruhe, DE.

Reagenz Stoffmenge

NacCl 125 mM

KCI 2,6 mM

KH2PO4 1,2mM

MgSOa4 1,2 mM

HEPES 10 mM

Glucose 10 mM

EGTA 1mM

CaClz 25mM

NaOH zur pH-Einstellung Titration bis pH = 7,4
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2.3 Ubersicht und Wirkweise der in den Versuchen

eingesetzten Agenzien

In der folgenden Tabelle 3 sind alle Agenzien, Loésungsmittel, eingesetzte
Konzentrationen und Wirkweisen aufgefuhrt, welche in den Versuchen zur PTG-
Messung als auch in den Versuchen zur fluoreszenzoptischen Calciummessung
verwendet wurden. Bei Verwendung von DMSO wurde darauf geachtet, dass
eine Menge von 1 mM nicht Gberschritten wurde um einen Eigeneffekt auf das
tracheale Flimmerepithel auszuschlie3en. Der Eigeneffekt von DMSO wurde in
einer anderen Arbeit innerhalb der eigenen Arbeitsgruppe (Promotion von
Claudio Marquardt aus Wurzburg 2015 mit dem Titel ,Funktionsuntersuchung
von Temperatur auf den zilidaren Transport in der Trachea von Mausen®)
untersucht. Die Publikation der Daten ist zum aktuellen Zeitpunkt noch
ausstehend. Diese Versuche zeigten ab 10 mM DMSO einen PTG-hemmenden
Effekt, weshalb hier nur 1/10 dieser Konzentration verwendet wurde, um einen
Eigeneffekt auszuschliel3en.

Tabelle 3: Ubersicht der in den Experimenten eingesetzten Agenzien. Das zur Lésung eingesetzte DMSO

Uberschritt die Menge von 2,5 pl nicht, um einen Eigeneffekt auf das tracheale Flimmerepithel

auszuschliel3en. Die weitere Verdinnung nach Ldsung in DMSO erfolgte stets mit Aqua dest.

Reagenz Lésungsmittel Konzentration Wirkweise
Caspofungin Aqua dest. 9,2-120 uM

(10 — 130 pg/ml)
Micafungin Aqua dest. 40 pM (50 pg/ml)
Anidulafungin Aqua dest. 44 pM (50 pg/ml)
Adenosintriphosphat (ATP) Agua dest. 100 pM Energietrager, Co-

Substrat von Kinasen

H-89 Aqua dest. 10 pM PKA-Antagonist
Methysergide DMSO 100 pM 5-HT2-Antagonist
N-[2-[4-(2-Methoxyphenyl)- | Aqua dest. 20 uM 5-HT3-Antagonist

1-piperazinyl]-ethyl]-N-2-
pyridinylcyclohexan-
carboxamid Maleatsalz
(WAY-100635)

Cyproheptadin DMSO 2,5 pg/mi 5-HT2-Antagonist
3-(Isopropylamino)-1-[(7- Agua dest. 100 uM B.-Adrenozeptor-
methyl-4-indanyl)oxy]butan-2- Antagonist

ol (ICI 188,551)
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Atropin Agua dest. 10 uM muskarinerger
Acetylcholin-Rezeptor-

Antagonist
1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a] DMSO 10 uM Antagonist der loslichen
quinoxalin-1-on (ODQ) Guanylatzyklase
Ethyleneglycol-bis Aqua dest. 1mM extrazellularer
(2-aminoethylether)-N,N,N',N'- Calciumchelator

tetraessigsaure (EGTA)
BAPTA-AM DMSO 100 pM intrazellularer

Calciumchelator

Coffein Agua dest. 30 mM Entleerung intrazellularer
Calciumspeicher
2,4-Dinitrophenol (DNP) DMSO 25 uM Protonenionophor

zwischen

Intermembranraum  und
der Matrix des
Mitochondriums

Cyclopiazonsaure (CPA) DMSO 50 uM Inhibitor der Ca?*-ATPase

des sarcoplasmatischen

Reticulums
Fura-2 AM Agua dest. 2,5uM
Mag-Fluo-4 AM Aqua dest. 5uM
Kaliumchlorid (KCI) Aqua dest. 200 mM Depolarisation der

Zellmembran

Nickelchlorid (NiClz) Aqua dest. 50 uM Nicht-selektiver

Calciumkanalblocker

Ryanodin DMSO 40 pM Ryanodinrezeptor-

Antagonist (> 20 mM)
2-Aminoethoxydiphenyl! borat DMSO 40 uM Inhibitor des IP3-
(2-APB) Rezeptors

H-89 wirkt als selektiver Antagonist der Proteinkinase A (PKA). Methysergide,
und Cyproheptadin werden als 5-HT2-Antagonisten, WAY-100635 als 5-HT;-
Antagonist eingesetzt. Durch ICI 188,551 wird selektiv der 3,-Adrenozeptor und
durch Atropin muskarinerge Acetylcholin-Rezeptoren blockiert. ODQ wirkt
intrazellular als Antagonist der I6slichen Guanylatzyklase. EGTA als
extrazellularer  Calciumchelator und BAPTA-AM als intrazellularer
Calciumchelator werden eingesetzt um freie Calciumionen zu binden. Mit dem
Einsatz von Coffein werden intrazellulare Calciumspeicher entleert. 2,4-

Dinitrophenol (DNP) wirkt als Protonenionophor®® dem Gradienten zwischen dem
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Intermembranraum und der Matrix des Mitochondriums entgegen, entkoppelt
somit die Atmungskette und bewirkt folglich die Entleerung des mitochondrialen
Calciumspeichers. Cyclopiazonsadure (CPA) blockiert die Ca%*-ATPase des
sarcoplasmatischen Reticulums. KCI fuhrt zu einer Depolarisation der
Zellmembran. NiCl, wird als nicht-selektiver Calciumkanalblocker eingesetzt.
Ryanodin wirkt in geringen Konzentrationen als Ryanodinrezeptoragonist, in
hoheren Dosen ab 20 uM als selektiver Ryanodinrezeptorantagonist®:. In diesen
Experimenten wurde Ryanodin als selektiver Ryanodinrezeptorantagonist zur
Inhibierung des Ryanodinrezeptors in einer Konzentration von 40 uM verwendet.

2-APB wurde zur Inhibition des IP3-Rezeptors am ER eingesetzt.
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2.4 Statistik

2.4.1 Graphische Darstellungen

Die in den Graphen dargestellten Boxplots zeigen den Median, die 25. und die
75. Perzentile als auch den maximalen und minimalen Messwert. In den
Verlaufsplots ist pro Messzeitpunkt der Mittelwert (MW) und der Standardfehler
(SEM) abgebildet. Die statistische Auswertung erfolgte mit der Software
GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Boston, MA, USA).

2.4.2 Statistische Auswertung der PTG

Pro Versuchsgruppe wurden in der Regel 5 Tracheen untersucht und statistisch
ausgewertet. Kleinere Versuchsgruppen wurden zur deskriptiven Darstellung
verwendet. Als Einschlusskriterium galt ein PTG-Anstieg nach ATP-Gabe

(Vitalitatstest) um mindestens 50%.

Wahrend der Versuchsphase wurden pro Aufnahme mindestens 60
Partikelbewegungen gemessen. Pro Versuch und Messzeitpunkt wurde ein
Mittelwert der errechneten PTG von mindestens 60 Partikeln gebildet und die
PTG bei t = 60 min auf 100% normiert. Unter Verwendung des Mann-Whitney-U
Tests als verteilungsfreiem Test bei zwei unabhangigen Variablen wurde die
Gesamtverteilung einer Versuchsgruppe mit der Gesamtverteilung der
Kontrollgruppe verglichen. Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt
und bei multiplem Testen eine alpha-Korrektur nach Bonferroni durchgefihrt.
Somit wurde bei dreimaligem Testen gegen die Kontrolle das Signifikanzniveau
auf p = 0,0167 und bei zweimaligem Testen gegen die Kontrolle auf p = 0,025

angehoben.

2.4.3 Statistische Auswertung der fluoreszenzoptischen

Calciummessungen

Zur Auswertung der fluoreszenzoptischen Calciummessungen wurde die
Fluoreszenzratio von 340/380 zu Beginn der Messung auf 100% normiert. Fur
Mag-Fluo-4 wurde die initiale Fluoreszenz auf 100% normiert und gegen die

Fluoreszenz der einzelnen spateren Messzeitpunkte ins Verhdltnis gesetzt.
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Insgesamt wurden pro Versuchsreihe drei Versuche durchgefuhrt (1 Versuch =1
Deckglaschen mit 10 Zellen) und pro Versuch zehn Zellen eines Deckglaschens
ausgewertet, sodass die Anzahl der gemessenen Zellen pro Versuchsgruppe n
= 30 betrug. In finf Versuchsreihen musste von der standardisierten Auswertung
abgewichen werden, da hier weniger Zellen in die Auswertung eingeschlossen
werden konnten. Bei den betreffenden Versuchen wird die entsprechende Anzahl
der Zellen pro Deckglaschen in den Legenden explizit erlautert. Die Zellen
stammten aus den Passagen 3-6. Da die Messung der Fluoreszenz jede
Sekunde erfolgte und die Versuchszeit 1000 s betrug, wurden 1000
Fluoreszenzwerte pro Zelle und pro Versuch gemessen. Zur Analyse der
Fluoreszenzunterschiede zwischen einer Versuchsgruppe und der
Kontrollgruppe wurden die 10 grof3ten Messwerte eines Versuchs im Zeitraum
100 s-800 s ausgewahlt und mittels Mann-Whitney-U Test mit den 10 hoéchsten
Messwerten der Kontrollgruppe, ebenfalls vor der Kaliumgabe und im gleichen
Zeitraum, verglichen. Bei multiplem Testen wurde hier ebenfalls eine alpha-
Korrektur nach Bonferroni durchgefiihrt. Als Einschlusskriterium der Versuche fur
die anschlie3ende statistische Auswertung galt ein Anstieg der Fluoreszenzratio
nach KCIl-Gabe (Vitalitatstest) um 50%.
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3 Ergebnisse

3.1 Die Wirkung der Echinocandine auf die PTG des trachealen

Flimmerepithels

3.1.1 Caspofungin

Der Einfluss von Caspofungin auf die PTG des trachealen Flimmerepithels der
Maus wurde in den Konzentrationen von 10 pg/ml (9,2 uM), 50 pg/ml (46 uM)
und 100 pg/ml (92 uM) gepruft. In den Kontrollen wurde die basale PTG ohne
Zugabe eines Agens ermittelt. Die Ergebnisse zeigen bei Gabe von Caspofungin
eine von der Konzentration abhangige Beschleunigung der PTG, welche in Abb.
12 zu sehen ist. Nach Applikation von 10 pug/ml Caspofungin blieb die PTG
zunachst unbeeinflusst und zeigte im spateren Verlauf einen moderaten Anstieg
der PTG, wobei dieser Anstieg statistisch nicht signifikant war (9 Minuten nach
CAS-Applikation p = 0,7489, siehe Abb. 13; 30 Minuten nach Caspofungin-
Applikation p = 0,5253, siehe Abb. 14). Die ATP-Stimulation am Versuchsende
war in dieser Versuchsgruppe stets positiv und unterschied sich nicht von der
Vitalitdtsprobe der Kontrollen (Abb. 15). Eine signifikante PTG-Beschleunigung
erfolgte in den Konzentrationen von 50 pg/ml und 100 pg/ml unmittelbar nach
Applikation von Caspofungin (p < 0,01) (Abb. 13). Diese Erhdhung der PTG
wurde in der Konzentration von 50 pg/ml Caspofungin Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum  nahezu  konstant aufrechterhalten. In  der
Versuchsgruppe von 50 pg/ml Caspofungin konnte das Flimmerepithel am
Versuchsende erfolgreich mit 100 uM ATP stimuliert werden und unterschied sich
nicht von der Vitalitatsprobe der Kontrolle (Abb. 15). Unmittelbar nach Applikation
der hochsten Konzentration von 100 pg/ml Caspofungin erfolgte ein initialer
Anstieg der PTG. Darauf folgte eine Plateauphase von ca. 15 Minuten, an welche
sich ein nahezu linearer Abfall der PTG anschloss. Dieser Abfall der PTG hielt
Uber den weiteren Beobachtungszeitraum an. Am Versuchsende konnte die PTG
in der Versuchsgruppe von 100 pg/ml Caspofungin nicht mehr durch Applikation
von 100 puM ATP stimuliert werden und verlief wahrend der Vitalitdtsprobe
signifikant (p < 0,01) unterhalb des Niveaus der Kontroll-PTG (Abb. 15). Die
Dosis-Wirkungskurve von Caspofungin in den Konzentrationen von 9,2 -92 uM
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(Abb. 16) ergab eine mittlere effektive Konzentration (ECso) von 13,4 uM nach
Anwendung der Hill-Gleichung. Abkirzungen in den Abbildungen: CAS =
Caspofungin, CTRL = Kontrolle.
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Abbildung 12: Caspofungin (CAS) steigert konzentrationsabhéngig die PTG. Versuchsverlauf der Kontrolle
(CTRL) und von CAS in den Konzentrationen von 10 pg/ml, 50 pg/ml und 100 pg/ml im Standard-HEPES-
Puffer. Dargestellt sind der Mittelwert (MW) und der Standardfehler (SEM). Bei t = 132 min wurden 100 pM
ATP dem Puffermedium zugegeben, um die Vitalitiat des Flimmerepithels zu prifen. Die PTG wurde bei t =
60 min auf den Wert von 100 % normiert. Die gestrichelten Linien kennzeichnen die Applikation von CAS
und ATP.
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Abbildung 13: PTG im Vergleich 9 min (t = 69 min) nach Stimulation mit CAS. Kein signifikanter Unterschied
zur Kontrolle nach Gabe von 10 pg/ml CAS (p = 0,7439). Signifikanter Unterschied zur Kontrolle nach Gabe
von 50 pg/ml CAS (p = 0,0023) und 100 pg/ml CAS (p = 0,0043). Die PTG wurde bei t = 60 min auf den
Wert von 100 % normiert. Die Boxplots zeigen den Median, die 25. und die 75. Perzentile, sowie den
maximalen und minimalen Messwert. Statistische Auswertung mittels Mann-Whitney-U Test und a-Korrektur
nach Bonferroni, Signifikanzniveau p=0,0167; ** = p < 0,005; n.s. = nicht signifikant.
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Abbildung 14: PTG im Vergleich 30 min (t = 90 min) nach Stimulation mit CAS. Kein signifikanter Unterschied
zur Kontrolle nach Gabe von 10 pg/ml CAS (p = 0,5253). Signifikanter Anstieg nach Gabe von 50 pg/ml CAS
(p = 0,0025) und 100 pg/ml CAS (p = 0,0012). Die PTG wurde bei t = 60 min auf den Wert von 100 %
normiert. Die Boxplots zeigen den Median, die 25. und die 75. Perzentile, sowie den maximalen und
minimalen Messwert. Statistische Auswertung mittels Mann-Whitney-U Test und a-Korrektur nach

Bonferroni, Signifikanzniveau p = 0,0167; ** = p < 0,005; n.s. = nicht signifikant.
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Abbildung 15: PTG im Vergleich 78 min (t = 138 min) nach Stimulation mit CAS und 8 min nach ATP-Gabe.
Kein signifikanter Unterschied zur Kontrolle nach Gabe von 10 pg/ml CAS (p = 0,1490) und 50 pg/ml CAS
(p = 0,9369). Signifikanter Unterschied zur Kontrolle nach Gabe von 100 pg/ml CAS (p = 0,0047)). Die PTG
wurde bei t = 60 min auf den Wert von 100 % normiert. Die Boxplots zeigen den Median, die 25. und die 75.
Perzentile, sowie den maximalen und minimalen Messwert. Statistische Auswertung mittels Mann-Whitney-

U Test und a-Korrektur nach Bonferroni, Signifikanzniveau p = 0,0167; ** = p < 0,005; n.s. = nicht signifikant.
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Abbildung 16: Die Dosis-Wirkungskurve von CAS zeigt den Effekt von CAS auf die PTG in den
Konzentrationen von 10 pg/ml (n=5), 15 pg/ml (n=1), 20 pg/ml (n=2), 25 pg/ml (n=5) und 50 pg/ml (n=5).
Die ECso nach Hill-Gleichung liegt bei 14,65 pg/ml (13,4 uM).
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3.1.2 Micafungin und Anidulafungin

Im Folgenden wurde Uberprift, ob der unter Caspofungin beobachtete Effekt der
PTG-Steigerung ebenfalls durch die Echinocandine Micafungin und
Anidulafungin hervorgerufen wird. In den nachfolgenden Experimenten zur
detaillierten Untersuchung des Effekts der PTG-Steigerung wurde nur
Caspofungin untersucht. Micafungin und Anidulafungin wurden in der
Konzentration von 50 pg/ml (40 uM Micafungin; 44 uM Anidulafungin) untersucht,
entsprechend der Konzentration, welche bei der Untersuchung von Caspofungin
eine signifikante Stimulation der PTG erzeugte und eine positive Vitalitidtsprobe

aufwies.

Bei Einsatz von Micafungin zeigte sich ein passagerer Anstieg &hnlich der Kinetik
von Caspofungin (Abb. 17). Die PTG erreichte ihr Maximum innerhalb von 9
Minuten nach Applikation. Nach Erreichen des Maximums schloss sich eine
Plateau-Phase von ca. 18 Minuten an, daraufhin erfolgte auch bei dieser
Versuchsgruppe ein kontinuierlicher, linearer Abfall der PTG, welcher im
Vergleich zu Caspofungin ausgepragter war. Somit entsprach am Ende der
Beobachtungszeit vor ATP-Gabe die PTG von Micafungin dem Niveau der
Kontroll-PTG. Die Vitalitatsprobe durch ATP-Applikation am Versuchsende von

Micafungin war positiv.

Bei der Untersuchung von Anidulafungin zeigte sich ebenfalls ein signifikanter
Anstieg der PTG (Abb. 18 A). Nach Erreichen des Maximums nach 9 Minuten
folgte eine Plateau-Phase von ungefahr 24 Minuten, der sich ebenfalls ein
kontinuierlicher, nahezu linearer Abfall der PTG anschloss (Abb.17). Vor Ende
der Beobachtungszeit unterschied sich die PTG weiterhin signifikant von den
Kontrollen (Abb. 18 B). Das Flimmerepithel konnte auch in dieser Versuchsreihe
zum Nachweis der Vitalitat am Ende der Messung durch 100 uM ATP stimuliert
werden. Abkirzungen in den Abbildungen: CAS = Caspofungin, MICA =
Micafungin, ANI = Anidulafungin, CTRL = Kontrolle.
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Abbildung 17: Versuchsverlauf von ANI, MICA und CAS in der Konzentration von jeweils 50 pg/ml und der
CTRL im Standard-HEPES-Puffer. Bei allen drei Echinocandinen zeigte sich unmittelbar nach Applikation
ein passagerer Anstieg der PTG, welcher nach einer 30-miniitigen Plateau-Phase linear abfiel, wobei MICA
am Ende der Beobachtungszeit die Ausgangs-PTG erreichte. Die PTG von CAS und ANI blieb auch am
Ende der Versuchszeit deutlich erhdht. Verwendung des Datensatzes der CTRL und CAS aus Abb. 12.
Dargestellt sind der MW und der SEM. Bei t = 132 min wurden 100 pM ATP dem Medium zugegeben um

die Vitalitat des Flimmerepithels zu prufen. Normierung der PTG auf 100 % bei t = 60 min.
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Abbildung 18: Vergleich der PTG aller Echinocandine in der Konzentration von 50 pg/ml und der Kontrolle
im Messintervall A) At = 78-84 min. Signifikanter Unterschied der PTG (** = p < 0,005) zur CTRL in allen
Versuchsgruppen, wobei die PTG von ANI um 121 % (p = 0,00095), von MICA um 52% (p = 0,0012) und
von CAS um 55% (p = 0,0043) gesteigert wurde. B) t = 129 min. Signifikanter Unterschied der PTG von ANI
zur Kontroll-PTG (p = 0,0015), MICA und CAS unterschieden sich nicht signifikant von der Kontrolle (p =
0,289 und p = 0,0823). Am Ende der Beobachtungszeit lag bei ANI noch eine PTG-Steigerung um 64 % vor.
Die PTG wurde bei t = 60 min auf den Wert von 100 % normiert. Verwendung des Datensatzes der CTRL
und CAS aus Abb. 12. Die Boxplots zeigen den Median, die 25. und die 75. Perzentile, sowie den maximalen
und minimalen Messwert. Statistische Auswertung mittels Mann-Whitney-U Test und a-Korrektur nach
Bonferroni, Signifikanzniveau p = 0,0167; ** = p < 0,005; n.s. = nicht signifikant.
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3.2 Der Einfluss von Caspofungin auf intrazellulare

Signalkaskaden und membrangebundene Rezeptoren

Die Funktion des Flimmerepithels wird durch zahlreiche Faktoren intra- und
extrazellular beeinflusst. Eine grof3e Rolle spielen membrangebundene
Rezeptoren mit der intrazellularen Weiterleitung des Signals durch ,second
messenger®. Im weiteren Verlauf der Studie wurde der Effekt der PTG-Steigerung
detailliert fir Caspofungin untersucht und geprift, ob Caspofungin Uber
intrazellulare Signalkaskaden die Funktion des Flimmerepithels moduliert.
Hierbei wurde als Standard die Konzentration von 50 pg/ml Caspofungin
verwendet, da diese Konzentration eine zuverlassige und signifikante Stimulation
der PTG bewirkte und die Vitalitatsprobe am Versuchsende durch 100 uM ATP

stets positiv war.

3.2.1 Untersuchung intrazellularer Signalwege durch Inhibition der PKA

Die Hemmung der PKA wurde durch 10 uM H-89 durchgefuhrt. Nach 30-
minutiger Inkubation mit H-89 folgte die Applikation von Caspofungin (50 pg/ml)
bei t = 90 min (Abb. 19). Unmittelbar nach Caspofungin-Applikation war ein
signifikanter PTG-Anstieg zu verzeichnen, welcher tGber einen Zeitraum von 9
Minuten anhielt und anschliel3end linear abfiel. In Abb. 20 sind die normierte PTG
der Kontrolle und die 30. Minute nach Caspofungin-Gabe mit und ohne
vorausgegangene Inkubation mit H-89 dargestellt. Der PTG-hemmende
Eigeneffekt von H-89 wurde bei der Auswertung bertcksichtigt und der
Ausgangswert dieser Versuchsgruppe vor Applikation von Caspofungin (t = 90
min) auf 100 % normiert. Abklrzungen in den Abbildungen: CAS = Caspofungin,
CTRL = Kontrolle.
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Abbildung 19: Versuchsverlauf von CAS, H-89 + CAS und der CTRL im Standard-HEPES-Puffer. H-89
zeigte eine Hemmung der PTG. Die anschlieRende Applikation von CAS bei t = 90 min fihrte zu einer PTG-
Beschleunigung. Als Vergleich ebenfalls dargestellt ist der Versuchsverlauf der CTRL und der alleinigen
Gabe von CAS. Verwendung des Datensatzes der CTRL und CAS aus Abb. 12. Dargestellt sind der MW
und der SEM. Normierung der PTG auf 100 % bei t = 60 min.
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Abbildung 20: Mit und ohne Inkubation von 10 pM H-89 und Applikation von 50 pg/ml CAS unterscheidet
sich die PTG signifikant von der Kontrolle (pcTrL-cas) = 0,0043, pcTrL-H-89+cas) = 0,0022). Dargestellt sind die
PTG der Kontrolle (t = 90), die PTG nach 50 pg/ml CAS (t = 90) und nach Inkubation mit H-89 und 50 pg/mi
CAS (t = 120). Die PTG wurde bei CAS t = 60 min und bei H-89+CAS t = 90 min auf den Wert von 100 %
normiert. Verwendung des Datensatzes der CTRL und CAS aus Abb. 12. Die Boxplots zeigen den Median,
die 25. und die 75. Perzentile, sowie den maximalen und minimalen Messwert. Statistische Auswertung

mittels Mann-Whitney-U Test und a-Korrektur nach Bonferroni, Signifikanzniveau p = 0,025, ** = p < 0,005
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3.2.2 Untersuchung weiterer membrangebundener Rezeptoren und

Second Messenger

Weitere Untersuchungen membrangebundener Rezeptoren und der |8slichen
Guanylatzyklase zeigten keinen Einfluss auf die von Caspofungin vermittelte
PTG-Steigerung. Folglich wurden in weiteren Experimenten die 5-HT2-
Rezeptoren durch Cyproheptadin (14 puM) und Methysergide (100 pM), 5-HTs-
Rezeptoren durch WAY (10 pM), die sGC durch ODQ (10 uM), die p-Adreno-
Rezeptoren durch ICI 118,551 (100 uM) und die Acetylcholin-Rezeptoren durch
Atropin (10 pM) inhibiert und anschlieRend der Konzentration von 50 pg/ml
Caspofungin ausgesetzt. Bei keinem der Versuche konnte der Effekt von
Caspofungin gehemmt oder unterdriickt werden. Die Reaktion des
zilientragenden Epithels auf Caspofungin zeichnete sich stets deutlich von der
basalen PTG ab (Abb. 21 A-F). Da es sich hierbei um Pilotexperimente handelt,
wurde bei stabilen Versuchsbedingungen die Anzahl der Versuche pro
Versuchsgruppe reduziert, um die Anzahl der Tiertétungen zu beschréanken. Die
Experimente wurden zur deskriptiven Darstellung einbezogen, jedoch aufgrund
der Versuchsanzahl und dem préaliminaren Charakter statistisch nicht

ausgewertet.
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Abbildung 21: Untersuchung membrangebundener Rezeptoren und der I8slichen Guanylatzyklase. A) Die
Gabe von 100 pM ICI steigerte die PTG auf 137%. Die AnschlieBende Applikation von 50 pg/ml CAS fiihrte
zur weiteren PTG-Steigerung auf 245%. B) Atropin (10 uM) beeinflusste die PTG nicht. Nach Gabe von 50
pg/ml CAS erfolgte ein Anstieg der PTG auf 163%. C) Cyproheptadin (2,5 pug/ml) steigerte die PTG auf
zunéchst 135%, nach CAS-Applikation (50 pg/ml) erhéhte sich die PTG auf 181% D) Methysergide (100uM)
hatte kaum einen Eigeneffekt auf die PTG. Nach Gabe von CAS (50 pg/ml) stieg die PTG auf 194% an. E)
Nach Gabe von WAY (20 uM) veranderte sich die PTG ebenfalls nur marginal, wobei sich die PTG nach
CAS-Gabe (50 pg/ml) auf 172% steigerte F) ODQ (10 uM) steigerte die PTG nicht, nach darauffolgender
CAS-Applikation (50 pg/ml) erhdhte sich die PTG auf 208%. Verwendung des Datensatzes der CTRL und
CAS aus Abb. 12. Dargestellt ist der MW und der SEM. Normierung der PTG auf 100 % bei t = 60 min.
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3.3 Die PTG in calciumfreiem Milieu

Die PTG des Flimmerepithels in calciumfreiem Puffer zeigte eine leichte
Reduktion der absoluten PTG im Vergleich zur PTG in calciumhaltigem Puffer
(Abb. 22 A). Die PTG blieb jedoch Uber den gesamten Beobachtungszeitraum
konstant. Die Vitalitatsprobe am Versuchsende durch ATP war in beiden
Gruppen positiv (Abb. 22 B).
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Abbildung 22: Vergleich der absoluten PTG [um/s] der Kontrollen (CTRL) in calciumhaltigen und
calciumfreien Puffer. A) Die PTG der CTRL in calciumfreiem Puffer ist geringer als die PTG der CTRL in
calciumhaltiger Umgebung (p < 0,0001). B) Die Stimulation durch ATP am Versuchsende fiihrte in beiden
Versuchsgruppen zur Beschleunigung der PTG (p = 0,1143). Verwendung des Datensatzes der CTRL mit
Ca?* aus Abb. 12. Die Boxplots zeigen den Median, die 25. und die 75. Perzentile, sowie den maximalen
und minimalen Messwert. Statistische Auswertung mittels Mann-Whitney-U Test. Signifikanzniveau p = 0,05,
w0k = 1 < 0,001

3.3.1 Der Effekt von CAS ist unabhéngig von der calciumfreien Umgebung

Caspofungin bewirkte in einer Konzentration von 50 pg/ml in calciumfreiem
Puffer, versetzt mit 1 mM EGTA, ebenfalls eine Steigerung der PTG, welche nach
15 min eine Plateau-Phase erreichte und nach 18 min linear abfiel. Dieser lineare
Abfall der PTG war bei Verwendung von 50 pg/ml Caspofungin in
calciumhaltigem Puffer nicht zu beobachten. Hier wurde die PTG wahrend der
Beobachtungszeit nahezu konstant aufrechterhalten. In folgender Abbildung 23
ist der Vergleich der PTG der Kontrollen und der PTG von Caspofungin in
calciumfreiem und calciumhaltigem Puffer dargestellt.
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Abbildung 23: Die PTG in calciumfreiem Puffer, versetzt mit 1 mM EGTA. Nach Stimulation mit 50 pg/ml
CAS (t = 60 min) fallt die PTG nach initialem Anstieg und anschlieBender Plateau-Phase linear ab. Im
Vergleich ist die Kontrolle in calciumfreiem Puffer und die Stimulation durch CAS in calciumhaltigem Puffer
zu sehen. In calciumhaltigem Puffer blieb die PTG nach CAS-Gabe prolongiert erhéht. Verwendung des
Datensatzes von CAS mit Ca?* aus Abb. 12. Dargestellt ist der MW und der SEM. Normierung der PTG auf
100 % bei t = 60 min. Die gestrichelte Linie kennzeichnet die Applikation von CAS.

3.3.2 lIdentifizierung intrazellularer Calciumspeicher in Trachealepithel-

zellen durch Coffein

Um die Beteiligung intrazellularer Calciumionen am Anstieg der PTG aus dem
ER zu untersuchen, wurde das ER als coffeinsensitiver Calciumspeicher durch
30 mM Coffein zu Beginn der Versuche entleert und anschlieend 50 pg/ml
Caspofungin appliziert. Dem Puffer wurde neben Coffein auch stets 1 mM EGTA
und 100 uM BAPTA-AM zugefuigt um extra- und intrazellulares Ca?* abzufangen.
Wurde Caspofungin nun auf das Zilien tragende Epithel gegeben, konnte keine
Steigerung der PTG gemessen werden, sondern die PTG verlangsamte sich
linear nach Applikation von Caspofungin. Im Vergleich dazu konnte ohne Coffein
eine initiale, 9 Minuten anhaltende PTG-Steigerung nach Caspofungin-Gabe in
calciumfreiem Milieu gemessen werden, welche jedoch danach schnell linear
abfiel. In beiden Versuchsgruppen, in denen Caspofungin eingesetzt wurde, kam
die PTG vor Versuchsende zum Erliegen. In der Versuchsgruppe, in welcher die
Wirkung von Coffein ohne Applikation von Caspofungin untersucht wurde, nahm

die PTG innerhalb des Beobachtungszeitraums geringfiigig ab (Abb. 24).
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Abbildung 24: CAS in calciumfreiem Puffer mit EGTA und BAPTA-AM versetzt. CAS bewirkt einen
deutlichen initialen Anstieg in calciumfreiem Puffer mit BAPTA-AM, jedoch nimmt die PTG nach Erreichen
des Maximums nach 6 min schnell ab und kommt innerhalb des Beobachtungszeitraums bei 117 min zum
Erliegen. CAS nach Coffein-Applikation hat keinen PTG-stimulierenden Effekt, sondern fihrt zu einem
unmittelbar deutlichen und linearen Abfall der PTG, welche ebenfalls vor Versuchsende zum Erliegen
kommt. Coffein alleine bewirkt keinen Abfall der PTG. Dargestellt ist der MW und der SEM. Normierung der
PTG auf 100 % bei t = 60 min. Die gestrichelte Linie kennzeichnet die Applikation von CAS.
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3.4 Fluoreszenzoptische Calciummessung in HTE-Zellen mit
Fura-2 AM und Mag-Fluo-4

Beladen mit Fura-2 AM zeigten die HTE-Zellen in Kontrollversuchen ein stabiles
Fluoreszenzsignal. In Abbildung 25 ist die Ratio der emittierten Fluoreszenz einer
Zelle im Kontrollversuch dargestellt. Das Fluoreszenzverhaltnis wurde in jedem
Versuch am Zeitpunkt t = 0 auf 100% normiert. Die Grundlinie der Kontrollen
verlief stabil und geradlinig ohne wesentliche Fluoreszenzveranderung bis zur
Vitalitatskontrolle am Versuchsende durch 200 mM KCl bei t = 800 s. Die erhdhte
intrazellulare Calciumkonzentration [Ca?*]i auRerte sich in einem raschen
transienten Anstieg der Fluoreszenz. Die Beobachtungszeit wurde beit=1000 s
beendet. Da der Beobachtungszeitraum fur Calciummessungen sehr lang ist,
wurde ein leichter Anstieg der 340/380 Ratio registriert, erkennbar an der graduell
ansteigenden Grundlinie im Verlauf dieser langen Periode.
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Abbildung 25: Die Fura-2 Fluoreszenz 340nm/380nm der HTE-Zellen aufgetragen zur Beobachtungszeit
(1000 s) unter Kontrollbedingungen in calciumhaltigem HEPES-Zellpuffer. Normierung der Fluoreszenzratio
auf 100% bei t = 0. Das Fluoreszenzsignal der Kontrollversuche zeigte sich stabil und geradlinig. Es wurden
keine groReren intrazellularen Veranderungen der Calciumkonzentration gemessen. Die Fluoreszenz wurde
in einer Bildfrequenz von 1 Hz erfasst. Die horizontale Linie oberhalb des Graphs markiert die Phase der
Funktionskontrolle der Zellen durch KCI-Applikation bei t = 800 s. Diese Funktionskontrolle wurde am Ende
eines jeden Versuches durchgefihrt.
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3.4.1 Caspofungin bewirkt in Trachealepithelzellen einen Anstieg der

intrazellularen Calciumkonzentration [Ca?*]i

Nach Applikation von 65 pg/ml Caspofungin zeigte sich entweder unmittelbar
nach Applikation oder mit einer Latenzzeit (Zeitspanne > 30 s nach CAS-Gabe)
ein rascher Anstieg der Fura-2 Ratio, welcher nach ungeféahr einer Minute wieder
das Ausgangsniveau erreichte (Abb. 26). Die Fura-2 Ratio unterschied sich
signifikant von der in Kontrollzellen, denen nicht Caspofungin hinzu pipettiert
wurde (Abb. 27). Die Blockade membranstandiger, spannungsgesteuerter
Calciumkanale durch 50 uM NiClz ergab keine Reduktion des Calciumsignals,

welches durch Caspofungin hervorgerufen wurde (Abb. 27).
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Abbildung 26: Veranderung der Fura-2 Fluoreszenz einer Trachealepithelzelle nach Zugabe von 65 pg/mi
(60 pM) CAS bei 100 s, Funktionskontrolle durch 200 mM KCL bei 800 s. Die horizontalen Linien oberhalb
des Graphen kennzeichnen die CAS- und KCI-Applikation. Normierung der Fluoreszenzratio auf 100% bei t

= 0. Die Fluoreszenz wurde in einer Bildfrequenz von 1 Hz erfasst.
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Abbildung 27: Vergleich der maximalen Fluoreszenz der Kontrollen mit 65 pg/ml CAS und 50 pM NiClz2 + 65
pg/ml CAS in calciumhaltigem HEPES-Puffer. Die Fluoreszenz der Versuchsgruppen CAS und NiClz + CAS
unterschied sich jeweils signifikant (jeweils p < 0,0001) von der Kontrollgruppe. Zwischen den
Versuchsgruppen CAS und NiClz + CAS lag kein signifikanter Unterschied der Fluoreszenz (p = 0,7243).
Auswertung von jeweils 3 Deckglaschen a 10 Zellen (n = 30). Die Boxplots stellen den Median, den SEM
und den maximalen und minimalen Wert einer Versuchsgruppe dar. Statistische Analyse mittels Mann-
Whitney-U Test und a-Korrektur nach Bonferroni. p = 0,025, *** = p < 0,0005, n.s. = nicht signifikant.

3.4.2 Der durch Caspofungin induzierte Anstieg der [Ca?*]i ist unabhangig

von extrazellularem Ca?*

Versuche wurden in calciumfreiem HEPES-Puffer ohne Zusatz von Calcium,
dafir aber versetzt mit 1 mM EGTA als extrazellularem Calciumchelator
durchgefiihrt. Es wurden in der Regel pro Versuchsgruppe 3 Deckglaschen a 10
Zellen (n = 30) untersucht. In calciumfreier Lésung konnte eine konstante
Reaktion auf Caspofungin erst bei Steigerung der Dosis auf 130 pg/ml (120 pM)
ausgelost werden. Bei einer Konzentration von 65 pg/ml (60 uM) fand bei n=17
der untersuchten Zellen eine volle Reaktion, bei n = 13 der Zellen keine Reaktion
statt. Aus diesem Grund wurde in Versuchen in calciumfreiem Milieu die Dosis
von 130 pg/ml Caspofungin verwendet, um den Effekt des Echinocandins bei
allen Zellen (n = 30) zuverlassig hervorzurufen und untersuchen zu kénnen. Zu
beobachten waren zwei unterschiedliche Zellreaktionen. Entweder verlief die
Zellreaktion biphasisch mit einem schnellen Calciumpeak (Dauer < 10 s), dem
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ein prolongierter, etwas flacher verlaufender Calciumanstieg folgte, der nach ca.
90 s wieder die Baseline erreichte (Abb. 28 A), oder der Calciumanstieg war
nahezu monophasisch mit raschen Anstieg, dem sich unmittelbar ein
langsamerer Abfall der [Ca?*]ianschloss, bei dem die Baseline insgesamt wieder
nach ca. 100 s erreicht wurde (Abb. 28 B).
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Abbildung 28: A) Biphasischer Verlauf des Calciumsignals nach Stimulation mit 130 pg/ml CAS in
calciumfreiem Puffer. Anstieg der Fluoreszenzratio auf 244 %, Abfall auf 105% und erneuter Anstieg auf 165
%. B) Monophasische Zellreaktion nach Applikation von 130 pug/ml CAS in calciumfreiem Puffer. Anstieg der
Fluoreszenzratio auf 309 %. Die Linien oberhalb des Graphen markieren die CAS-Applikation. Normierung

der Fluoreszenzratio auf 100% bei t = 0. Die Fluoreszenz wurde in einer Bildfrequenz von 1 Hz erfasst.

3.4.3 Beteiligung mitochondrialer Calciumspeicher am Caspofungin-

induzierten Anstieg der [Ca?*]

In calciumfreiem Puffer wurde durch die Zugabe von DNP (25 pM) tberpruft, ob
Caspofungin einen Einfluss auf die mitochondrialen Calciumspeicher ausibt. Die
Applikation von DNP selbst bewirkte einen schnellen Anstieg der [Ca?*];, welche
sofort wieder zur Baseline zuriickkehrte. Nach darauffolgender Applikation von
130 pg/ml Caspofungin erfolgte erneut ein rascher Anstieg der [Ca?*]i, welcher

verzogert zur Baseline zurtickkehrte (Abb. 29 A).

Vergleicht man die Fluoreszenzamplituden, dargestellt in Abbildung 29 B, zeigt

sich ein signifikanter Unterschied der Fluoreszenz der Versuchsgruppe von 130

52



pg/ml Caspofungin zur Kontrollgruppe (p < 0,001) und von DNP + 130 pg/mi
Caspofungin zu DNP alleine nach Entleerung der mitochondrialen

Calciumspeicher (p < 0,001).

CAS

=

400+

1 =
N
o
3

DNP

3004

2004

2007

100

Fluoreszenz 340/380 [%]

max. Fluoreszenz 340/380 [%
w
o
1)

T T T T
100 200 300 400 CTRL CAS DNP DNP
calciumfrei calciumfrei calciumfrei CAs

(n=30) (n=30) (n=20) calciumfrei

Zeit [s] (n=20)

Abbildung 29: A) Zellreaktion nach Gabe von 25 pM DNP und 130 pg/ml CAS in calciumfreiem Puffer. Die
horizontalen Linien oberhalb des Graphen kennzeichnen die Applikation der eingesetzten Agentien.
Normierung der Fluoreszenzratio auf 100% bei t = 0. Die Fluoreszenz wurde in einer Bildfrequenz von 1 Hz
erfasst. B) Vergleich der [Ca?] der Kontrollen, nach Caspofungin-Gabe, nach Entleerung der
mitochondrialen Calciumspeicher durch DNP und nach Caspofungin-Gabe unter DNP-Wirkung. Zu den
Kontrollen und zu DNP alleine zeigte sich hach Caspofungin-Applikation jeweils ein signifikanter Unterschied
(jeweils p < 0,0001). In den Versuchsgruppen CTRL calciumfrei und CAS Calciumfrei Auswertung von
jeweils 3 Deckglaschen a 10 Zellen (n = 30). In den Versuchsgruppen DNP calciumfrei und DNP+CAS
calciumfrei wurden jeweils 2 Deckglaschen a 10 Zellen ausgewertet (n = 20). Die Boxplots stellen den
Median, den SEM und den maximalen und minimalen Wert einer Versuchsgruppe dar. Statistische Analyse
mittels Mann-Whitney-U Test. Signifikanzniveau p = 0,05, *** = p < 0,001.

3.4.4 Kein Anstieg der [Ca?']i nach Entleerung der coffeinsensitiven
Calciumspeicher und Applikation von Caspofungin

Nach Entleerung der Coffein-sensitiven Calciumspeicher des ER durch 30 mM
Coffein'® bei t = 100 s und nach Applikation von 130 pg/ml Caspofungin bei t =
200 s zeigte sich eine geringe, prolongierte Erhéhung der [Ca?*]i (Abb. 30 A). Ein
schneller, transienter und von der Grundlinie scharf abgrenzbarer
Fluoreszenzanstieg blieb aus. Im Vergleich dieser Versuchsgruppe zur
Versuchsgruppe von Caspofungin ohne Coffein ist ein deutlicher Unterschied in

der Fluoreszenzratio zu erkennen (Abb. 30 B).
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Abbildung 30: A) Applikation von 30 mM Coffein bei 100 s, 130 pg/ml Caspofungin bei 200 s und 200 mM
KCl zur Vitalititsprobe bei 800 s, gekennzeichnet durch die horizontalen Linien. Normierung der
Fluoreszenzratio auf 100% bei t = 0. Die Fluoreszenz wurde in einer Bildfrequenz von 1 Hz erfasst. B)
Vergleich der maximalen Fluoreszenz der Kontrolle, von 130 pg/ml Caspofungin ohne Coffeingabe und 130
pa/ml Caspofungin nach Coffeingabe (30 mM) (jeweils p < 0,0001). Auswertung von jeweils 3 Deckgléaschen
a 10 Zellen (n = 30). Die Boxplots stellen den Median, den SEM und den maximalen und minimalen Wert
einer Versuchsgruppe dar. Statistische Analyse mittels Mann-Whitney-U Test und a-Korrektur nach
Bonferroni. Signifikanzniveau p = 0,025, *** = p < 0,00051.

3.4.5 Caspofungin bewirkt eine Elevation der [Ca?*]inach Blockade der IPz-
Rezeptoren durch 2-Aminoethoxydiphenylborat (2-APB)

Eine Inkubation mit dem nicht-selektiven IPs-Inhibitor 2-APB! (40 uM) in
calciumfreiem Puffer und darauffolgender Gabe von 130 pg/ml Caspofungin
fuhrte zu einem deutlichen Anstieg der [Ca?*]i Uber ungefahr 10 s. Innerhalb
weiterer 100 s kehrte die erhdhte [Ca?*]iwieder zur Grundlinie zuriick (Abb. 31
A). 2-APB wurde bereits 20 min vor Messstart wahrend der Inkubationszeit von
Fura-2 AM appliziert, um eine ausreichend lange Inkubationszeit von 2-APB zu
gewahrleisten. Somit war 2-APB zu Beginn der Messung im Puffer bereits
vorhanden und wurde nicht hinzu pipettiert. In Abbildung 31 B ist der Vergleich
der Zellreaktionen von Caspofungin ohne 2-APB und von Caspofungin mit 2-APB
zur Kontrollgruppe dargestellt. Beide Versuchsgruppen unterschieden sich

signifikant (p < 0,001) von der Kontrolle.
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Abbildung 31: 30-minutige Inkubation mit 2-APB (40 uM) und darauffolgender Applikation von Caspofungin
I6ste in calciumfreiem Puffer einen signifikanten Anstieg der [Ca?*]iaus. A) Zellreaktion nach Applikation von
130 pg/ml Caspofungin in calciumfreiem Puffer mit 2-APB, Applikation gekennzeichnet durch die
horizontalen Linien. Normierung der Fluoreszenzratio auf 100% bei t = 0. Die Fluoreszenz wurde in einer
Bildfrequenz von 1 Hz erfasst. B) Vergleich der maximalen Fluoreszenz der Kontrolle, von 130 pg/ml
Caspofungin und 130 pg/ml Caspofungin mit 2-APB. Signifikanter Unterschied der Fluoreszenz von 2-APB
+ CAS zur Kontrolle (p < 0,0001). Auswertung von jeweils 3 Deckglaschen a 10 Zellen (n = 30). Die Boxplots
stellen den Median, den SEM und den maximalen und minimalen Wert einer Versuchsgruppe dar.
Statistische Analyse mittels Mann-Whitney-U Test und a-Korrektur nach Bonferroni. Signifikanzniveau p =
0,025, *** = p < 0,0005.

3.4.6 Blockade des Ryanodinrezeptors hemmt die Caspofunginreaktion

In den folgenden Versuchen wurde eine Konzentration von 40 uM Ryanodin zur
Inhibierung des Ryanodinrezeptors in calciumfreiem HEPES-Puffer eingesetzt.
Die Fluoreszenz blieb nach 20-minutiger Inkubation mit 40 uM Ryanodin und
darauffolgender Applikation von 130 pg/ml Caspofungin unverandert und zeigte
keinen Calciumpeak (Abb. 32 A). Im Vergleich der Fluoreszenzmaxima der
Versuchsgruppen (Abb. 32 B) unterscheidet sich die Versuchsgruppe Ryanodin
+ CAS deutlich von der Versuchsgruppe CAS.

55



KCl

2

=

4004 4007

CAS *kk *kk

Ryanodin
300

2004 200

100

Fluoreszenz 340/380 [%]
max. Fluoreszenz 340/380 [%]

0 T T T T T T T T 0 T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 CTRL CAS Ryanodin
calciumfrei calciumfrei CAS
(n=30) (n=30) calcium frei

Zeit [s] (n=30)

Abbildung 32: A) Nach einer 20-minutigen Inkubation mit 40 uM Ryanodin in calciumfreiem Puffer und CAS-
Gabe bei t =100 s blieb die Grundlinie der Fluoreszenz stabil. Die Gabe von 200 mM KCl und 2,5 mM Ca2*
am Versuchsende zeigte einen Anstieg der Fluoreszenz. Die horizontalen Linien kennzeichnen die
Anwesenheit von Ryanodin, CAS und KCL. Normierung der Fluoreszenzratio auf 100% bei t = 0. Die
Fluoreszenz wurde in einer Bildfrequenz von 1 Hz erfasst. B) Vergleich der maximalen Fluoreszenz der
Kontrolle, von 130 pg/ml Caspofungin und 40 pM Ryanodin + 130 pg/ml Caspofungin. Signifikanter
Unterschied der Fluoreszenz von Ryanodin + CAS zu CAS (p < 0,0001). Auswertung von jeweils 3
Deckglaschen a 10 Zellen (n = 30). Die Boxplots stellen den Median, den SEM und den maximalen und
minimalen Wert einer Versuchsgruppe dar. Statistische Analyse mittels Mann-Whitney-U Test und o-

Korrektur nach Bonferroni. Signifikanzniveau p = 0,025, *** = p < 0,0005.

In folgender Abb. 33 sind die unterschiedlichen Versuchsgruppen in
calciumfreiem HEPES-Puffer fur den direkten Vergleich zusammenfassend
dargestellt. Die Applikation von 130 pg/ml Caspofungin erzeugte einen deutlichen
Anstieg der Fura-2-Fluoreszenzratio im Vergleich zur Kontrollgruppe (Anstieg
des MW auf 286%). Auch konnte dieser Fluoreszenzanstieg, hervorgerufen von
Caspofungin, durch die Entleerung der mitochondrialen Calciumspeicher durch
DNP (Anstieg des MW auf 243%) und durch die Inhibierung der IP3-Rezeptoren
durch 2-APB (Anstieg des MW auf 247%) nicht verhindert werden. Eindeutig
gehemmt wurde diese Caspofungin-induzierte Calciumreaktion durch Entleerung
der Calciumspeicher des ER mittels Coffein (Anstieg des MW auf 127%) und
durch Blockade des Ryanodin-Rezeptors mittels Ryanodin (Anstieg des MW auf
117%).
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Abbildung 33: Ubersicht aller Versuche in calciumfreiem HEPES-Puffer im Vergleich. Eindeutiger
Fluoreszenzunterschied von CAS, Coffein + CAS, DNP + CAS und 2-APB + CAS zur Kontrolle (CTRL). Die
Fluoreszenz von Coffein + CAS und Ryanodin + CAS weisen das gleiche Fluoreszenzniveau wie die
Kontrolle auf. Die Boxplots stellen den Median, den SEM und den maximalen und minimalen Wert einer

Versuchsgruppe dar.
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3.4.7 Entleerung von ER-Ca?*-Speicher durch Caspofungin

Fur Kontrollexperimente ruhten mit Mag-Fluo-4 AM beladene HTEpC-c Zellen
entweder in Ca?*-haltigem Puffer, Ca?*-freiem Puffer oder Ca?*-freiem Puffer mit
BAPTA-AM Zusatz (Abb. 33 A-C). In keinem dieser Pufferldsungen nahm das
Mag-Fluo-4-Fluoreszenz-Signal ab, als Marker fir die Calciumkonzentration im
endoplasmatischen Retikulum ([Ca?*]er). Unter diesen Ruhebedingungen erfolgt
keine signifikante Leckage von Ca?*-lonen aus dem ER in das Zytosol (Abb. 34
A-C).

Die Applikation von Caspofungin (t = 100 s) fihrte in allen untersuchten Zellen
innerhalb einer Sekunde zu einer raschen Abnahme der Mag-Fluo-4-
Fluoreszenz. Die Reduktion der Mag-Fluo-4-Fluoreszenz erholte sich rasch in
der folgenden Sekunde, bevor sie anschlielend innerhalb 60 s in einer
langsameren und langer anhaltenden Kinetik reduziert wurde, was einer
Reduktion der [Ca?*]er entspricht (Abb. 34 D, E, F). Die Amplitude der initialen
Abnahme der Mag-Fluo-4-Fluoreszenz sowie das Ausmald der prolongierten
Abnahme der Mag-Fluo-4-Fluoreszenz waren abhangig von der
Caspofunginkonzentration (Abb. 35 A, B). Eine Erholung der Mag-Fluo-4
Fluoreszenz und somit ein Wiederauffillen der ER Ca?*-Speicher konnte am
Ende der Experimente durch Ca?*-haltigen Puffer (2,5 mM) und einer
Depolarisierung mittels KCI-Exposition erreicht werden (Abb. 34 A-C & D, F).

Die zu Beginn der Caspofunginexposition registrierte schnelle negative
Amplitude der Mag-Fluo-4-Fluoreszenz verschwand komplett in allen
untersuchten Zellen, wenn diese zu Beginn mit BAPTA-AM beladen wurden. In
diesen Experimenten wurde nur die langsame langanhaltende Abnahme der
Mag-Fluo-4-Fluoreszenz gemessen. Zusatzlich konnte das Wiederauffullen der
ER Ca?*-Speicher durch die abschlieRende Exposition zu KCI (200 mM) in Ca?*-
haltigem Puffer nur sehr abgeschwacht registriert werden, was zu der Annahme
fuhrt, dass die zytosolischen Ca?*-lonen unmittelbar durch BAPTA chelatiert
wurden und nicht in das ER aufgenommen werden konnten (Abb 34 F). Eine
komplette Entleerung der ER Ca?* Speicher erfolgte durch die Applikation von
Coffein (30 mM). Die ER Ca?* Speicher konnten nach Auswaschen von Coffein
und anschlieBender Exposition in Ca?*-haltigem Puffer (2,5 mM) und

depolarisierendem KCI-Puls (200 mM) wieder aufgefillt werden, sichtbar durch
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die Zunahme der Mag-Fluo-4-Fluoreszenz (Abb. 36 A). In mit Coffein (30 mM)
vorbehandelte Zellen konnte Caspofungin keine weitere Veranderung der Mag-
Fluo-4-Fluoreszenz hervorrufen, weder war die initiale negative Amplitude noch
die prolongierte Reduktion der Fluoreszenz messbar, die [Ca?*]er war durch die

Coffeingabe schon maximal reduziert worden (Abb. 36 B und C).
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Abbildung 34: Caspofungin entleert ER Ca?*-Speicher. Darstellung des Kurvenverlaufs anhand einer
exemplarisch gewéhlten Trachealepithelzelle (Anzahl der gemessenen Zellen siehe Abb. 35). (A) Tracheale
Epithelzellen, die in Ca?'-haltigem HEPES-Puffer ruhen, zeigen keine Veranderung der Mag-Fluo-4-
Fluoreszenz. (B) Ca?*-freier Puffer bewirkt auch unter langer Exposition keine Veranderung der Mag-Fluo-
4-Fluoreszenz. (C) Tracheale Epithelzellen, die in Ca?*-freiem Puffer ruhen und mit BAPTA geladen wurden,
um zytosolische Ca?*-lonen zu binden, zeigen unter Langzeitexposition (> 300 s) nur eine geringe Abnahme
der Mag-Fluo-4-Fluoreszenz, die ER Ca?" Speicher bleiben konstant gefillt und zeigen keinen
Nettoausfluss. (D) 130 pg/ml Caspofungin induziert eine schnelle Abnahme der Mag-Fluo-4-Fluoreszenz
(roter Kasten), die sich unmittelbar wieder zuriick zur Grundlinie erholt. Die prolongierte Exposition zu
Caspofungin bewirkt eine langsame, andauernde Abnahme der Mag-Fluo-4-Fluoreszenz auf ein stabiles,
niedrigeres Niveau. (E) VergroéRerter Ausschnitt der initialen schnellen negative Amplitude zeigt die schnelle
Kinetik und Amplitude der initialen Antwort auf die Caspofungin-Exposition. (F) In Zellen, denen Caspofungin
in Anwesenheit von BAPTA appliziert wird, verschwindet die initiale schnelle Amplitude komplett, nur die
prolongierte Reduktion der Mag-Fluo-4-Fluoreszenz konnte gemessen werden. Das Wiederauffiillen der ER
Ca?* Speicher durch Depolarisation mittels KCI hatte nur einen geringen Effekt, da BAPTA zytosolische Ca?*
lonen pufferten. Die luminale ER Mag-Fluo-4-Fluoreszenz verblieb sehr niedrig (die horizontalen Balken in

den Experimenten zeigen die Expositionsperioden der einzelnen Pharmaka).
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Abbildung 35: Der Effekt von Caspofungin auf die ER Ca?*-Speicher ist konzentrationsabhangig. (A)
Caspofungin induziert eine sofortige negative Amplitude (At = 100-102 s) der Mag-Fluo-4-Fluoreszenz als
Parameter der abnehmenden [Ca?']er. Die Amplituden dieser kurzlebigen Ausschlage sind
konzentrationsabhéngig. Niedrige Caspofunginkonzentrationen (60 pM) induzierten schon diese negativen
Ausschlage der [Ca*ler (p < 0,0001), diese waren signifikant groRer unter hohen
Caspofunginkonzentrationen (120 uM, p < 0,001). (B) Die prolongierte Entleerung der ER Ca?*-Speicher
wurde fiir verschiedene Caspofunginkonzentrationen nach 60 s registriert. Unter Zusatz von BAPTA wurde
ein Wiederauffullen der ER Ca?*-Speicher verhindert. Die anhaltende minimalen Mag-Fluo-4-Fluoreszenz
unter diesen Bedingungen zeigt die Konzentrationsabhangigkeit der Entleerung der Ca?*-Speicher. Das
Ausmal der Entleerung der Ca?*-Speicher war unter hohen Caspofunginkonzentrationen (120 uM) am
ausgepragtesten. CTRL-CTRLca?"-wei: p = 0,8086, Ca?*freie Versuche: CTRL-BAPTA: p = 0,7451, BAPTA-
CAS (60 pM): p = 0,0004951, CAS (60 pM)-CAS (90 uM): p = 0,003871, CAS (90 uM)-CAS (120 pM): p =
0,0002253. Ausgewertete Zellen je Deckglaschen in A) CTRL: 2 Deckglaschen a 10 Zellen (n = 20), CAS
60 uM: 2 Deckglaschen a5 Zellen (n = 10), CAS 120 uM: 2 Deckgléaschen a 10 Zellen (n = 20), B) jeweils 3
Deckglaschen a 10 Zellen (n = 30). Die Boxplots stellen den Median, den SEM und den maximalen und
minimalen Wert einer Versuchsgruppe dar. Statistische Analyse mittels Mann-Whitney-U Test. ns = nicht
signifikant, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001.
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Abbildung 36: Caspofungin entleert Coffein-sensitive Ca?*-Speicher. (A) In Ca?*-freier Pufferlosung bewirkt
die Applikation von Coffein (30 mM) eine friihe und langandauernde Reduktion der Mag-Fluo-4-Fluoreszenz.
Die ER Ca?*-Speicher wurden anschlieRend tber einen spannungsabhangigen Ca?*-Einstrom mittels eines
KCl-Impulses (200 mM) wieder aufgefiillt. Diese Versuche zeigen, dass ER Ca?*-Speicher und Coffein-
sensitive Ca?*-Speicher identisch sind. (B) Coffein-Exposition induziert eine Entleerung der ER-Ca?*-
Speicher, bevor Caspofungin hinzugegeben wird. Die anschlieBende Caspofunginapplikation konnte keine
weiter Reduktion der Mag-Fluo-4-Fluoreszenz induzieren. Dies zeigt, dass die ER Ca?*-Speicher schon
durch Coffein entleert wurden. (C) Die Zugabe von Coffein (30 mM) zu den Trachealzellen bewirkte eine
signifikante Reduktion der Mag-Fluo-4-Fluoreszenz (p = 0,00021), dies weist darauf hin, dass die ER Ca?*-
Speicher entleert sind. Die nachfolgende Verabreichung von Caspofungin verénderte nicht mehr die Mag-
Fluo-4-Fluoreszenz (p = 0,9924). In Abbildung A) und B) wurde der Kurvenverlauf einer Zelle exemplarisch
dargestellt. Die entsprechende statistische Auswertung und die Anzahl der Zellen pro Versuchsgruppe
finden sich in C). Ausgewertete Zellen je Deckglaschen in C) CTRL Ca?*-frei: 3 Deckglaschen a 10 Zellen
(n = 30), Coffein Ca?*-frei: 3 Deckglaschen a 10,10 und 5 Zellen (n = 25), Coffein CAS Ca?'-frei: 3
Deckglaschen a 10,10 und 5 Zellen (n = 25). Die Boxplots stellen den Median, den SEM und den maximalen
und minimalen Wert einer Versuchsgruppe dar. Statistische Analyse mittels Mann-Whitney-U Test. ns =
nicht signifikant, *** = p < 0,001.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Caspofungin die PTG der murinen
Trachea steigert und in kultivierten humanen Trachealepithelzellen zu einer
Erhoéhung der [Ca?']i fuhrt, welche durch Entleerung der Coffein-sensitiven
Calciumspeicher hervorgerufen wurde und durch Ryanodin geblockt werden
konnte. Im folgenden Abschnitt werden die Versuchsergebnisse im Einzelnen
diskutiert.

4.1 Caspofungin stimuliert die PTG

Durch Applikation von 10, 50 oder 100 pg/ml Caspofungin zeichnete sich ein von
der Konzentration abhangiger Anstieg der PTG ab. Nach Applikation von 10
pug/ml Caspofungin blieb der initiale Anstieg der PTG aus, jedoch war ein
moderater, nicht-signifikanter Anstieg gegen Ende der Beobachtungszeit zu
erkennen. Die Konzentration von 10 pg/ml Caspofungin befindet sich bereits im
Bereich der maximalen Plasma-konzentration Cmax, welche durchschnittlich bei
Patienten in verschiedenen Studien!®? gemessen wurde. Bei Applikation von 50
und 100 pug/ml Caspofungin wurde ein signifikanter Anstieg der PTG erzeugt,
welcher jedoch bei der Konzentration von 100 pg/ml Caspofungin nicht
aufrechterhalten werden konnte. Die PTG konnte auch nicht mehr durch ATP als
Vitalitdtsnachweis stimuliert werden, was stark darauf hindeutet, dass das
tracheale Flimmerepithel in dieser hohen Konzentration geschadigt wurde und
diese Konzentration bereits im toxischen Bereich liegt. In der Konzentration von
50 pug/ml Caspofungin konnte ein signifikanter PTG-Anstieg nach Applikation
sowie ein positiver Vitalitatsnachweis am Versuchsende durch ATP erzielt
werden. Somit wurde diese Konzentration als Standarddosis in weiteren
Versuchen und zur Untersuchung des Effekts auf die PTG bei den anderen

Echinocandinen Micafungin und Anidulafungin verwendet.

50 pg/ml Micafungin und Anidulafungin riefen ebenfalls einen signifikanten
Anstieg der PTG hervor. Alle Vitalitatsproben der verschiedenen
Versuchsgruppen in der getesteten Konzentration von 50 pug/ml verliefen positiv.

In den weiteren Experimenten wurde zur detaillierten Untersuchung der PTG-

62



Stimulation Caspofungin verwendet, um erstens die Anzahl der Organentnahmen
und der Versuche zu begrenzen. Zweitens wurde Caspofungin gewahlt, weil
Caspofungin als erster Vertreter der Echinocandine und als Antimykotikum der
ersten Wabhl bei invasiven Mykosen derzeit am haufigsten in der Intensivmedizin

eingesetzt wird,103-106

Die Untersuchung des zugrunde liegenden Mechanismus der PTG-Erhdhung
durch Caspofungin erfolgte zun&chst durch Applikation von Inhibitoren der
Hauptsignalwege von Trachealepithelzellen. So wurden die intrazellularen
Schlusselproteine wie die Proteinkinase A zur Bildung von cAMP und die I6sliche
Guanylatzyklase zur Bildung von cGMP geblockt, jedoch auch
membrangebundene Rezeptoren wie P2Y2-Rezeptoren, Acetylcholinrezeptoren,
[32-Rezeptoren und Serotonin-Rezeptoren.

Nach Inhibition der PKA durch H-89 konnte die PTG durch 50 pg/ml Caspofungin
dennoch stimuliert werden. Somit kann die Stimulation der PKA durch
Caspofungin fur die initiale PTG-Beschleunigung ausgeschlossen werden. Die
Inhibierung von membranstandigen Rezeptoren wie den Serotonin-Rezeptoren,
dem P2Y2-Rezeptor, muskarinergen ACh-Rezeptor und dem adrenergen [32-
Rezeptor erbrachte die gleiche initiale Stimulation nach Applikation von
Caspofungin. So kann eine Aktivierung der G-Protein-gekoppelten,
membranstandigen Rezeptoren ausgeschlossen werden. Auch die Inhibition der
intrazellularen sGC, welche fir die Bildung von cGMP und letztlich fur die
Aktivierung der PKG verantwortlich ist, konnte den caspofungininduzierten PTG-
Anstieg nicht verhindern. Da die PKA, die PKG und Calcium direkten Einfluss auf
die Zilienstimulation haben, verstarkte sich anhand der bisherigen Ergebnisse die
Vermutung, dass der durch Caspofungin erhdohten PTG eine erhdhte
intrazellulare Calciumkonzentration [Ca?*]i durch Freisetzung oder Einstrom von

Calcium zu Grunde liegt.

In den folgenden Versuchen wurden somit Tracheen in calciumfreiem HEPES-
Puffer untersucht, um einen durch Caspofungin  hervorgerufenen
Calciumeinstrom von extrazellular auszuschlie3en. Um das Calcium extrazellular
vollstdndig abzufangen, wurde EGTA dem Puffer hinzugefligt. Zunéchst konnte
man anhand der absoluten, nicht normierten PTG der calciumfreien Kontrollen

erkennen, dass die basale PTG in calciumfreiem Puffer etwas langsamer als in
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calciumhaltigem Puffer war. Dies war zu erwarten, da Calcium intrazellular eine
direkte stimulierende Wirkung am Kinozilium besitzt*>6!, Eine Reduktion des
intrazellularen Calciums, wahrscheinlich durch Leck-Strome oder in Ruhe
getffnete lonenkandle, bzw. erhohtem Effluxmechanismus Uber die
Zellmembran, fuhrte folglich zu einer verringerten PTG. Die PTG der
calciumfreien Kontrollen blieb jedoch auf geringerem Niveau Gber den gesamten
Beobachtungszeitraum stabil. In calciumfreiem und calciumhaltigem Milieu
konnte die Vitalitatt des Flimmerepithels durch ATP-Gabe fir beide

Versuchsgruppen in gleichem Ausmalfd nachgewiesen werden.

Caspofungin in calciumfreiem Puffer, versetzt mit EGTA, steigerte initial die PTG
wie auch in calciumhaltigem Milieu. Jedoch begann nach der initialen
Beschleunigung die PTG schneller abzufallen als in calciumhaltigem Puffer. Eine
Moglichkeit, den starkeren PTG-Abfall zu erklaren, ware das extrazellular
calciumfreie Milieu, wodurch Calciumionen aufgrund des
Konzentrationsgradienten tber die Zellmembran nach auf3en strémen oder durch
membranstandige Calciumpumpen und Natrium-Calcium-Austauscher nach
extrazellular gepumpt werden und nicht mehr intrazellular zur Zilienstimulation
zur Verfigung stehen.19” Eine weitere Erklarung wére die Aktivierung von STIM1
(stromal interaction molecule 1), hervorgerufen durch den intraluminal sinkenden
Calciumspiegel nach Entleerung des ER durch Caspofungin. Folglich aktiviert
STIM1 seinen zellmembranstandigen Partner ORAIL als Calciumkanal, welcher
daraufhin fur Calciumionen durchlassig wird. Dieser Calciumeinstrom von
extrazellular durch ORAIL waére hier in calciumfreiem Milieu nicht mdglich und die
schnell abfallende PTG nach initialer Beschleunigung mit fehlender
Plateauphase somit erklarbar. Insgesamt lasst sich aus diesen Ergebnissen
erkennen, dass die PTG-Beschleunigung durch Caspofungin tber Calcium
vermittelt und Calcium aus intrazellularen Calciumspeichern freigesetzt wird.
Membranstandige Calciumkanéle sind am initialen Anstieg der PTG nicht
beteiligt, jedoch bedeutend fur die Aufrechterhaltung der PTG-Stimulation.

Bei Zugabe von Caspofungin in calciumfreiem Puffer, versetzt mit EGTA und
BAPTA-AM als zusétzlich intrazellularem Calciumchelator, bewirkte Caspofungin
zwar auch einen initialen Anstieg der PTG, daraufhin jedoch schloss sich

unmittelbar ein sehr steiler, linearer Abfall an, sodass die PTG noch vor
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Versuchsende zum Erliegen kam. Eine Zilienaktivitat konnte nicht mehr induziert
werden. Dies bestérkt die Annahme, dass eine Erh6hung der intrazellularen
Calciumkonzentration bei der Signalvermittlung zur Steigerung der PTG eine
essentielle Rolle spielt. Der initiale Anstieg, der stets immer noch zu verzeichnen
war, beruht wahrscheinlich darauf, dass BAPTA-AM nicht in der Lage war, die
Menge des freigesetzten Calciums sofort abzufangen. Dies gelang erst
verzogert, was den schnelleren und steileren Abfall der PTG erklart. Wurde das
intrazellulare Calcium nach einer gewissen Latenz von BAPTA-AM nun
abgefangen, konnte der Zilienschlag nicht mehr durchgefuhrt werden und die
PTG kam vollstandig zum Erliegen. Anhand dieser Ergebnisse wurde gezeigt,
dass Calcium eine essenzielle Rolle in der caspofunginvermittelten PTG-
Stimulation spielt. Der Fokus wurde nun auf die intrazellularen Calciumspeicher

gelenkt.

Die Entleerung der Calciumspeicher des ER erfolgte in einer weiteren
Versuchsgruppe durch 30 mM Coffein, welches bereits zu Beginn der PTG-
Messung dem Puffer mit EGTA und BAPTA-AM beigefugt war. Wahrend des
Beobachtungszeitraums hielt die PTG unter Coffein-Einfluss ohne Caspofungin-
Applikation ein konstantes Niveau ein und es konnte nur ein minimal negativer
Effekt auf die PTG festgestellt werden. Die PTG nahm kontinuierlich Giber den
gesamten Beobachtungszeitraum geringfiigig ab. In der Versuchsgruppe unter
Einfluss von Coffein mit Applikation von Caspofungin bei t = 60 min blieb der
initiale PTG-Anstieg aus und es zeichnete sich direkt ein deutlicher Abfall der
PTG nach Caspofungin-Gabe ab. Dieser lineare Abfall ohne PTG-Spitze in der
Versuchsgruppe ,Coffein + Caspofungin“ deutet darauf hin, dass Caspofungin
die Freisetzung von Calcium aus den gleichen intrazellularen Speichern
hervorruft wie Coffein. So ergibt sich die Annahme, dass zum Zeitpunkt der
Caspofungin-Gabe die Calciumspeicher bereits durch Coffein groltenteils
entleert wurden und hier BAPTA-AM durch die friihzeitige Applikation von Coffein
auch ausreichend Zeit hatte, das freigesetzte Calcium abzufangen. Die
Entleerung des ER wurde durch die Caspofungin-Gabe zusatzlich aggraviert,
sodass die PTG schneller zum Erliegen kam als durch Coffein alleine.
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4.2 Caspofungin bewirkt eine Calciumfreisetzung aus

intrazellularen Speichern

Um die Wirkung der Echinocandine auf die intrazellulare Calciumhomaoostase auf
zellularer Ebene genauer zu untersuchen erfolgten fluoreszenzoptisch

Calciummessungen humaner Trachealepithelzellen.

Die Verwendung von isolierten Trachealepithelzellen gewéhrleistete die
anzahlkontrollierte Aussaat der Zellen auf Deckglaschen und somit konstante
Versuchsbedingungen. Bei erhaltenen intrazellularen Stoffwechselprozessen
und Membranrezeptoren weist diese Zelllinie jedoch aufgrund der Isolierung aus
dem Zellverband und Kultivierung im Nahrmedium auf3erhalb des Organismus

keine Kinozilien mehr auf.

Die mit Fura-2 AM angefarbten HTE-Zellen zeigten unter Ruhebedingungen eine
stabile intrazellulare Calciumkonzentration [Ca?*]i, welche durch ein konstantes

Fluoreszenzniveau reprasentiert wurde.

Die Applikation von 50 pg/ml Caspofungin loste nicht bei allen Zellen eine
Reaktion aus. Aus diesem Grund musste die Konzentration auf 65 pg/ml
gesteigert werden, um nach Caspofunginapplikation eine zuverlassige Erhohung
der [Ca?]i herbeizufihren, um konstante Versuchsbedingungen fir die
Untersuchung der intrazellularen Signalkaskaden zu schaffen. Die reduzierte
Sensibilitat gegentber Caspofungin lasst sich mit der Verwendung von isolierten
Kulturzellen erklaren, welche wahrscheinlich eine tragere Stoffwechselaktivitat im
Vergleich zu frisch entnhommenen Flimmerepithelzellen im Zellverband
aufweisen. Die unterschiedlichen Zeitspannen zwischen Applikation von
Caspofungin bis zur Zellreaktion wurden als Variationen zwischen den

Deckglaschen und Zellpassagen betrachtet.

Wurden nun 65 pg/ml Caspofungin appliziert, konnte stets ein schneller Anstieg
der [Ca?*]i gemessen werden. Dieser Anstieg der [Ca?*]i war von transienter
Kinetik und die Fluoreszenzratio kehrte nach ungefahr 100 s wieder auf das
Niveau der Grundlinie zurick. Somit wurde die Vermutung bestétigt, dass
Caspofungin in Trachealepithelzellen zu einer Erhéhung der [Ca?*]i fiihrt und Ca?*
auf diesem Weg als sekundarer Botenstoff zur Modulation der Zilienfunktion

wirken kann. Des Weiteren wurde untersucht, ob nun tatsachlich intrazellulare
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Calciumspeicher durch Caspofungin entleert werden oder ob auch
spannungsabhangige Calciumkanéle der Zellmembran eine Rolle spielen und
Ca?* von extrazellular in die Zelle eindringt. Aus diesem Grund wurden nun
zunachst in calciumhaltigem Puffer spannungsabhangige Calciumkanéle durch
NiCl2 geblockt, um zu tberprifen, ob Caspofungin dennoch eine Zellreaktion
hervorruft. Dies konnte bestatigt werden, da nach Caspofungin-Gabe in

Anwesenheit von NiClz ebenfalls die [Ca?*] anstieg.

In calciumfreiem Puffer konnten zwei unterschiedliche Verlaufe der [Ca?*]i-
Erhéhung nach Caspofungin-Gabe beobachtet werden. Der Anstieg war stets
schnell und steil, jedoch unterschied sich der Verlauf im Anschluss nach
Erreichen der maximalen [Ca?*]i-Erh6hung zwischen den Zellen. Bei einem Teil
der Zellen zeigte sich nach Erreichen des Maximums der [Ca?*]i ein schneller
Abfall auf das Niveau der Grundlinien, welchem sich dann ein erneuter,
langsamerer, kleinerer Anstieg und Abfall der [Ca?']i anschloss. Bei anderen
Zellen zeigte sich nach Erreichen der maximalen [Ca?']i ein prolongierter
monophasischer Abfall auf das Niveau der Grundlinien ohne einen isolierten
zweiten [Ca?*]i-Anstieg. Die Grundlinie der [Ca?*]i wurde in beiden beobachteten
Verlaufen nach ungefahr 100 s wieder erreicht. Da die Reaktionszeit der
unterschiedlichen Zellreaktionen in etwa gleich lange dauert, ist es naheliegend,
dass die Zellreaktion am ehesten biphasisch ist und der zweite Calciumanstieg
je nach individueller Sensibilitdit der Zellen von dem ersten ausgepragten
Calciumanstieg Uberlagert wird und man diese Calciumstrome nicht immer scharf

voneinander abgrenzen kann.

Die Untersuchungen von DNP und Caspofungin zeigten, dass die Mitochondrien
als intrazellulare Calciumspeicher in den Trachealepithelzellen durch
Caspofungin nicht entleert werden. Die Entkopplung der Atmungskette durch
DNP und die konsekutive Entleerung der mitochondrialen Calciumspeicher
zeigte einen transienten Anstieg der [Ca?*]. Die darauffolgende Applikation von
Caspofungin bewirkte dennoch eine Zellreaktion, welche die Beteiligung von

Mitochondrien als Caspofungin-empfindliche Calciumspeicher ausschlief3t.

Nachdem die Beteiligung extrazellularer und mitochondrialer Calciumquellen
untersucht wurde und die Verantwortlichkeit derer fiir den hauptsachlichen Effekt

von Caspofungin ausgeschlossen werden konnte, erfolgte die Fokussierung auf
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die coffeinsensitiven ER-Calciumspeicher. Die Entleerung des ER durch Coffein
zeichnete sich im Versuch durch einen kurzen Anstieg der [Ca?']iin geringer
Auspragung ab. Ein ausgepragter Anstieg der [Ca?*]i konnte jedoch nicht
abgebildet werden, da diese Reaktion vermutlich sehr schnell ablief und durch
die eingestellte Bildfrequenz nicht aufgezeichnet wurde. Die darauffolgende
Caspofungin-Applikation erzeugte keine Erhohung der [Ca?*]i mit ausgepragter
Kinetik. Es zeichnete sich jedoch eine kurze Fluoreszenzspitze geringer
Auspragung ab, welche jedoch innerhalb von ein bis zwei Sekunden wieder die
Grundlinie erreichte. Da nun kein direkter steiler Anstieg der [Ca?*]ierfolgte, bleibt
der Verdacht, dass hier ein Artefakt durch das Zupipettieren von Caspofungin
entstanden ist. Sicherlich ist nicht vollstdndig auszuschliel3en, dass ebenfalls
eine Zellreaktion von sehr kurzer Dauer wie bei Coffein stattfand und durch die
Einstellung der Kamera nicht aufgezeichnet wurde. Dennoch konnte der Effekt
von Caspofungin in gewohnter Kinetik bei vorausgehender Entleerung des ER
nicht ausgelost werden. Es zeigte sich lediglich ein minimaler, prolongierter
Anstieg der Fluoreszenz Giber ungefahr 250 s mit deutlich geringerer Effektstarke.
Dieser Anstieg lasst vermuten, dass Coffein hier nicht zur vollstdndigen
Entleerung des ER gefiihrt hat und Caspofungin die Freisetzung der restlichen
Calciumbestande im ER bewirkte. Diese deutliche Effektminderung deutet jedoch
stark darauf hin, dass Caspofungin die Calciumspeicher des ER angreift. Um zu
Uberprufen, welche Calciumkanadle des ER Caspofungin-empfindlich sind,

wurden diese inhibiert und daraufhin Caspofungin ausgesetzt.

Durch 2-APB wurde der IP3-Rezeptor am ER geblockt, jedoch zeigte
Caspofungin den bekannten Effekt, der mit einem schnellen Anstieg der [Ca?*];
einherging und einen biphasischen Verlauf von ungefahr 100 s aufwies. Dabei
muss darauf hingewiesen werden, dass 2-APB jedoch auch weitere
modulatorische Eigenschaften an TRPV4-Kanalen und an ORAI1 aufweist!01.108,
Um spezifischer den IP3-Rezeptor zu blockieren, erscheint Xestospongin C in
zukunftigen Versuchen geeigneter. Da die Versuche jedoch in calciumfreier
Losung durchgeftuhrt wurden, kann man den Effekt von 2-APB auf die

membranstandigen Rezeptoren vernachlassigen.

In einer weiteren Versuchsgruppe mit Blockade des Ryanodin-Rezeptors durch

Ryanodin zeigte sich nach Caspofungin-Gabe erstmals keine erkennbare
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Abweichung der Fluoreszenz von der Grundlinie. In bisherigen Studien wurde der
Ryanodin-Rezeptor in Trachealepithelzellen nicht umfassend untersucht.
Deshalb sind weitere Experimente und Studien notwendig, um das Vorkommen
des Ryanodin-Rezeptors in Trachealepithelzellen genauer zu bestimmen. Diese
Ausléschung der Caspofungin-Reaktion nach hoher dosierter Gabe von
Ryanodin (40 uM) in Zusammenhang mit den vorausgegangenen Experimenten
zeigt jedoch, dass Caspofungin tber den Ryanodin-Rezeptor Calcium aus dem
ER freisetzt.

Die Freisetzung von Ca?*-lonen aus dem ER nach Caspofungin-Gabe wurde
auch in den Kontrollversuchen unter Verwendung von Mag-Fluo-4 AM, einem
synthetischen Calciumindikator fir die [Ca?*]er.10%110 beobachtet. Die Applikation
von Caspofungin bewirkte in mit Mag-Fluo-4 beladenen HTE-Zellen eine
Abnahme der Mag-Fluo-4-Fluoreszenz, was einer Abnahme der [Ca?']er
entspricht. Die Caspofungin-Gabe nach kompletter Entleerung der Speicher
durch Coffein flhrte zu keiner weiteren Abnahme der Mag-Fluo-4-Fluoreszenz.
In Zusammenschau dessen bestarken diese Ergebnisse ebenfalls die Annahme,

dass Caspofungin eine Entleerung von Calcium-lonen aus dem ER bewirkt.

Zur weiteren Diskussion steht die Notwendigkeit, die Caspofungin-Konzentration
in calciumfreiem Puffer grundsatzlich verdoppeln zu missen, um einen stetigen
Anstieg der [Ca?*]iauszulosen. Diese Tatsache bestarkt die Annahme, dass eine
intrazellulare Calciumfreisetzung, initiiert durch Caspofungin, zur Offnung
weiterer membrangebundener Calciumkanale fuhrt und in calciumhaltigem Puffer
deshalb die Sensibilitat gegentber Caspofungin erhdht ist. So vermittelt
maoglicherweise  der intraluminale Calciumsensor STIM1 und sein
membranstandiger Partner ORAIL, ein ligandengesteuerter Calciumkanal, einen
Calciumeinstrom von extrazellular. Dieser Mechanismus wird als ,Store
Operated Calcium Entry“ (SOCE) bezeichnet und sollte in Bezug auf

Caspofungin in weiteren experimentellen Studien untersucht werden.

Insgesamt stehen diese Ergebnisse im Einklang mit einer weiteren Studie, in
denen die Wirkung von Caspofungin auf humane Kardiomyozyten untersucht
wurde®3. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Caspofungin tber den gleichen
Mechanismus einen Einfluss auf die intrazellulare Calciumhomgostase in

Trachealepithelzellen ausibt und die erhéhte [Ca?']i durch Caspofungin
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verantwortlich fur die Stimulation der PTG im murinen Flimmerepithel ist. Ob
diese erhohte [Ca?*]i von Caspofungin in einem langeren Zeitraum zu einer
Dekompensation der Calciumhomoostase fiihrt, muss weiterhin geprift werden.
Des Weiteren sollte die Wirkung von Caspofungin auf frisch isolierte, humane,
zilientragenden Flimmerepithelzellen aus bronchoskopischen Proben verifiziert
werden. Im Hinblick auf die Klinik sollte geklart werden, ob Echinocandine einen
Benefit auf die mukoziliare Clearance des Menschen haben und ob kritisch
kranke Patienten der Intensivmedizin, welche Echinocandine zur Behandlung
invasiver Mykosen erhalten, auch respiratorisch von der antifugalen Therapie
profitieren. Ebenfalls kdnnten weitere bisher unbekannte Effekte auf andere
Organsysteme stattfinden, welche bisher noch nicht aufgezeigt wurden. Die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen auf, dass Echinocandine bisher unbekannte
Auswirkungen auf das respiratorische Flimmerepithel haben, und geben Anlass,

diese Effekte vor allem im klinischen Kontext in weiteren Studien zu untersuchen.

4.3 Limitationen der Arbeit

Zu den erhobenen Daten sind wie folgt einige Punkte kritisch zu betrachten. Bei
den Messungen der PTG wurde stets Referenz zu dem gleichen Datensatz einer
Kontrollgruppe genommen. Grundlegend musste pro Versuchsgruppe eine
Kontrollgruppe der gleichen Anzahl durchgefuhrt werden. Auf dieses Vorgehen
wurde bei auRRerst stabilen Versuchsbedingungen bewusst verzichtet und eine
gewisse Einschrankung der statistischen Aussagefahigkeit in Kauf genommen,
da pro Versuch eine Tiertétung durchgefiihrt werden musste und so die Anzahl
der Tiertétungen deutlich begrenzt werden konnte.

Ebenso wurde zur Begrenzung der Tiertétungen auf die erneute Untersuchung
des Eigeneffekts von DMSO verzichtet, da dies bereits in der Promotion von
Claudio Marquardt aus Wurzburg 2015 mit dem Titel ,Funktionsuntersuchung
von Temperatur auf den zilidren Transport in der Trachea von Mausen® in
unterschiedlichen Konzentrationen durchgefihrt wurde. Dort zeigte sich ab einer
Konzentration von > 10 mM DMSO ein PTG-hemmender Effekt, weshalb in
dieser Arbeit darauf geachtet wurde, dass die Konzentration im Kulturschélchen
maximal 1 mM DMSO betrug.
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Des Weiteren wurde H-89 nicht in der vollen Versuchsdauer untersucht, sondern
es wurde stets nach 30 min CAS hinzu pipettiert. Der Zeitraum von 30 min war in
der praktischen Versuchsdurchfuhrung nicht verlangerbar, da durch den
ausgepragten PTG-hemmenden Effekt von H-89 die Partikel auf dem
Trachealepithel mit zunehmender Versuchsdauer zur Verklumpung neigten und
eine valide Auswertung der einzelnen Partikel somit unmdglich wurde.

Nachdem die PTG-steigernde Wirkung der Echinocandine und der Einfluss von
H-89 untersucht wurde, habe ich Experimentalreinen zur Untersuchung der
Signalkaskade der zahlreichen membrangebundenen Rezeptoren begonnen. Da
bei den einzelnen Pilotexperimenten frihzeitig erkennbar war, dass diese nicht
zielfuhrend waren, wurde in einigen Versuchsreihen die Anzahl bei n = 1
belassen. Dennoch ist es in Zusammenschau der Ergebnisse wichtig, auch diese
Versuchsdurchfihrungen darzustellen, obwohl sie nicht in einer statistischen
Auswertung verwendet werden kdnnen.

Im zweiten Abschnitt der Arbeit, in welchem die fluoreszenzoptischen
Calciummessungen durchgefiihrt wurden, erfolgte in der Regel die Auswertung
von 10 Zellen aus drei unterschiedlichen Deckglaschen. Dennoch gab es
aufgrund fehlender Vitalitatsnachweise einiger Zellen in den Versuchsgruppen
von DNP und Mag-Fluo-4 eine abweichende Anzahl von Zellen und
Deckglaschen, welche in die Auswertung eingeschlossen werden konnten. Auf
diese Abweichungen wurde in den entsprechenden Legenden hingewiesen und
muss als eine Limitation der Aussagekraft in diesen Versuchsgruppen
angesehen werden. Rickblickend und in  Zusammenschau aller
fluoreszenzoptischer Untersuchungen wére eine Anzahl von 5 Zellen pro
Deckglaschen und die Untersuchung von 6 Deckglaschen pro Versuchsgruppe

im Hinblick auf Praxis und Statistik fir weitere Untersuchungen angemessen.
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4.4 Schlussfolgerung

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Echinocandinen und im Besonderen von
Caspofungin auf das Trachealepithel untersucht. Zunachst konnte ich bei den
Untersuchungen des murinen Flimmerepithels der Trachea feststellen, dass alle
drei in der Klinik angewandten Echinocandine Caspofungin, Micafungin und
Anidulafungin die PTG beschleunigen. In den weiteren Versuchen wurde der
Einsatz der Echinocandine auf Caspofungin begrenzt. Eine Caspofungin-

Konzentration von 50 pg/ml l6ste eine signifikante Beschleunigung der PTG aus.

Zwar liegt bei Caspofungin die maximale Plasmakonzentration Cmax beim
Menschen durchschnittlich etwas geringer bei ungefdhr 10 pg/ml, die
Konzentration in den Organen kann jedoch hoher liegen, da die Verteilung im
Korper von verschiedenen Faktoren, wie zum Beispiel der Proteinbindung,
abhangt. Betrachtet man die begrenzte Versuchsdauer, so kdnnten in vivo auch
geringere Konzentrationen von Caspofungin langerfristig zu einer signifikanten
Beschleunigung der PTG fuhren, da in den Versuchen die PTG nach Applikation
von 10 pg/ml Caspofungin einen moderaten Anstieg bis zum Ende der
Versuchszeit aufzeigte, welcher hier sein Maximum noch nicht erreicht hatte.
Somit liegen die hier in den Experimenten verwendeten Konzentrationen

durchaus im klinisch relevanten Bereich.

Des Weiteren wurde bei genaueren Untersuchungen der PTG festgestellt, dass
Caspofungin Gber Calcium seine PTG-stimulierende Wirkung entfaltet, weshalb
die Methode der fluoreszenzoptischen Calciummessung in HTE-Zellen
hinzugezogen wurde. Hier konnte gezeigt werden, dass Caspofungin Gber den
Ryanodin-Rezeptor Calcium aus dem ER freisetzt. In zukinftigen
experimentellen Untersuchungen sollten zilientragende, humane
Trachealepithelzellen aus bronchoskopischen Untersuchungen frisch gewonnen
und anschlieBend die Zilientatigkeit sowie die Calciumhomdostase in
Abhéngigkeit von Caspofungin, Micafungin und Anidulafungin gemessen
werden. Ein direkter Nachweis des Ryanodin-Rezeptors in trachealen

Flimmerepithelzellen ist ebenfalls noch ausstehend.

Zusatzlich sollten klinische Studien klaren, ob aufgrund der experimentell

beobachteten Stimulation der Zilientatigkeit durch Echinocandine die klinische
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Anwendung von Echinocandinen bei Patienten der Intensivmedizin eine

Veranderung oder gar eine Verbesserung der respiratorischen Situation bewirkt.
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5 Zusammenfassung

Echinocandine haben sich als neue Behandlungsstrategie zur Therapie invasiver
Mykosen bei kritisch kranken Patienten etabliert. Insbesondere bei diesem
Patientenkollektiv spielt die mukozilidre Clearance der Lunge zur Verhinderung
pulmonaler Infekte eine zentrale Rolle. In dieser Arbeit wurde die Wirkung der

Echinocandine auf das Trachealepithel untersucht.

Caspofungin, Micafungin und Anidulafungin stimulieren die Partikeltransport-
geschwindigkeit des murinen Flimmerepithels in einer Konzentration von 50
pg/ml. Die weitere Untersuchung von Caspofungin als Hauptvertreter der
Echinocandine zeigte eine calciumabhangige Stimulation der PTG. Der
intrazellulare Calciumanstieg, welcher durch Caspofungin hervorgerufen wurde,
wurde aus intrazellularen Calciumspeichern generiert. Dies konnte durch
Experimente in calciumfreiem Puffer, versetzt mit dem Calciumchelator EGTA,
bei murinen Tracheen sowie bei kultivierten HTE-Zellen gezeigt werden.
Speziellere Untersuchungen der HTE-Zellen ergaben, dass Caspofungin tber
Aktivierung des  Ryanodin-Rezeptors  Calcium aus  intrazellularen
coffeinsensitiven Calciumspeichern, dem ER, freisetzt.

Caspofungin bewirkt eine Calciumliberation aus dem ER Uber Aktivierung des
Ryanodin-Rezeptors und stimuliert auf diesem Weg die Dynein-Mikrotubuli-
Interaktion der Kinozilien, die folglich ihre Zilienschlagfrequenz erhéhen und so
die mukoziliare Clearance der Trachea steigern. Aus der eingeschrankten,
dennoch vorhandenen Reaktionsfreudigkeit auf Caspofungin in calciumfreiem
Puffer ergibt sich die Annahme, dass die Freisetzung von Calcium aus dem ER
durch Caspofungin einen zusétzlichen calciumgetriggerten Calciumeinstrom,
vermutlich dber STIM1 und ORAIL, in calciumhaltigem Puffer bewirkt. Die
vorliegende Arbeit zeigt, dass Echinocandine neben ihrer antimykotischen
Eigenschaft die mukoziliare Clearance der unteren Atemwege steigern und so

protektiv gegen Infektionen der Lunge wirken.
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6 Summary

The echinocandines represent a new group of antifungals for the treatment
against invasive fungal infections in critically ill patients. Particularly for these
patients the mucociliary clearance plays a crucial role in avoiding pulmonary
infections. Hence, it is of important interest how echinocandines affect the

tracheal epithelium and its mucociliary clearance.

Caspofungin, micafungin and anidulafungin accelerate the particle transport
velocity of the murine ciliated tracheal epithelium in a concentration of 50 pg/ml.
Further investigations of caspofungin, the major representative of the
echinocandines, showed a calcium-dependent stimulation of the epithelium,
which is generated by calcium liberation from intracellular calcium stores.
Experiments in calcium free, EGTA containing buffer solutions with murine
trachea and cultivated human tracheal epithelial cells underline these findings.

Further, caffeine and ryanodine blocked the effect of caspofungin.

These results provide strong evidence that caspofungin liberates calcium from
the endoplasmic reticulum via activating ryanodine receptors and stimulates
subsequently the dynein-microtubuli-interaction of the kinocilium, which leads to
an increased ciliary beat frequency and an improved mucociliary clearance. A
decreased reactivity of the epithelial cells in calcium free buffer solution after
application of caspofungin implicates a certain dependency from extracellular
calcium. These findings lead to the assumption that after liberating calcium from
the ER by caspofungin, a subsequent store-operated calcium entry, presumably
via STIM1 and ORAIL, plays also an important role to reinforce the effect of
caspofungin in calcium containing buffer solution. The present work shows that
echinocandins, in addition to their antifungal properties, increase the mucociliary
clearance of the lower airways and thus have a protective effect against lung

infections.
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