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Zusammenfassung

FOXO-Transkriptionsfaktoren  regulieren die angeborene Immunitat in

Atemwegsepithelzellen

Bakterielle Pathogene sind eine wichtige Ursache von Atemwegsinfektionen und tragen
zu akuten Exazerbationen und langfristiger  \Verschlechterung chronischer
Atemwegserkrankungen bei. Das angeborene Immunsystem der Atemwege kontrolliert
und verhindert die Kolonisation der Lunge mit bakteriellen Pathogenen. Neuere Studien
bringen das angeborene Immunsystem mit Forkhead-Box-Transkriptionsfaktoren der
Klasse O (FOXO) in Verbindung. FOXO-Transkriptionsfaktoren sind zentrale
Regulatoren des zelluldren Metabolismus, der Proliferation und der Stressresistenz. Ziel
dieser Arbeit war es, die Rolle von FOXO innerhalb der angeborenen Immunitat von
Atemwegsepithelzellen zu untersuchen. Es wurde gezeigt, dass bakterielle Pathogene in
vitro zur Aktivierung von FOXO in Atemwegsepithelzellen fihren. Infektion von Mausen
mit bakteriellen Pathogenen resultierte ebenfalls in der Aktivierung von FOXO in
alveolaren und bronchialen Epithelzellen. Aktives FOXO war auch nachweisbar in
humanem Bronchialgewebe von Patienten mit verschiedenen infektionsassoziierten
Lungenerkrankungen. Silencing von FOXO in Atemwegsepithelzellen mit siRNA
resultierte in einer reduzierten Expression von Faktoren der angeborenen Immunitat,
darunter antimikrobielle Peptide und proinflammatorische Zytokine. Die verminderte
Expression dieser Gene zeigte sich sowohl unter basalen Bedingungen als auch nach
Infektion. Des Weiteren beeinflusste das Silencing von FOXO die Internalisierung von
Haemophilus influenzae in Atemwegsepithelzellen. Schlielflich konnte gezeigt werden,
dass die TLR3-vermittelte angeborene Immunantwort FOXO-abhangig erfolgt.
Zusammengefasst sind FOXO-Transkriptionsfaktoren an der Vermittlung der zelluldren
Antwort auf bakterielle Stimuli beteiligt und fungieren als nicht redundante

Schlisselregulatoren der angeborenen Immunitat von Atemwegsepithelzellen.






Abstract

FOXO transcription factors regulate innate immunity in respiratory epithelial cells

Bacterial pathogens are a leading cause of lung infections and contribute to acute
exacerbations and long term aggravation of chronic respiratory tract diseases. The innate
immune system of the respiratory tract controls and prevents colonization of the lung with
bacterial pathogens. Recent studies linked innate immunity to Forkhead box transcription
factor class O (FOXO). FOXO transcription factors are key regulators of cellular
metabolism, proliferation and stress resistance. This study aimed to investigate the role of
FOXO transcription factors in innate immune functions of respiratory epithelial cells. It is
shown that bacterial pathogens potently activate FOXO transcription factors in cultured
human respiratory epithelial cells in vitro. Infection of mice with bacterial pathogens
resulted in the activation of FOXO transcription factors in alveolar and bronchial
epithelial cells. Active FOXO was also detectable in human bronchial tissue obtained
from subjects with different infection-related lung diseases. siRNA-mediated silencing of
FOXO in bronchial epithelial cells resulted in reduced expression of genes of the innate
immune system such as antimicrobial peptides and proinflammatory cytokines, both
under basal conditions and upon infection. FOXO deficiency further affected
internalization of Haemophilus influenzae in bronchial epithelial cells. Finally, it is shown
that TLR3 activates innate immune responses in a FOXO-dependent manner. In
conclusion, FOXO transcription factors are involved in the cellular responses to bacterial
stimuli and act as non-redundant key regulators of respiratory epithelial cell innate

immunity.



Inhalt

ZUSAMMENTASSUNG. ... ettt ettt e e et e s te et esseesreeeesnaesteenteaneesreenreenee e i
ADSTIACT ...t i
INNAIT ...t v
1 ENIEITUNG bbbt e bbbt 1
1.1 Die angeborene Immunitét des Respirationstraktes ...........cccocoeviiininieicnenn, 1
1.1.1  Die Bedeutung chronischer bakterieller Infektionen der Atemwege.............. 1
1.1.2  Die angeborene Immunitét des Atemwegsepithels...........cccoiiiiiiicien, 2
1.1.3  Pathogenerkennung durch epitheliale Toll-like-Rezeptoren.............c............ 3
1.1.4  TOl-IKE-REZEPLOI 4 ...ttt 7
115  TOl-IKE-REZEPLOr 3 .....oieeeiece ettt 8

1.2 Der PISK-AKT-SIgNAIWEG ......ccviiriiiiecieieee et 8
1.3 FOXO-TransKriptionSfaktoren ............cccoiiveiiiiieiieie e 9
1.3.1 Die Familie der Forkhead-Box-Transkriptionsfaktoren ............c.ccccceevenenn. 9
1.3.2  Die Forkhead-Box-DOMEne............cccoooiiireiiiininisceese e 10
1.3.3  Die Forkhead-BoxX-KIasse O..........cccoiiiiiiiiiiiiieeiene e 11
1.3.4  Regulation von FOXO-Transkriptionsfaktoren ............c.ccococvineiiiininnnn, 12
1.3.5 FOXO-Transkriptionsfaktoren und angeborene Immunitat......................... 16

1.4 Fragestellung .......ooeiiee s 19

2 Material und MethOGEN.........ociiiiiiiceee e 20
2.1 GBIEALE ... et 20
2.2 SOTEWANE. ... 20
2.3 TIEIVEISUCKE ... 21
2.4 ZEITKUITUT .. 21
2.4.1  Kultivierung von Calu-3-Zellen...........ccoooiiiiiiiiii e 21
2.4.2  Kultivierung primérer humaner Bronchialepithelzellen (HBEC)................ 22

2.5 BaKIEIIEN ..o 22



2.5.1  Nontypeable Haemophilus influenzae (NTHI) .......cocovveveiieiiereie e 22

2.5.2  Pseudomonas aeruginosa PAOL..........ccccooiiiiiiiene i 23
2.6 SIRNA-TIANSTEKLION ...t e 23
2.7 StIMUIAtIONSEXPEITMENTE .......eiieeieieie e eneas 24

2.7.1  Stimulation mit BaKEITEN ........ccveiiiiiiiiciieeee s 24

2.7.2  Stimulation mit TLR-Agonisten und ZytoKinen ..........cccccoeevvnenininniienienns 25
2.8 RINACISOIAEION ... 25
2.9 CONA-SYNTNESE ... 26
2.10  Quantitative Real-time-PCR.........ccoiiiie e 26
2.11  Transkriptionsfaktorbindeassay..........ccoceeeveriiiiininiecee e, 27
2.12  Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA).......ccccoceviviiiicieciecie e 27
2.13  NTHI-INternaliSIErUNgSaSSaY .......cuciveeveieerieeiesieesreeieseeseesresreesreeseesree e eneeanes 28
2.14  LDH-ZYtOtOXIZITAISASSAY.....cveereirieiieeiesiee e eie st e ste e ste e ste e sreenneane 29
2.15  ImmunfluoreszenzmikroSKOPIE ........cccoviiieieereiicce e 30
2.16  Gewinnung von humanem Bronchialgewebe............ccccccovveiiiicie i 30
2.17  IMMUNNISTOCNEIMIE ...t 31
2.18  StatiStISCNE ANAIYSE .....ecveieieee et 32

ErBINISSE ...t 34

3.1 Bakterielle Infektion fiihrt zur Aktivierung von FOXO-Transkriptionsfaktoren
in Atemwegsepithelzellen INVIVO ... 34

3.2 Bakterielle Infektion fiihrt zur Aktivierung von FOXO-Transkriptionsfaktoren

in Atemwegsepithelzellen IN VILIO..........cooviiiiiiic e 36

3.3 Bakterielle Infektion hat keinen Einfluss auf die pulmonale FOXO3-Expression

3.4 Nach Infektion nukledr translozierte FOXO-Transkriptionsfaktoren sind
tranSKriptioNell AKEIV ..........coiiii e 37

35 Suppression der Expression von FOXO1 und FOXO3 in Calu-3-Zellen durch



Vi

3.6 FOXO-Transkriptionsfaktoren regulieren Expression und Freisetzung von

Faktoren der angeborenen Immunitét in Atemwegsepithelzellen............cccccoovveivienn, 40

3.7 FOXO-Transkriptionsfaktoren beeinflussen die Internalisierung von NTHi in
AtemWegsepPItNelZellEN ...... ..o 44

3.8 Validierung des NTHi-InternalisSierungsassays .........cccoververerieeneerieseesieeneenns 45

3.9 FOXO1/3-silencing hat keinen Einfluss auf die TLR5-vermittelte angeborene

Immunantwort von Atemwegsepithelzellen ... 47

3.10 FOXO1/3-silencing hat keinen Einfluss auf die IL-1B-vermittelte angeborene

Immunantwort von Atemwegsepithelzellen ... 48

3.11 FOXO-Transkriptionsfaktoren sind essenziell fir die TLR3-vermittelte

angeborene Immunantwort von Atemwegsepithelzellen ..., 49

3.12 FOXO1/3-silencing hat keinen Einfluss auf die Expression von TLR3 in

AtemWegSsepIthelZElIEN ............ooii i 51

3.13  Stimulation von Atemwegsepithelzellen mit Poly-(I:C) in einer Konzentration

von 1 pg/ml flhrt nicht Zum Zeltod............coov e 52

3.14  Suppression der Expression von FOXO1 und FOXO3 in priméren humanen
Bronchialepithelzellen durch SIRNA ..o 53

3.15 Einfluss von Insulin auf die FOXO-vermittelte angeborene Immunantwort in

priméren humanen Bronchialepithelzellen ..., 54

3.16  Einfluss von Insulin auf die Internalisierung von NTHi in primaren bronchialen

AteMWEGSEPItNEIZEIEN ... 57

3.17 Die TLR3-induzierte FOXO-Aktivierung ubertrifft die insulininduzierte
FOXO-INAKEIVIEIUNG ...ttt bbbt 58

3.18 FOXO-Transkriptionsfaktoren sind aktiv in Patienten mit akuter und

chronischer Infektion der ATEMWEGE ........covviiiieiie e 59
DISKUSSION ...ttt bbbttt bt s et e e beeneenreas 62

4.1 FOXO-Transkriptionsfaktoren  als  transkriptionelle  Regulatoren  der

angeborenen IMMUNITAL ...........ccooiiiiii e 62

4.2 FOXO-Transkriptionsfaktoren und  spezifisches Antwortverhalten von
AtemMWegSePIthelZEIIEN ... 64



4.3 FOXO-Transkriptionsfaktoren ~ als  Mediatoren  endosomaler  TLR-
SIgNAITANSAUKLION ...t ans 65

4.4 FOXO-Transkriptionsfaktoren und Internalisierung von Pathogenen in
AtemWegsepIthelZellen ..o 67

4.5 FOXO-Transkriptionsfaktoren ~ als  Integratoren  metabolischer ~ und

IMMUNOIOGISCRET SIFESSOIEN .....vecuviieiecie ettt ae e nreas 68
4.6 Die Rolle von FOXO bei akuter und chronischer Infektion der Lunge............ 71
4.7 AUSDIICK. ... 73
LIteratUrVerZEICHNIS ........oiiiiieicieseee s 74
AN 4] 0T g o SRS PSRRI 99
6.1 PUBITKATIONEN ... 99
6.1.1  Peer Review PUDIKAtIONEN ..........coviiiiiiiiiiieee s 99
6.1.2  TagUNGSDEITIAGE ..c.eeeeeeeiiieieieeee e 100
6.2 Erklarung gemél 8 7 ADS. LN 4 ..o 101
6.3 LEDENSIAUT ... 102

vii






1 Einleitung

1.1 Die angeborene Immunitat des Respirationstraktes

Die epitheliale Oberflache der Atemwege und Lungen stellt die grofite Kontaktflache des
Korpers mit der aulleren Umgebung dar und unterliegt einer kontinuierlichen Exposition
gegeniiber respiratorischen Pathogenen. Zur Verhinderung von Infektionen der Lunge
und Kolonialisierung der Atemwege mit Mikroorganismen verfugt das Atemwegsepithel
uber effektive Immunmechanismen. Eine wichtige Komponente innerhalb dieses
komplexen Systems sind neben professionellen Immunzellen (z.B. Makrophagen und

Granulozyten) die Epithelzellen der Atemwege.

1.1.1 Die Bedeutung chronischer bakterieller Infektionen der Atemwege

Die Frage, ob die unteren Atemwege steril sind, oder ein Mikrobiom der Lunge existiert,
ist nach heutigem Wissenstand nicht abschlieRend zu beantworten [41]. Fest steht jedoch,
dass klassische pathogene Bakterien wie H. influenzae und P. aeruginosa bei gesunden
Individuen auch mit hochsensitiven Methoden zumeist nicht nachweisbar sind [74]. Eine
wichtige Rolle spielt die chronische Infektion der unteren Atemwege jedoch bei
Erkrankungen wie der Chronisch-obstruktiven Lungenkrankheit (COPD) oder der
Cystischen Fibrose (CF).

Bei der COPD induzieren exogene Stimuli (beispielsweise Zigarettenrauch) einen Defekt
der angeborenen Immunitdt der Lunge [164]. Dadurch kommt es einerseits zu
rezidivierenden akuten Infektionen, die klinisch als akute Exazerbationen manifest
werden, andererseits zur Etablierung chronischer Infektionen der Atemwege mit
Pathogenen. Der bei COPD am haufigsten anzutreffende kolonialisierende Keim ist NTHi
[128,206]. NTHi ist dabei in der Lage, in den Atemwegen von COPD-Patienten dauerhaft
zu persistieren und lasst sich mit antibiotischer Therapie meist nicht eradizieren [159].
Hé&ufig lasst sich NTHi im Atemwegsepithel von COPD-Patienten auch intrazellul&r
nachweisen [13].

Auch bei der CF gehen neuere Untersuchungen davon aus, dass die chronische Infektion

der Atemwege die zentrale Komponente des pathophysiologischen Geschehens darstellt



[33]. Dabei werden in einer altersabhangigen Sequenz verschiedene Bakterienspezies und
—stdmme durchlaufen, bis sich meist ein dominanter Stamm etabliert, der nicht mehr
geklart werden kann [27]. In Kindesalter am h&ufigsten nachweisbar sind Staphylococcus
aureus und NTHIi [156]. Diese fihren zu einer frihen Schédigung des Atemwegsepithels.
Hierdurch wird die Suszeptibilitat fir Infektionen mit P. aeruginosa erhoht [119], dem
Keim der bei ca. 80% der (ber 18-jahrigen Patienten nachweisbar ist [179]. Die
kolonialisierenden P. aeruginosa-Stamme weisen eine Vielzahl von Mutationen auf [123].
Sie sind gekennzeichnet durch eine ausgesprochen hohe Resistenz und persistieren haufig
jahrzehntelang [35].

Die chronische Infektion der Atemwege mit pathogenen Bakterien stellt sowohl bei der
COPD, als auch der CF nicht nur ein Epiphdnomen dar, sondern ist mal3geblich fir die
jeweils typische Destruktion der Atemwege verantwortlich [27,163]. Daher ist die
Erforschung der Interaktion zwischen Wirtsorganismus und Pathogen innerhalb der

Atemwege wesentlich fir das Verstandnis dieser bedeutenden Erkrankungen.

1.1.2 Die angeborene Immunitat des Atemwegsepithels

Das Atemwegsepithel der groflen luftleitenden Atemwege ist ein pseudostratifiziertes
Epithel. Es ist im Wesentlichen aufgebaut aus gering differenzierten Basalzellen,
zilientragenden Zellen, mukusproduzierenden Becherzellen, und den sekretorischen
Clarazellen [153,155].

Klassischerweise wurden als Immunfunktionen des Atemwegsepithels vor allem einfache
Mechanismen wie die Bildung einer mechanischen Barriere mit Hilfe von Tight junctions
und die mukoziliagre Clearance betrachtet. In der vergangenen Dekade wurde das
Atemwegsepithel jedoch zunehmend als immunologisch aktive Struktur identifiziert, die
auch komplexe Funktionen innerhalb der angeborenen Immunitét des Respirationstraktes
wahrnimmt [12,15,41,73,144,185]: Atemwegsepithelzellen produzieren ein breites
Spektrum antimikrobieller Substanzen, darunter Defensine und Cathelizidin, und tragen
so zur Verhinderung bakterieller Infektionen bei. Darlber hinaus sind
Atemwegsepithelzellen dazu in der Lage, Pathogene spezifisch zu erkennen und
daraufhin in einen immunologisch aktiven Zustand Uberzugehen. Dabei werden die
Produktion  antimikrobieller ~ Substanzen  gesteigert und durch  Freisetzung

proinflammatorischer Zytokine professionelle Immunzellen aktiviert. Die durch die



aktivierten Immunzellen freigesetzten Substanzen, wie 1L-17 und IL-1p, tragen zusatzlich
zur Steigerung der immunologischen Aktivitat des Atemwegsepithels bei. Damit stellt das
Atemwegsepithel eine zentrale Komponente der angeborenen Immunitét dar und spielt
auch fur die Initialisierung und Amplifizierung komplexer Immunmechanismen eine
wichtige Rolle.

Die spezifische Pathogenerkennung durch Atemwegsepithelzellen erfolgt Uber die
Detektion konservierter mikrobieller Strukturen, so genannter PAMPs (pathogen-
associated molecular patterns). Hierbei handelt es sich um Bestandteile wvon
Mikroorganismen, deren Expression aufgrund ihrer lebenswichtigen Funktion essenziell
und kaum durch Mutation zu verdndern ist [3]. Da PAMPs spezifische Produkte
mikrobieller Stoffwechselwege sind, erlauben sie dem Immunsystem des Wirts zudem die
Differenzierung korpereigener und korperfremder Strukturen [125]. Zu den PAMPs
zahlen beispielsweise Bestandteile der bakteriellen Zellwand oder bakterielle und virale
Nukleinsduren. PAMPs werden erkannt durch Mustererkennungsrezeptoren (,,pattern-
recognition receptors®, PRRs), zu denen unter anderem die membranstédndigen Toll-like-
Rezeptoren (TLRs), sowie die zytosolischen NOD-like- und RIG-I-like-Rezeptoren
gehoren [106].

1.1.3 Pathogenerkennung durch epitheliale Toll-like-Rezeptoren

Die Familie der Toll-like-Rezeptoren besteht aus zehn humanen, bzw. zwdlf murinen

Genen [95]. Das Atemwegepithel exprimiert das komplette Spektrum an TLRs [144,165].
Eine Auflistung der humanen TLRs und der detektierten PAMPs findet sich in Tabelle 1.



Tabelle 1. Liste der humanen Toll-like-Rezeptoren und ihrer Liganden

TLR Typischer Ligand (Beispiel) Referenz
TLR1 Lipopeptide [173]
TLR2 Lipoteichonsdure [162]
TLR3 dsRNA 4]
TLR4 Lipopolysaccharid [151]
TLR5 Flagellin [68]
TLR6 Lipoproteine [136]
TLR7 sSRNA [70]
TLR8 sSRNA [70]
TLR9 CpG-DNA [72]
TLR10 unbekannt [57]

Strukturell handelt es sich bei den Toll-like-Rezeptoren um Transmembranproteine vom
Typ | mit drei Doménen [95]: Die Ektodoméne ist durch Leucin-reiche
Wiederholungseinheiten charakterisiert und vermittelt die spezifische PAMP-Erkennung.
Eine integrale Transmembrandoméne dient der Verankerung des Proteins in der
Membran. Die intrazellulére Toll-Interleukin-1-Rezeptor-Domane (TIR-Doméne) fungiert
als Bindungsstelle fir verschiedene TIR-Adapterproteine und vermittelt so die
intrazellulare Signaltransduktion. Die Gruppe der TIR-Adapterproteine umfasst MyD88,
TRIF, TRAM und TIRAP, die ebenfalls alle Uber eine TIR-Doméne verfiigen.

Lokalisiert sind TLRs je nach Subtyp in verschiedenen Kompartimenten, darunter
Plasmamembran, Endosom, Lysosom und Endolysosom [3]. Fir die Aktivierung in
intrazellularen Kompartimenten lokalisierter TLRs ist demnach die Internalisierung von
PAMPs erforderlich [3].

Die intrazellulare Signaltransduktion der TLRs lasst sich in zwei getrennte Signalwege
unterteilen, die nach den jeweils beteiligten Adapterproteinen bezeichnet werden.
Hiernach unterscheidet man den MyD88-abhdngigen Signalweg und den TRIF-
abhangigen Signalweg (s. Abbildung 1).
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Abbildung 1. Schematische Darstellung der Signaltransduktion von TLR4 und TLR3

Die CD14-abhéngige Bindung von LPS an den TLR4/MD2-Komplex auf der Zelloberflache flhrt zur
Initialisierung des MyD88-abhangigen Signalweges. Hierbei kommt es zur Rekrutierung von TIRAP und
MyD88, sowie in der Folge zur frihen NF-xB-Aktivierung. Diese resultiert in der Transkription
proinflammatorischer Zytokine.

Im Gegensatz hierzu induziert die Aktivierung von endosomalem TLR4 und TLR3 den TRIF-abhangigen
Signalweg, der einerseits Ober IRF3-Aktivierung zur Transkription von Typ-I-Interferon und Typ-I-
Interferon-induzierbarer Gene fihrt, andererseits Uber eine spate NF-kB-Aktivierung zur Transkription
proinflammatorischer Zytokine.

Der MyD88-abhangige Signalweg

Mit Ausnahme von TLR3 sind alle TLRs zur Aktivierung des MyD88-abhangigen
Signalweges fahig, dessen Endstrecke die Aktivierung von NF-kB und die Produktion
proinflammatorischer Zytokine ist [95].

Nach Bindung des TLR-Liganden und Rezeptoraktivierung kommt es zur Rekrutierung
des TIR-Adapterproteins MyD88 [95]. MyD88 bhindet entweder direkt an die TIR-
Domane des aktivierten Rezeptors oder, im Falle von TLR2 und TLR4, indirekt tber das
an den TLR gebundene Adapterprotein TIRAP [95]. Anschlielend erfolgt die
Rekrutierung und Aktivierung mehrerer Kinasen vom Typ IRAK (,IL-1R-associated



kinase®), zunidchst IRAK-4, dann sequenziell weitere (IRAK-1, IRAK-2, IRAK-M)
[93,95]. Diese aktivieren TRAF6 [29,95]. Uber diverse Zwischenschritte kommt es zur
Aktivierung des IKK-Komplexes mit anschlieBender Phosphorylierung des NF-kB-
Inhibitors kB und damit Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB. Dieser induziert
die Transkription inflammatorischer Zytokine und weiterer Faktoren, darunter IL-6, IL-8,
TNF und das Defensin hBD-2 [34,107,114,182].

Der TRIF-abh&angige Signalweg

Der TRIF-abhédngige Signalweg (auch MyD88-unabhangiger Signalweg genannt) wird
nur durch endosomales TLR4 und TLR3 aktiviert und fuhrt neben der Aktivierung von
NF-xB auch zur Induktion von Typ-I-Interferonen und Typ-I-Interferon-induzierbarer
Gene [95].

Nach TLR-Aktivierung kommt es zur Rekrutierung des TIR-Adapterproteins TRIF, das
im Falle von TLR3 direkt an die TIR-Doméne des TLR bindet [106]. Bei TLR4 erfolgt
die Bindung auch hier indirekt, in diesem Fall (ber das zwischengeschaltete
Adapterprotein TRAM [199]. Anschlieend induziert TRIF die Rekrutierung und
Aktivierung von TRAF6 und RIP-1, was unter Beteiligung diverser weiterer Faktoren
schlielich die Aktivierung von NF-«xB einleitet [95].

Dariiber hinaus fihrt der TRIF-abhangige Signalweg zur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors IRF3. Dieser induziert die Transkription von Typ-I-Interferonen, die
wiederum die Transkription Typ-I-Interferon-induzierbarer Gene (wie das Chemokin IP-
10) hervorrufen [3]. Zusétzlich induziert IRF3 die Transkription von IP-10 auch direkt
[75,137].

Als in der vorliegenden Arbeit wichtige TLRs werden in den folgenden Abschnitten
TLR4 und TLR3 néher beschrieben.



1.1.4 Toll-like-Rezeptor 4

TLR4 ist der zuerst identifizierte TLR und wurde als Rezeptor flr Lipopolysaccharid
(LPS), einen Bestandteil der Zellwand gramnegativer Bakterien wie Nontypeable H.
influenzae (NTHIi) und P. aeruginosa, beschrieben [95]. Neben LPS wurde eine Vielzahl
weiterer TLR4-Liganden identifiziert, darunter mikrobielle PAMPs wie Pneumolysin aus
Streptococcus pneumoniae und das RSV-Fusionsprotein, aber auch endogene Substanzen
wie Surfactantprotein A und Fibrinogen [3,63].

TLR4 liegt in zwei Subpopulationen vor. Ein Teil ist auf der Zelloberflache lokalisiert, ein
anderer Teil befindet sich im endosomalen Kompartiment [95].

Als einziger TLR ist TLR4 in der Lage, sowohl den MyD88-abhé&ngigen als auch den
TRIF-abh&ngigen Signalweg zu aktivieren, woran alle vier bekannten TIR-
Adapterproteine beteiligt sind [95]. Oberflachen-TLR4 bildet mit dem Protein MD2 einen
Komplex, der als Bindekomponente fir LPS agiert [2]. Dartiber hinaus ist Oberflachen-
TLR4 auf den Corezeptor CD14 angewiesen. CD14 bindet Komplexe aus LPS und LPS-
binding peptide (LBP) und bringt diese mit TLR4/MD?2 in Interaktion [3,95,108]. Die
anschlieBende TLR4-vermittelte angeborene Immunreaktion lauft wie folgt ab: An der
aktivierten intrazellularen TIR-Doméne kommt es zur Rekrutierung des TIR-Adapters
TIRAP. Dieser wiederum rekrutiert MyD88, was zur Initialisierung des MyD88-
abhangigen Signalweges fiihrt. Dies resultiert in einer frihen NF-xB- und MAPK-
Aktivierung. AnschlieRend kommt es CD14-abhdngig zur Rezeptorendozytose.
Endosomales LPS bindet unmittelbar an endosomales TLR4. Dies induziert die
Rekrutierung des TIR-Adapters TRAM, der seinerseits die Verbindung zu TRIF herstellt.
Es folgt die Initialisierung des MyD88-unabhangigen Signalweges, der zu einer spaten
NF-kB- und MAPK-Aktivierung, sowie zu einer Aktivierung von IRF3 fihrt
[49,67,90,91,95,176,199,205].

In Atemwegsepithelzellen, die einer frequenten Stimulation durch LPS unterliegen,
reichert sich TLR4 bevorzugt endosomal an [65]. Zudem ist die Funktion von
Oberflachen-TLR4 in  Atemwegsepithelzellen durch niedrige Expression der
Corezeptoren MD2 [87] und CD14 [58] limitiert.



1.1.5 Toll-like-Rezeptor 3

TLR3 wurde erstmals beschrieben als Rezeptor fiir das synthetische dsRNA-Analogon
Poly-(I:C) [95]. Weitere Aktivatoren von TLR3 sind dsRNA diverser viraler Spezies [3],
aber auch endogene Liganden wie unabhéngig von viraler Infektion freigesetzte RNA aus
Wirtszellen [31,92]. Dartiber hinaus wurde TLR3 auch eine Bedeutung bei bakteriellen
Infektionen  zugesprochen. So  wurde  gezeigt, dass  Stimulation von
Atemwegsepithelzellen mit NTHi zur direkten Aktivierung des TLR3-Signalweges flhrt
[177]. Die Expression von TLR3 in Atemwegsepithelzellen nach Infektion mit NTHi ist
erhoht [157]. Wie auch in den meisten anderen Zellen [3], wird TLR3 im
Atemwegsepithel ausschlie3lich endosomal exprimiert [64]. Besonderes Merkmal von
TLR3 ist zudem, dass er nach Aktivierung als einziger TLR exklusiv den TRIF-

abhangigen Signalweg initialisiert [94].

1.2 Der PI3K-AKT-Signalweg

Der PI3K-AKT-Signalweg ist ein Mechanismus der Signaltransduktion, der eine Vielzahl
zellulérer Funktionen reguliert [28]. Zu den wichtigsten Aktivatoren des PI3K-AKT-
Signalwegs zahlen Insulin und Wachstumsfaktoren wie Insulin-like growth factor 1 (IGF-
1) [28]. Insulin bindet an den Insulinrezeptor, ein Heterotetramer bestehend aus zwei a-
und zwei B-Untereinheiten, die durch Disulfidbriicken kovalent verkn(pft sind [203]. Der
Insulinrezeptor gehdrt zu den Rezeptortyrosinkinasen. Wahrend die extrazellular
lokalisierten a-Untereinheiten fur die Ligandenbindung verantwortlich sind, verfiigen die
transmembrandren B-Untereinheiten tber eine Tyrosinkinaseaktivitat [203]. Die Bindung
von Insulin an die extrazelluldren a-Untereinheiten induziert eine Apposition der
katalytischen Doménen der integralen B-Untereinheiten. Nachfolgend kommt es zu einer
Transautophosphorylierung der B-Untereinheiten und damit zu einer Aktivierung der
Tyrosinkinase. Daraufhin werden verschiedene Adapterproteine (z.B.
Insulinrezeptorsubstrat (IRS) 1) rekrutiert, die an phosphorylierte Tyrosinreste binden
[175]. Die Adapterproteine werden anschlielend phosphoryliert und induzieren ihrerseits
entweder die Bindung weiterer Proteine an Phosphotyrosine Uber so genannte Src-

homology-2- (SH2-) Doménen oder sind enzymatisch aktiv [186].



Die Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K) bilden eine Familie von Lipidkinasen.
Verantwortlich fur die Effekte von Insulin und Wachstumsfaktoren ist hauptséchlich die
PI3K-Klasse IA [51]. Die PI3K-Klasse IA besteht aus einer regulatorischen p85- und
einer katalytischen p110-Untereinheit [43]. Die p85-Untereinheit enthdlt SH2-Domanen,
uber die die PI3K an Phosphotyrosinreste von Adapterproteinen wie IRS-1 bindet
[175,203]. Dies fuhrt zur Aktivierung der pl110-Untereinheit, die daraufhin die
Phosphorylierung des Plasmamembranlipids Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2)
an der D3-Position des Inositolrings katalysiert. Hierdurch kommt es zur Konvertierung
von PIP2 zu Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3) [28,43].

In Bereichen mit hoher PI3K-Aktivitdt kommt es zur Assemblierung von Proteinkinase B
(auch AKT genannt) und anderen Kinasen, darunter Phosphoinositide-dependent kinase 1
(PDK1), die ber so genannte Pleckstrin-Homologie-Doméanen an PIP3 binden [28,161].
Dabei gelangen AKT und Kinasen wie PDK1 in rdumliche Assoziation, so dass AKT
phosphoryliert und damit aktiviert wird [28,161]. An der Plasmamembran aktiviertes
AKT transloziert anschlieend in den Zellkern [5]. Zudem existiert ein
kernmembrangebundener Pool von PI3K, der AKT direkt im Nukleus aktivieren kann
[184]. Im Zellkern kommt es zur unter anderem zur Phosphorylierung von FOXO-
Transkriptionsfaktoren [23], die zu den wichtigsten Substraten von AKT zahlen [59].

Die Aktivitat der PI3K (und damit indirekt die von AKT) kann durch die Substanz
LY 294002 spezifisch und reversibel inhibiert werden [187].

1.3 FOXO-Transkriptionsfaktoren

1.3.1 Die Familie der Forkhead-Box-Transkriptionsfaktoren

Die Gruppe der humanen FOXO-Transkriptionsfaktoren gehort zur Familie der Forkhead-
Box-Transkriptionsfaktoren, einer hochkonservierten Klasse von Proteinen, die in allen
eukaryotischen Zellen vorkommt [59]. Gemeinsames Merkmal aller Proteine aus dieser
Familie ist die namensgebende Doméne ,,Forkhead Box* [89].

Die Erstbeschreibung der Forkhead-Box-Familie erfolgte im Jahr 1989 durch Weigel et
al. mit dem Forkhead-Gen der Fliegenart Drosophila melanogaster. Der Ausfall dieses

Gens fuhrt zum Auftreten abnormer Ektopien im Bereich des Kopfes, die die Form einer



Gabel haben und der Familie ihren Namen gaben [195].

Beim Menschen wurden tber 100 verschiedene Forkhead Box Proteine identifiziert. Auf
Basis phylogenetischer Analysen der bekannten Gensequenzen wurde im Jahr 2000 durch
Kaestner et al. eine bis heute gultige Klassifikation der Fox-Proteine von Vertebraten
vorgelegt. Nach dieser werden sequenziell dhnliche Vertreter in die Subgruppen FoxA bis
FoxS eingeordnet [89]. Die Kilassifikation ist auf der Internetseite
http://biology.pomona.edu/fox/ abrufbar.

Die in der Klassifikation vorgeschlagene Nomenklatur sieht vor, humane Fox-Gene mit
GroRbuchstaben zu kodieren (z.B. FOXO1). Murine Fox-Gene werden mit einem
initialen GrofRbuchstaben gekennzeichnet (z.B. Foxol), Gene anderer Chordataspezies
werden zusétzlich mit einem Kkapitalisierten Subgruppenbuchstaben versehen (z.B.
FoxO1) [89]. Die Nomenklatur wird jedoch in der Literatur nicht einheitlich verwandt.
Funktionell bildet die Forkhead-Box-Familie eine heterogene Gruppe, deren \Vertreter an
diversen organischen Prozessen beteiligt sind [110]. Foxel beispielsweise ist fir die
kraniopharyngeale Entwicklung von Bedeutung, Foxil ist wichtig fir die Formation des
vestibulochochlearen Systems und FOXP2 wird mit der Sprachentwicklung in
Verbindung gebracht [30].

1.3.2 Die Forkhead-Box-Domane

Die Forkhead-Box, abgekiirzt auch ,,Fox“ oder ,FKH-Domine®, ist ein evolutionér
konserviertes Motiv, das in allen Proteinen der Forkhead-Box-Familie vorkommt [140].
Es handelt sich dabei um eine charakteristische Struktur von etwa 110 Aminosauren
Lange, bestehend aus drei Alpha-Helices (H1, H2, H3), die von zwei Schleifen (W1, W2)
flankiert werden, was durch den geldufigen Ausdruck ,,winged helix* verbildlicht wird
(Abbildung 2) [32,110]. Die Forkhead-Box bildet die Grundlage firr die Bindung von
Forkhead-Box-Transkriptionsfaktoren an die DNA und die Regulation der Transkription.
Die DNA-Erkennung wird hauptsachlich durch die Helix H3 vermittelt, indem diese sich
in die GroRe Furche einlagert und Gber Wasserstoffbriickenbindungen und van-der-Waals-
Krafte an die jeweilige DNA-Konsensussequenz bindet [140]. An der Stabilisierung des
Protein-DNA-Komplexes sind auch weitere Strukturen der Forkhead-Box beteiligt [140].
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Abbildung 2. Struktur der Forkhead-Box-Domane (aus [110])

Drei Alpha-Helices (H1, H2, H3) werden von zwei Schleifen (W1, W2) flankiert und bilden die so
genannte ,,winged-helix“-Struktur, die die Bindung von Forkhead-Box-Transkriptionsfaktoren an die DNA
vermittelt.

1.3.3 Die Forkhead-Box-Klasse O

Die Familie der humanen Forkhead-Box-Transkriptionsfaktoren der Klasse O (FOXO)
umfasst vier Mitglieder [26] (

Tabelle 2). FOXO-Transkriptionsfaktoren sind beteiligt an der Regulation einer Vielzahl
zellulérer Prozesse, darunter Differenzierung [10], Metabolismus [66], Zellzyklusarrest
[105,124,135,178], DNA-Reparatur [53], oxidative Stressresistenz [104,138] und
Apoptose [22,38,127]. Die Helix H3 der Fox-Doméne von FOXO bindet an zwei
verschiedene DNA-Konsensussequenzen: 5 -TTGTTTAC-3" (Daf-16 family member-
binding element [DBE]) [42,54,198] und 5'-(C/A)(A/IC)AAA(CIT)AA-3" (insulin
response element [IRE]) [140]. Zum Teil werden in der Literatur auch die jeweiligen
Komplementérsequenzen angegeben, zudem scheint es bei einzelnen Basen Variationen
zu geben [17,59,140]. Die DBE-Sequenz wird mit hoherer Affinitét als die IRE-Sequenz
erkannt [140]. An die DNA gebundenes FOXO wirkt als Aktivator der Transkription des
jeweiligen Zielgens [26]. Eine Auswahl wichtiger Gene, deren Transkription durch FOXO
beeinflusst wird, ist in Tabelle 3 aufgefihrt. Fir einige Gene ist auch eine
transkriptionelle Repression durch FOXO beschrieben [48,152,160]. Aufgrund ihrer
gemeinsamen  DNA-Konsensussequenzen  agieren  FOXO-Transkriptionsfaktoren

zumindest teilweise untereinander redundant [42].
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Tabelle 2. Uberblick tiber die Mitglieder der humanen FOXO-Familie

Name Alternative Bezeichnungen

FOXO01 FKH1; FKHR; FOXO1A

FOXO03 FOXO3A; FOX02; AF6g2l; FKHRL1; FKHRL1P2; MGC12739; MGC31925;
DKFZp781A0677

FOX04 AFX; AFX1; MLLT7; MGC120490

FOX06

Tabelle 3. FOXO-Zielgene (Auswahl)

Bezeichnung Kategorie Referenz
Fas Ligand Apoptose [22]

Bim Apoptose [38]
TRAIL Apoptose [127]
P27kipl G1 Zellzyklusarrest [124,135]
P130 G1 Zellzyklusarrest [105]
GADD45 G2 Zellzyklusarrest und DNA-Reparatur [53,178]
Cyclin G2 G2 Zellzyklusarrest [178]
MnSOD Detoxifikation reaktiver O,-Spezies [104]
Catalase Detoxifikation reaktiver O,-Spezies [138]
Glucose-6-Phosphatase Metabolismus [66]
Phosphoenolpyruvatcarboxykinase | Metabolismus [66]
IGFBP1 Transport von IGF-1 [66]

1.3.4 Regulation von FOXO-Transkriptionsfaktoren

Die Aktivitdt von FOXO-Transkriptionsfaktoren wird auf Proteinebene durch eine
Vielzahl posttranslationaler Modifikationen (PTM) gesteuert. Hierzu zédhlen
Phosphorylierung, Ubiquitinierung und Acetylierung. Hinzu kommen eine Reihe von
Protein-Protein-Interaktionen [37] und Glykosylierung [79]. Aufgrund der groRRen Varietat
an PTM wird derzeit davon ausgegangen, dass nicht eine bestimmte Modifikation fiir eine
bestimmte Funktion steht, sondern vielmehr das Zusammenspiel entscheidend ist [42].
Dieses als ,,FOXO Code“ beschriecbene Muster verschiedener PTM bestimmt das
transkriptionelle Programm [26].

Einen schematischen Uberblick iiber die grundlegenden Regulationsmechanismen von
FOXO gibt
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Abbildung 3. Das bisher noch wenig erforschte Familienmitglied FOXO6 unterliegt
grundlegend anderen Mechanismen der Regulation und stellt insofern eine Ausnahme dar
[85,100]. FOXOG6 ist daher nicht Gegenstand der folgenden Erl&uterungen.

A insulin B

AKT  PI3K

L @ /transcriptioq

— 04 fPisk

<>
L |

C insulin

nucleus

Abbildung 3. Regulation von FOXO-
Transkriptionsfaktoren

8 (Pisk
- (A) In Anwesenheit von
<«— stress kinases Wachstumsfaktoren und  Insulin  wird

o FOXO durch AKT PI3K-abhéngig
t t

L @ / ranscnpwn] phosphoryliert. Dies fuhrt zu nukleérer
nucleus

Exklusion und transkriptioneller Inaktivitat.

(B) In Abwesenheit von Wachstumsfaktoren und Insulin bindet FOXO an die DNA-Konsensussequenz und
vermittelt die Zielgentranskription.

(C) Unter Einfluss von zellularem Stress wird FOXO (ber verschiedene Mechanismen, darunter
Stresskinase-vermittelte Phosphorylierung und Inaktivierung von Adapterproteinen, aktiviert und ist
transkriptionell aktiv (auch in Anwesenheit von Insulin).

Phosphorylierung

FOXO-Transkriptionsfaktoren sind Substrate einer Reihe von Kinasen, die durch Insulin
bzw. Wachstumsfaktoren aktiviert werden. Als ein zentraler Mechanismus der FOXO-
Regulation wird der PI3K-AKT-Signalweg angesehen. [26,59,69,184]. Die Regulation
von FOXO uber den PI3K-AKT-Signalweg ist evolutionér konserviert [76,184]

In Abwesenheit von Wachstumsstimuli wie Insulin und IGF-1 liegt FOXO im aktivierten
Zustand vor, bindet im Zellkern an die DNA und vermittelt die Transkription seiner
Zielgene [26,59].

Unter dem Einfluss von Insulin bzw. IGF-1 erfolgt die Aktivierung von AKT durch PI3K
wie in Kapitel 1.2 beschrieben. Dadurch kommt es zur Phosphorylierung von FOXO

durch AKT, was in einer Sequestrierung von FOXO im Zytoplasma und damit in einer
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Unterbindung der transkriptionellen Aktivitét resultiert [18,22,103].

AKT phosphoryliert FOXO an drei sequenziellen Phosphorylierungsstellen, die hier in
der Reihenfolge ihrer préferenziellen Phosphorylierung durch AKT [24,133,154]
nummeriert sind: Die erste Phosphorylierungsstelle liegt innerhalb der Forkhead Box (bei
FOXOL1: Ser256; bei FOXO3: Ser253) und Uberlappt mit dem so genannten Nuclear
localization signal (NLS)-Motiv; die zweite Phosphorylierungstelle befindet sich im N-
terminalen Bereich (bei FOXO1: Thr24; bei FOXO3: Thr32), eine weitere liegt C-
terminal (bei FOXO1: Ser319; bei FOXO3: Ser315) [59,81]. Alle drei genannten Stellen
beeinflussen im phosphorylierten Zustand die Funktion von FOXO in erster Linie durch
die Rekrutierung von 14-3-3-Proteinen [22,23]. 14-3-3-Proteine sind eine Klasse von
Adaptermolekilen, die die Funktion von Proteinen durch Bindung an phosphorylierte
Zielsequenzen modulieren [130,183]. Durch Bindung von 14-3-3 an FOXO kommt es zur
Maskierung des NLS und daraus resultierend zur Translokation in das Zytosol
[23,141,208]. Zusatzlich wird die DNA-Bindung durch 14-3-3 behindert [184]. Die AKT-
vermittelte Inhibition von FOXO kann durch PI3K-Inhibitoren wie LY294002
aufgehoben werden, resultierend in nukleérer Akkumulation von FOXO [204].

Analog zu AKT erfolgt die Regulation von FOXO (ber Serum-and-glucocorticoid-
inducable kinases (z.B. SGK-1). SGK-1 unterliegt wie AKT der Regulation durch den
PI3K-Signalweg und phosphoryliert FOXO an den gleichen Stellen (jedoch mit
unterschiedlicher Praferenz) [24]. Uber SGK-1 hemmen beispielsweise Glukokortikoide
die Aktivitdt von FOXO3 [197]. Daruiber hinaus existieren auch andere Signalprozesse,
die durch Phosphorylierung von FOXO inhibierend wirken, darunter IxB-kinase und
Proteinkinase A; im Gegensatz zur Regulation ber den PI3K-Signalweg sind diese
jedoch zumeist spezifisch fiir einzelne FOXO-Subtypen [26,80,81,184].

Neben den genannten Mechanismen, die FOXO phosphorylierungsabhangig inhibieren,
existieren weitere, die aktivierenden Einfluss ausiiben [81]. Diese Signalprozesse werden
Uberwiegend induziert durch verschiedenen Stressreize wie reaktive Sauerstoffspezies
oder DNA-Schadigung [81]. Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang, dass die
beschriebenen Mechanismen der Aktivierung von FOXO-Transkriptionsfaktoren durch
Stresskinasen die inhibierenden Mechanismen des PI3K-Signalwegs Ubertreffen und
somit auch in Anwesenheit von Insulin und Wachstumsfaktoren zur Aktivitat von FOXO
fuhren [26,59].

Der Prototyp dieser Regulatoren ist die c-Jun-N-terminale Kinase (JNK). JNK gehort zu

den MAP-Kinasen und wird unter anderem durch eine Vielzahl von Stimuli, darunter
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oxidativer Stress, TLR-Aktivierung und Zytokine aktiviert [9,44]. Die JNK-abhangige
Regulation von FOXO ist &hnlich wie die tber den PI3K-AKT-Signalweg evolutionar
konserviert [81].

In Antwort auf die genannten Stimuli phosphoryliert INK FOXO4 direkt, wodurch es zur
nukledren Akkumulation und transkriptionellen Aktivitat kommt [44]. Obwohl diese Art
der direkten Phosphorylierung fiir die Subtypen FOXO1 und FOXO3 bisher nicht in vivo
gezeigt werden konnte, fihrt JNK auch hier zu einer Aktivierung [81]. Tats&chlich ist
JNK dazu in der Lage, 14-3-3 zu phosphorylieren [181,202], wodurch die Interaktion mit
FOXO unterbunden wird [170]. Somit ist FOXO trotz Phosphorylierung durch AKT
transkriptionell aktiv [59]. Zudem hemmt JNK die Aktivitat von AKT, wodurch es zu
einer verminderten Phosphorylierung und erhéhter Aktivitat von FOXO kommt [171].

Ein weiterer Aktivator von FOXO ist die Ste20-like kinase-1 (MST-1). MST-1
phosphoryliert FOXO-Transkriptionsfaktoren bei oxidativem Stress an einer
konservierten Phosphorylierungsstelle innerhalb der Forkhead-Doméne. Dadurch kommt
es zur Unterbrechung der Bindung von FOXO und 14-3-3, wodurch FOXO aktiviert wird
[111].

Ein anderer Stressfaktor, der zur Aktivierung von FOXO fiihrt, ist Energiemangel [42,61].
Bei einem hohen Verhéltnis von Adenosinmonophosphat zu Adenosintrisphosphat kommt
es zur Aktivierung der Adenosinmonophosphat-activated protein kinase (AMPK). AMPK
phosphoryliert FOXO an mehreren Serinresten. Dies fiihrt, anders als beispielsweise bei
JNK, nicht zu Veranderungen der subzelluldaren Lokalisation, sondern aktiviert durch
Anderungen des Acetylierungsstatus im Zusammenspiel mit anderen aktivierenden

Faktoren ein bestimmtes transkriptionelles Programm [42,191].

Ubiquitinierung

Neben den transienten Regulationsmechanismen der subzelluldren Lokalisation und
Funktion von FOXO erfolgt eine Regulation der absoluten FOXO-Proteinmenge durch
Proteindegradation. Durch das Zusammenwirken von Abbau und De-novo-Synthese
kommt es zu einem kontinuierlichen Umsatz von FOXO, wobei die mittlere Lebensdauer
eines FOXO-Molekiils ca. 9-10 Stunden betréagt [78].

Die Degradation von FOXO wird durch Polyubiquitinierung und anschlieenden Abbau
im Proteasom vermittelt [82]. Die Polyubiquitinierung von FOXO wird durch
verschiedene Phosphorylierungen hervorgerufen. Auch hier spielt die durch Insulin oder

Wachstumsfaktoren vermittelte PI3K-AKT-abhangige Phosphorylierung eine zentrale
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Rolle [8,121,149]. Polyubiquitinierung kann jedoch auch Uber Phosphorylierung durch
weitere Kinasen vermittelt werden, darunter IKK [80] und ERK [201]. Die
Polyubiquitinierung erfolgt durch E3-Ligasen wie MDM2 (murine double minute 2)
[21,52,201] oder den SCF-SKP2-Proteinkomplex [82,190].

Die initiale Monoubiquitinierung erfolgt durch MDM2 und resultiert zunédchst in einer
Aktivierung von FOXO04 und wahrscheinlich auch FOXO3 [78,82]. Bei starker MDM2-
Aktivitat wird FOXO jedoch anschliellend weiter polyubiquitiniert und degradiert [82].
Ebenso ist es moglich das die monoubiquitiniertes FOXO durch SKP2 in die
polyubiquitinierte Form Gberfihrt wird [21].

Acetylierung

Acetylierung vermittelt die Regulation von FOXO unter Stressbedingungen [60,188].
Unter oxidativen Stressbedingungen nukledr lokalisiertes FOXO bildet einen Komplex
mit diversen Proteinen mit Histon-Acetylase-Aktivitat, darunter CBP, p300 und PCAF
[81,188]. Dies fuhrt zunéchst zur Acetylierung von FOXO, wodurch die transkriptionelle
Aktivitat zeitweilig reduziert wird [188]. Anschlielend kommt es (ebenfalls in
Abhéngigkeit von oxidativem Stress) zur Rekrutierung der Deacetylase SIRT1, die
FOXO an verschiedenen Stellen deacetyliert [25,36,77,101,131].

Der genaue Stellenwert dieser Regulation in bislang nicht vollstandig verstanden, jedoch
weisen mehrere Studien darauf hin, dass durch die SIRT1-vermittelte Deacetylierung das
transkriptionelle Programm von FOXO von Apoptose in Richtung Stressresistenz,
Zellzyklusarrest und DNA-Reparatur verschoben wird [25,77,131].

1.3.5 FOXO-Transkriptionsfaktoren und angeborene Immunitat

DAF-2 ist das Caenorhabditis-elegans-Ortholog des humanen IGF-1-Rezeptors, dessen
Aktivierung wie in den Kapiteln 1.2 und 1.3.4 beschrieben zur PI3K-abhéngigen
Deaktivierung von FOXO-Transkriptionsfaktoren flhrt. Loss-of-function-Mutanten fir
DAF-2 zeigten eine verlangerte Lebensdauer, was in erster Linie auf die Aktivierung des
FOXO-Transkriptionsfaktors DAF-16 zurlickgefihrt wird [40,98,115,142]. Seither
wurden FOXO-Transkriptionsfaktoren vielfach mit Langlebigkeit in Verbindung gebracht

[50,97,99]. Neben den genannten Studien an C. elegans konnte eine Beteiligung von
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FOXO an der Regulation der Lebensspanne auch in D. melanogaster gezeigt werden
[56,84]. Der Einfluss von FOXO auf die Lebenspanne von Mausen wurde bislang nicht
systematisch untersucht [117], jedoch scheinen die evolutiondr hochkonservierten IGF-1-
bzw. insulinabhéngigen Signalprozesse bei der Maus ebenfalls Einfluss auf den
Alterungsprozess zu nehmen [99,117]. Darlber hinaus sind auch beim Menschen
bestimmte Polymorphismen von FOXO1 und FOXO3 mit Langlebigkeit assoziiert, wie in
einer Reihe von Studien an unterschiedlichen Kollektiven nachgewiesen werden konnte
[6,50,112,118,145,196].

Als in Frage kommende Ursachen, die der durch Aktivierung von FOXO verlangerten
Lebensdauer zugrunde liegen, werden entsprechend der vielfaltigen FOXO-Zielgene eine
Reihe von Mechanismen diskutiert. Hierzu z&hlt neben Aspekten wie der
Tumorsuppression [200] und zelluldren Stressresistenz [59] auch die Beeinflussung des
angeborenen Immunsystems [126,180]. DAF-2-defiziente C. elegans sind neben ihrer
Langlebigkeit durch eine Resistenz gegen bakterielle Pathogene gekennzeichnet [55,166].
Diese Resistenz wird durch den FOXO-Transkriptionsfaktors DAF-16 vermittelt [55].
Ubereinstimmend damit fuhrt auch DAF-16-Uberexpression zur Resistenz gegen
bakterielle Infektionen [167]. Um entsprechenden Mechanismen der angeborenen
Immunitdt zu entgehen, verfligen Pathogene wie P. aeruginosa Uber die Mdglichkeit,
DAF-16 in Abh&ngigkeit von DAF-2 zu inhibieren [46,96]. Zur Charakterisierung des
Einflusses einer Aktivierung von DAF-16 auf die Genexpression wurden DNA-
Mikroarrayanalysen durchgefiihrt. Dabei konnte gezeigt werden, dass in DAF-2-
Mutanten mehrere Gene antimikrobieller Peptide hochreguliert sind [45,132]. In
ahnlicher Weise fuhrt die Aktivierung von dFoxo in D. melanogaster zur Induktion der
Expression verschiedener antimikrobieller Peptide [14]. dFoxo bindet hierbei direkt an
regulatorische DNA-Sequenzen und fungiert somit als Aktivator der Transkription [14].
Analog dazu ist die Expression antimikrobieller Peptide bei dFoxo-defizienten Fliegen
herabgesetzt [14]. Eine Aktivierung von FOXO-Transkriptionsfaktoren nach bakterieller
Infektion wurde bisher sowohl in C. elegans [7,192] als auch in D. melanogaster [189]
nachgewiesen. Hier vermittelt dFoxo epitheliale Remodelingprozesse bei Infektionen der
Atemwege [189]. Zudem wurde gezeigt, dass DAF-16 durch Infektion mit fungalen
Pathogenen aktiviert wird und eine wichtige Rolle fir die epitheliale angeborene
Immunitét der Epidermis von C. elegans spielt [210].

Uber die Arbeiten an typischen Modellorganismen hinausgehend liegen auch

verschiedene Studien vor, die auf eine Beteiligung von FOXO in der angeborenen
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Immunitat des Menschen hinweisen. Becker et al. konnten zeigen, dass die Expression
von Defensinen in verschiedenen humanen Zellkulturmodellen durch Insulin gehemmt
und durch Inhibition des Insulinsignalwegs erhoht werden kann [14]. Des weiteren
regulieren FOXO-Transkriptionsfaktoren inflammatorische Prozesse durch Induktion der
Expression von IL-1B [169] und TLR4 [47] in humanen Makrophagen. In einer Studie
von Over et al. wurde gezeigt, dass IRAK4 die Aktivierung von FOXO3 induziert und

dadurch Monozyten mit einen proinflammatorischen Phanotyp generiert werden [143].
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1.4 Fragestellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Funktion von FOXO-Transkriptionsfaktoren bei
Reaktionen des Atemwegsepithels im Rahmen der angeborenen Immunitdt zu
untersuchen. Das Verhalten von FOXO in Reaktion auf infektiose Stimuli sollte in
verschiedenen in-vivo- und in-vitro-Modellen charakterisiert werden.

Mit Hilfe FOXO-defizienter Atemwegsepithelzellen sollten Hinweise auf die Beteiligung
von FOXO-Trankriptionsfaktoren an Mechanismen der angeborenen Immunantwort
gewonnen werden. Es sollten dabei sowohl die konstitutive immunologische
Hintergrundaktivitat als auch die Reaktion auf Infektion mit Pathogenen wie H.
influenzae und P. aeruginosa evaluiert werden. Zudem sollten die Prozesse der
Signaltransduktion identifiziert werden, tber die FOXO an der Vermittlung angeborener
Immunreaktionen in Atemwegsepithelzellen beteiligt ist.

Ein weiteres Ziel der Studie bestand darin, in diesem Zusammenhang die Interaktion von
FOXO wund Insulin zu untersuchen, insbesondere im Hinblick auf mogliche
immunsuppressive Wirkungen von Insulin.

Zur Evaluation der klinischen Relevanz sollte darlber hinaus gepriift werden, ob im
Rahmen akuter und chronischer Infektionen der Atemwege Anderungen in der Aktivitat

von FOXO-Transkriptionsfaktoren zu beobachten sind.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate

Tabelle 4. Verwendete Gerate

Gerat/Anwendung

Produktname

Hersteller

ELISA-Reader

Ultra 384

Tecan

ELISA-Washer

Nunc Immuno Wash 8

Thermo Fisher Scientific

Mikroskop

BX51

Olympus

Photometrie

Ultrospec 2100 pro

GE Healthcare

Messung der RNA-Konzentration | NanoDrop 8000 Thermo Fisher Scientific
gRT-PCR iCycler Bio-Rad
cDNA-Synthese myCycler Bio-Rad

Kihlzentrifuge

Heraeus Fresco 21

Thermo Fisher Scientific

Zentrifuge Heraeus Megafuge 1,0R Thermo Fisher Scientific
Zentrifuge Heraeus Biofuge Pico Thermo Fisher Scientific
Hitzeblock BT 130-1 HLC

Waage EW 4200-2NM Kern

Waage EW 420-3NM Kern

Waage ALS 120-4 Kern

Schlittenmikrotom SM2000R Leica

2.2 Software

Tabelle 5. Verwendete Software

Anwendung Programm Hersteller

ELISA Magellan Tecan

Bildverarbeitung ImageJ 1.44p National Institutes of Health
Statistik Prism 5 GraphPad Software Inc.

Tabellenkalkulation

OpenOffice.org Calc 3.4

Apache Software Foundation

Bildaufnahme

Cell Sense Dimension

Olympus

Messung der RNA-Konzentration

NanoDrop 8000 V2.0

Thermo Scientific
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2.3 Tierversuche

Fur die Tierversuche wurden 6-8 Wochen alte C57BL/6N-Mduse verwendet. Die Tiere
wurden im Tierstall des Instituts fir Klinisch-Experimentelle Chirurgie der Universitat
des Saarlandes unter spezifiziert pathogenfreien Bedingungen gehalten. Sémtliche
Tierversuche wurden durch das Landesamt fir Soziales, Gesundheit und
Verbraucherschutz des Saarlandes genehmigt.

Fir die Untersuchungen am murinen Pneumoniemodell [16] wurden die M&use zunéchst
durch intraperitoneale Injektion von jeweils 2,6 mg Ketaminhydrochlorid (Ketanest,
Pfizer) und 0,18 mg Xylazinhydrochlorid (Rompun, Bayer) anasthesiert und an den
Schneidezahnen an einem Draht aufgehangt. Anschliel}end erfolgte in 10 pl-Schritten die
intranasale Applikation von insgesamt jeweils 40 pl hitzeinaktivierten P. aeruginosa
PAOL1 in PBS (10" CFU/mI), lebenden NTHi in PBS (10" CFU/ml) oder PBS allein als
Kontrolle. 3 Stunden nach Infektion wurden die Tiere durch intraperitoneale Injektion von
jeweils 13 mg Ketaminhydrochlorid und 0,9 mg Xylazinhydrochlorid getotet. Die Lungen
und unteren Atemwege wurden en-bloc explantiert. Fir immunhistochemische Analysen
wurden die Praparate in Formalin fixiert. Fir die RNA-Isolation wurden die Lungen in

PBS homogenisiert.

2.4  Zellkultur

2.4.1 Kultivierung von Calu-3-Zellen

Die humane Bronchialepithelzelllinie Calu-3 entstammt urspriinglich einem
Adenokarzinom eines 25-jahrigen kaukasischen Mannes. Sie ist in der Literatur als
valides Modell fiir das Bronchialepithel beschrieben, insbesondere im Hinblick auf
immunologische Fragestellungen [209]. Calu-3-Zellen wurden in DMEM/F12 (Gibco
DMEM/F12, Life Technologies) mit 10% FBS (Gibco Fetal Bovine Serum, Life
Technologies), 100 1U/ml Penicillin G und 100 IU/ml Streptomycin (Gibco Pen Strep
(10000 U/ml), Life Technologies, 1:100 v/v verdinnt) bei 37°C und 5% CO; kultiviert.
Vor dem Start von Experimenten wurden die Zellen (ber Nacht in serumfreiem
DMEM/F12 inkubiert. Alle Experimente mit Calu-3-Zellen wurden in serumfreiem
DMEM/F12 durchgefunhrt.
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2.4.2 Kultivierung primarer humaner Bronchialepithelzellen (HBEC)

Im Rahmen von operativen Eingriffen bei Bronchialkarzinom, die an der Klinik fir
Thorax- und Herz-Gefalichirurgie der Universitatsklinik des Saarlandes durchgefiihrt
wurden, wurden Resektate aus dem tumorfreien Absetzungsrand gewonnen. Aus diesen
Resektaten wurden nach internem Protokoll [11] HBEC isoliert. Das Verfahren wurde
durch die Ethikkommission der Landesarztekammer des Saarlandes genehmigt. Informed
Consent der Patienten lag vor. Die Zellen wurden bei 37°C und 5% CO, in Airway
Epithelial Cell Growth Medium mit Supplement Kit (PromoCell) kultiviert. Im
Supplement Kit sind einzeln enthalten (in Klammern Endkonzentration im Medium):
bovine pituitary extract (0,004 ml/ml), epidermial growth factor (recombinant human, 10
ng/ml), insulin (recombinant human, 5 pg/ml), hydrocortisone (0,5 pg/ml), epinephrine
(0,5 pg/ml), triiodo-L-thyronine (6,7 ng/ml), transferrin holo (human, 10 pg/ml) und

retinoic acid (0,1 ng/ml).

2.5 Bakterien

2.5.1 Nontypeable Haemophilus influenzae (NTHi)

NTHi aus Glyerinstocks wurde auf Chocolate-Agarplatten (BD BBL Chocolate Il Agar
(GC 1l Agar) with Hemoglobin and BD IsoVitaleX, Becton Dickinson and Company)
ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Mit Hilfe einer Impfdse
wurden die Bakterien von der Platte entnommen, zum Waschen in PBS aufgenommen
und 10 Minuten bei 3500 U/min abzentrifugiert. Das PBS wurde verworfen und die
Bakterien in frischnem PBS resuspendiert.

Far Zellkulturexperimente mit lebenden NTHi wurde die ODggonm auf 0,5 eingestellt, was
ca. 5 x 10° CFU/ml entspricht. Die Bakterien wurden erneut abzentrifugiert und in
DMEM/F12 oder Airway Epithelial Cell Growth Medium aufgenommen.

Fur Zellkulturexperimente mit inaktivierten NTHi wurde die ODgoonm auf 0,5 eingestellt,
was ca. 5 x 10® CFU/ml entspricht. Die Bakterien wurden erneut abzentrifugiert und in
DMEM/F12 mit 100 1U/ml Penicillin G und 100 1U/ml Streptomycin aufgenommen und
vor Beginn des Versuch 60 Minuten bei Raumtemperatur vorinkubiert.

Zur Bestimmung des NTHi-Titers wurden jeweils geeignete Verdinnungen auf
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Chocolate-Agarplatten ausplattiert und tiber Nacht bei 37°C und 5% CO; inkubiert.

2.5.2 Pseudomonas aeruginosa PAO1

LB-Medium (Carl Roth) und LB-Agar (Carl Roth) wurden nach Anleitung des Herstellers
angesetzt und autoklaviert. Anschliefend wurde zur Herstellung von LB-Agarplatten 60-
65°C warmer LB-Agar in Petrischalen tbertragen (25 ml pro Petrischale). P. aeruginosa
PAOL1 aus Glycerinstocks wurde auf LB-Agarplatten ausgestrichen und ber Nacht bei
37°C inkubiert. Mit Hilfe einer Impfose wurden die Bakterien von der Platte entnommen,
in LB-Medium resuspendiert und anschlielend fur 2-4 Stunden bei 37°C und 150 rpm
inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Bakterien 10 Minuten bei 3500
U/min abzentrifugiert. Das LB-Medium wurde verworfen. Die Bakterien wurden zum
Waschen in PBS resuspendiert, erneut abzentrifugiert und erneut in PBS resuspendiert.
Die ODggonm Wurde auf 1 eingestellt. AnschlieBend wurden die Bakterien fiir 10 Minuten
bei 95°C hitzeinaktiviert. Stocks wurden bei -80°C eingefroren.

Fur Zellkulturexperimente wurde die Stocklésung 1:100 in DMEM/F12 verdlnnt,

entsprechend einer ODggonm VOn 0,01.

2.6 siRNA-Transfektion

Calu-3-Zellen oder HBEC wurden mit unspezifischer control-siRNA (scrambled
sequence) oder mit spezifischer sSiRNA gegen FOXO1- und FOXO3-mRNA transfiziert
(s. Tabelle 6). Dabei wurde pro Well einer 12-well-Platte wie folgt vorgegangen: 200 pl
OPTI-MEM | Medium (Life Technologies) ohne Serum wurden in das Well pipettiert.
Hinzu wurden 20 pmol control-siRNA bzw. jeweils 10 pmol FOXO1- und FOXO3-
SIRNA pipettiert und vorsichtig untergemischt. Die entstandene L6sung wurde fir 5
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden 2 pul Lipofectamine
RNAIMAX Transfection Reagent (Life Technologies) addiert und vorsichtig
untergemischt. Die entstandene LOsung wurde fir 20 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Zellen wurden im jeweiligen Standardmedium ohne Antibiotika

aufgenommen. Die Zellsuspension wurde auf ca. 250-300 Tsd. Zellen eingestellt. 1 ml der
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Zellsuspension wurde zur Transfektionslésung hinzugegeben. Die Zellen wurden vor dem
Beginn der Durchfihrung von Experimenten fur 24 Stunden bei 37°C und 5% CO,
inkubiert. Die Effektivitat des FOXO1/3-silencing wurde mittels gRT-PCR evaluiert.

Tabelle 6. Verwendete siRNA-Produkte

Produktname Hersteller
control-siRNA Signal Silence Control siRNA (unconjugated) Cell Signaling Technologies
FOXO1-siRNA Signal Silence FoxO1 siRNAI Cell Signaling Technologies
FOXO03-siRNA Signal Silence FoxO3a siRNA | Cell Signaling Technologies

2.7 Stimulationsexperimente

2.7.1 Stimulation mit Bakterien

Die Bakterien wurden vorbereitet wie in Kapitel 2.5 beschrieben. Calu-3-Zellen wurden
transfiziert wie in Kapitel 2.6 beschrieben. 24 Stunden nach Transfektion wurde der
Versuch gestartet. Die Zellen wurden zunéchst Gber Nacht in DMEM/F12 ohne Serum
und Antibiotika inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit bakterienhaltigem
Medium behandelt.

Bei Experimenten mit lebenden NTHi wurden die Zellen fir 4 Stunden mit der
Suspension von lebenden NTHi in DMEM/F12 (ODgyonm =~ 0,5) behandelt. Bei
Experimenten mit antibiotikainaktivierten NTHi wurden die Zellen fir 24 Stunden mit
der Suspension von NTHi in DMEM/F12 (ODggonm =~ 0,5) mit 100 1U/ml Penicillin G und
100 IU/ml Streptomycin  behandelt. Bei Experimenten mit hitzeinaktivierten P.
aeruginosa PAO1 wurden die Zellen fir 4 Stunden mit der Suspension von
hitzeinaktivierten P. aeruginosa PAOl in DMEM/F12 (ODgyonm = 0,01) behandelt.
Kontrollen wurden jeweils mit reinem DMEM/F12 behandelt.

Nach Ablauf der Stimulationszeit wurden die Zellkulturiiberstande entnommen und bis
zur ELISA-Messung bei -80°C eingelagert. Die Zellen wurden mit Hilfe des Puffers RA1
aus dem RNA-Isolationskit NucleoSpin RNA 11 lysiert. Das Lysat wurde bis zur RNA-

Isolation bei -80°C eingelagert.
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2.7.2 Stimulation mit TLR-Agonisten und Zytokinen

Calu-3-Zellen wurden wie in Kapitel 2.6 beschrieben transfiziert. 24 Stunden nach
Transfektion wurde der \Versuch gestartet. Die Zellen wurden zunéchst Gber Nacht in
DMEM/F12 ohne Serum inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen fir 24 Stunden mit
in DMEM/F12 gelosten TLR-Agonisten bzw. Zytokinen behandelt (s. Tabelle 7).
Kontrollen wurden jeweils mit reinem DMEM/F12 behandelt.

Nach Ablauf der Stimulationszeit wurden die Zellkulturiiberstande entnommen und bis
zur ELISA-Messung bei -80°C eingelagert. Die Zellen wurden mit Hilfe des Puffers RAl
aus dem RNA-Isolationskit NucleoSpin RNA Il lysiert. Das Lysat wurde bis zur RNA-
Isolation bei -80°C eingelagert.

Tabelle 7. Konzentrationen der eingesetzten Immunstimulatoren

Substanz Handelsname, Hersteller Arbeitskonzentration
Flagellin FLA-BS, InvivoGen 1 pg/ml
IL-1P Recombinant Human IL-1 | 1 ng/ml
beta/IL-1F, R&D
Poly-(1:C) Poly(1:C) LMW, InvivoGen 1 pg/mi

2.8 RNA-Isolation

Die Isolation von Gesamt-RNA aus Zellen erfolgte mit Hilfe des RNA-Isolationskits
NucleoSpin RNA 1l (Macherey-Nagel) nach Anleitung des Herstellers. Die Isolation von
Gesamt-RNA aus Lungenhomogenisaten erfolgte mit Hilfe RNA-Isolationskits TRIzol
Plus RNA Purification System (Life Technologies) nach Anleitung des Herstellers. Die
Protokolle beinhalteten eine on-column-DNase-Behandlung zur Entfernung genomischer
DNA. Mit Hilfe eines UV-Vis-Spektrophotometers wurde die RNA-Konzentration im
Isolat bestimmt. Die Reinheit der RNA-Isolate wurde anhand des Quotienten A260
nm/A280 nm beurteilt.
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2.9 cDNA-Synthese

Die Synthese von cDNA aus Gesamt-RNA wurde mit Hilfe des Kits RevertAid First
Strand cDNA Synthesis Kit (ThermoFisher Scientific) nach Anleitung des Herstellers
durchgefuhrt. Dabei erfolgte die Reverse Transkription von 1 pug RNA pro Ansatz unter

Verwendung von Oligo-(dT)yg-Primern.

2.10 Quantitative Real-time-PCR

Die quantitative Real-time-PCR erfolgte unter Verwendung des SYBR-Green-
Reaktionsmix SensiMix SYBR & Fluorescein Kit (Bioline) nach Anleitung des Herstellers.
Die verwendeten Primer sind in Tabelle 8 aufgelistet. Alle Primer wurden synthetisiert
durch die Firma Metabion. Folgendes PCR-Protokoll wurde verwendet: 10 Minuten bei
95°C; 40 Zyklen mit 15 Sekunden bei 95°C und 45 Sekunden bei 60°C; 1 Minute bei
95°C; 1 Minute bei 55°C. Die Spezifitit der Amplifikation wurde durch
Schmelzkurvenanalyse und Gelektrophorese der PCR-Amplifikate uberpruft. Die relative
Genexpression wurde mit Hilfe der AACT-Methode [147] unter Verwendung von B-Actin

als internem Standard bestimmt.

Tabelle 8. Verwendete Primer

Zielgen Forward-Primer Reverse-Primer

B-Actin 5-AGAGCTACGAGCTGCCTGAC-3' 5-AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3'

FOXO1 5-TGGACATGCTCAGCAGACATC-3' 5-TTGGGTCAGGCGGTTCA-3'

FOXO03 5-AAATGTTCGTCGCGGCGGAAC-3' 5-GTCGCCCTTATCCTTGAAGTA-3'

hBD-2 5-TCAGCTCCTGGTGAAGCTC-3' 5-GGGCAAAAGACTGGATGACA-3'
IP-10 5-TGAAATTATTCCTGCAAGCCAA-3' 5-CAGACATCTCTTCTCACCCTTCTTT-3'
IL-6 5-CACACAGACAGCCACTCACC-3' 5-TTTTCTGCCAGTGCCTCTTT-3'

TNF 5-CCCAGGCAGTCAGATCATCTTC-3' 5-AGCTGCCCCTCAGCTTGA-3'

Bim 5-CCGCCCTTATGATGAAGTGT-3' 5-AAAGCCTGGAGTCAGCAAAA-3'
TLR3 5-CCTGCAGCTGACTAGGAACT-3' 5-TGCTGCAAATCGAGAATTT-3'
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2.11 Transkriptionsfaktorbindeassay

Calu-3-Zellen wurden in 100-mm-Petrischalen kultiviert. Die Zellen wurden Uber Nacht
ohne Serum inkubiert und anschlieBend fir 30 Minuten mit lebenden NTHi in
DMEM/F12 (s. Kapitel 2.5.1) infiziert. Kontrollen wurden nicht infiziert. Kernextrakte
wurden mit Hilfe des Nuclear Extract Kits (Active-Motif) nach Anleitung des Herstellers
prapariert. Die relative DNA-Bindeaktivitat von FOXOL1 in den Kernextrakten wurde mit
Hilfe des Kits TransAM FKHR (FOXO1) (Active-Motif) nach Anleitung des Herstellers
bestimmt. Hierbei werden dquivalente Mengen an nukledrem Protein aus Kernextrakten
auf eine Mikrotiterplatte aufgetragen. Diese ist mit Oligonukleotiden beschichtet, die die
FOXO-Konsensussequenz enthalten. Transkriptionell aktives FOXO1 bindet an die
Konsensussequenz und wird dadurch auf der Mikrotiterplatte immobilisiert. Da
transkriptionell inaktives FOXO1 nicht an DNA bindet, wird es nicht immobilisiert und
kann durch Waschung entfernt werden. AnschlieRend erfolgt die Detektion von
immobilisiertem FOXO1 (ber einen Anti-FOXO1-Antikorper. Dieser wird wiederum mit
einem Anti-lgG-Antikorper detektiert, der mit Meerrettichperoxidase konjugiert ist. Die
relative DNA-Bindeaktivitdt im Kernextrakt wird durch die enzymatische Reaktion
nachgewiesen. Die Messung der Absorption bei 450 nm erfolgte mit Hilfe eines Tecan
Ultra 384 ELISA-Readers und der Software Magellan.

2.12 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Die Konzentrationen der inflammatorischen Zytokine IL-6, IL-8 und IP-10 in
Zellkulturuberstanden wurde mit Hilfe kommerziell verfiigbarer ELISA-Kits nach
Anleitung des Herstellers bestimmt (s. Tabelle 9). Die Absorptionsmessung erfolgte mit
Hilfe eines Tecan Ultra 384 ELISA-Readers und der Software Magellan.

Tabelle 9. Verwendete ELISA-Kits

Produktname Hersteller
IL-6 ELISA Human IL-6 DuoSet R&D Systems
IL-8 ELISA Human CXCL8/IL-8 DuoSet R&D Systems
IP-10 ELISA Human CXCL10/IP-10 DuoSet R&D Systems
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2.13 NTHi-Internalisierungsassay

Zellen wurden auf 12-well-Platten kultiviert. Die Zellen wurden zweimal mit
antibiotikafreiem Medium gewaschen und uber Nacht in Medium ohne Antibiotika und
Serum (Calu-3) bzw. Insulin (HBEC) inkubiert. Lebende NTHi wurden wie in Kapitel
2.5.1 beschrieben prépariert. Das Medium wurde abgesaugt und die Zellen wurden mit
NTHi-haltigem Medium behandelt. Nach 120 Minuten Inkubation bei 37°C und 5% CO,
wurde das NTHi-haltige Medium abgesaugt. Die Zellen wurden zur groben Entfernung
extrazellularer Bakterien dreimal mit warmem PBS gewaschen, anschlieBend fiir weitere
45-60 Minuten bei 37°C und 5% CO, in Anwesenheit von Gentamicin (Life
Technologies) in einer Konzentration von 50 pg/ml in Zellkulturmedium inkubiert.
Hierbei wurden verbliebene extrazelluldre Bakterien abgetttet. Danach wurden das
Medium abgesaugt und die Zellen dreimal mit warmem PBS gewaschen, um verbliebenes
Gentamicin zu entfernen. Die Zellen wurden mit 1% Saponin (Sigma-Aldrich) in PBS
lysiert. Geeignete Verdunnungen der Zelllysate wurden auf Chocolateagar ausplattiert und
uber Nacht bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Anhand der Anzahl an CFU auf den Platten

wurde der intrazellulare NTHi-Titer bestimmt.

Abbildung 4 gibt einen schematischen Uberblick (iber den Ablauf des NTHi-
Internalisierungsassays. Das genaue experimentelle Vorgehen bei den verschiedenen
durchgefuhrten Experimenten ist in den Bildunterschriften von Abbildung 13 und
Abbildung 25 dokumentiert. Zur Inhibition der PI3K wahrend der Experimente wurde
LY294002 (Cell Signaling Technology) verwendet wie in den Bildunterschriften von
Abbildung 13 und Abbildung 25 beschrieben.
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Abbildung 4. NTHi-Internalisierungsassay

Monolayer von Atemwegsepithelzellen werden mit Medium versetzt, das lebende NTHi beinhaltet. Im
Verlauf der Inkubationszeit gelangen Bakterien in das Innere der Zellen. Durch Hinzugabe des
Antibiotikums Gentamicin werden extrazellulére Bakterien abgetdtet. AnschlieRend erfolgen die Lysierung
der Zellen mit Saponin und der kulturelle Nachweis des intrazellularen Bakterientiters.

2.14 LDH-Zytotoxizitatsassay

Zur Uberpriifung unter den Versuchsbedingungen in Zellkultur moglicherweise
auftretender zytotoxischer Effekte wurde ein LDH-Zytotoxizitatsassay durchgefiihrt.
Hierfir wurde das kommerziell verfigbare LDH Cytotoxicity Assay Kit Il (Abcam)
verwendet. Die Zellen wurden behandelt wie in Abbildung 21 beschrieben. AnschlieRend
erfolgten die Gewinnung der Zellkulturiberstdnde und die Durchfiihrung des LDH-
Zytotoxizitatsassays nach Anleitung des Herstellers. Als Negativkontrolle (LowCtrl)
diente reines Zellkulturmedium, als Positivkontrolle (HiCtrl) mit Hilfe der ,,cell lysis
solution“ aus dem Kit hergestellte Zelllysate. Die Messung der ODuasonm erfolgte
photometrisch mit Hilfe eines Tecan Ultra 384 ELISA-Readers und der Software

Magellan. Die prozentuale Zytotoxizitat wurde bestimmt mit Hilfe der Formel:

[0D450nm Probe] — [OD450nm LowCtrl]
[0D450nm HiCtrl] — [0OD450nm LowCtrl]

* 100
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2.15 Immunfluoreszenzmikroskopie

HBEC wurden auf Nunc LabTek Chamberslides (ThermoFisher Scientific) kultiviert. Die
Zellen wurden Gber Nacht in Medium ohne Insulin inkubiert. Danach wurden die Zellen
fir 30 Minuten in Medium mit Insulin [5 pg/ml] oder ohne Insulin inkubiert.
AnschlieBend erfolgte bei gleichbleibender Insulinkonzentration die Stimulation mit
Poly-(I:C) [1 pg/ml] fur 60 Minuten.

Calu-3-Zellen wurden auf Nunc LabTek Chamberslides kultiviert. Die Zellen wurden uber
Nacht in Medium ohne Serum inkubiert und anschlielend fur 60 Minuten mit lebenden
NTHi in DMEM/F12 (s. Kapitel 2.5.1) stimuliert.

Nach Abschluss des Versuchs wurde das Medium verworfen. Die Zellen wurden fur 15
Minuten mit 4% Formaldehyd in PBS fixiert und zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen.
Zur Permeabilisierung der Membran und Blockierung unspezifischer Bindestellen wurden
die Zellen fur 60 Minuten in PBS mit 1% BSA (Albumin Fraktion V, proteasefrei, Carl
Roth) und 0,1% Tween-20 (Applichem) behandelt. AnschlieRend wurden die Zellen tber
Nacht bei 4°C mit dem Primé&rantikdrper Anti-FOXO3A antibody (ab47409) (Abcam)
(1:1000 v/v verdunnt in PBS mit 1% BSA und 0,1% Tween-20) behandelt. Der
verwendete Antikorper ist kreuzreaktiv fir humanes und murines FOXO03. Danach
wurden die Zellen dreimal 10 Minuten mit PBS gewaschen und fur 60 Minuten mit dem
TRITC-gekoppelten Sekundarantikdrper polyclonal swine anti-rabbit TRITC (Dako) und
AlexaFluor 488 Phalloidin (Life Technologies) (verdinnt in PBS mit mit 1% BSA und
0,1% Tween-20) inkubiert. Nach 60 Minuten wurden die Zellen erneut dreimal 10
Minuten mit PBS gewaschen. Anschlielend wurden die Kammern der Chamberslides
entfernt, die Zellen mit Fluorescence Mounting Medium (Dako) behandelt, eingedeckt
und mikroskopiert. Die Analyse der Bilder und das Merging von Kanalen erfolgten mit

Hilfe der frei verfugbaren Software ImageJ.

2.16 Gewinnung von humanem Bronchialgewebe
Im Rahmen von operativen Eingriffen, die an der Klinik fur Thorax- und Herz-

Gefalchirurgie der Universitatsklinik des Saarlandes durchgefihrt wurden, wurden

bronchiale Gewebeproben zur immunhistochemischen Analyse entnommen. Das
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Verfahren wurde durch die Ethikkommission der Landesérztekammer des Saarlandes
genehmigt. Informed Consent der Patienten lag vor. Es wurden Proben von insgesamt
neun Patienten gewonnen. Die Proben wurden unmittelbar nach Entnahme in Formalin

fixiert.

2.17 Immunhistochemie

In Formalin fixierte humane Bronchialgewebeproben und Mauslungen wurden nach dem
in Tabelle 10 aufgefiihrten Schema in Paraffin eingebettet. Die Paraffinblocke wurden mit
einem Schlittenmikrotom in 2 mm dicke Scheiben geschnitten und nach dem Glatten im

Wasser bei 40°C auf Objekttrager aufgezogen.

Tabelle 10. Schema zur Einbettung von Gewebeproben in Paraffin

Schritt Nr. | Medium Konzentration [%] | Temperatur [°C] Zeit [min]
1 Wasser RT 90
2 Ethanol 70 RT 60
3 Ethanol 80 RT 60
4 Ethanol 90 RT 60
5 Ethanol 100 RT 60
6 Ethanol 100 RT 60
7 Ethanol 100 RT 60
8 Xylol RT 60
9 Xylol RT 60
10 Xylol 45 60
11 Paraffin 60 60
12 Paraffin 60 60
13 Paraffin 60 60

Die Schnitte wurden zundchst 3 mal 5 Minuten in Xylen (Sigma-Aldrich) entparaffiniert
und in einer absteigenden Ethanolreihe rehydratisiert (2 mal 5 Minuten in 100% Ethanol,
2 mal 5 Minuten in 95% Ethanol, 2 mal 5 Minuten in 70% Ethanol und 2 mal 5 Minuten
in destilliertem Wasser). AnschlieRend erfolgte die Antigendemaskierung. Dazu wurden
die Slides in 0,01 M Citratpuffer (pH 6,0) 3 mal 7 Minuten bei 400 Watt in der
Mikrowelle hitzebehandelt. Die Ausschaltung der endogenen Peroxidaseaktvitat erfolgte
mittels Inkubation der Schnitte in 3% H,O, fir 15 Minuten. Danach erfolgte die
Blockierung unspezifischer Bindestellen. Die Schnitte wurden hierzu nacheinander 15
Minuten mit Protein Block Serum-Free (Dako) und 30-60 Minuten mit 2-5% BSA in
TBS-T inkubiert. Anschliefend wurde der Primérantikérper zur Detektion von FOXO3
(Anti-FOXO3A antibody (ab47409) (Abcam), Verdinnung 1:200 v/v) aufgetragen. Der
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verwendete Primérantikorper ist kreuzreaktiv fir humanes und murines FOXO3. Nach
Inkubation iber Nacht 4°C wurden die Schnitte 3 mal 5 Minuten mit destilliertem Wasser
gewaschen. Fur die folgenden Schritte wurde das Kit EnVision + HRP. Rabbit (AEC+)
(Dako) verwendet. Die Schnitte wurden 30 Minuten mit dem peroxidasegekoppelten
Sekundarantikorper inkubiert und erneut 3 mal gewaschen. AnschlieBend wurden die
Schnitte unter Uberwachung der Farbreaktion fir 5-30 Minuten mit der 3-Amino-9-
Ethylcarbazol-Substratlosung inkubiert. Die Farbreaktion wurde rechtzeitig durch
Eintauchen der Schnitte in TBS-T (pH 7,4) beendet. Die Gegenfarbung der Schnitte
erfolgte mit Hamatoxylinlésung nach Mayer (Sigma-Aldrich). AbschlieRend wurden die
Schnitte mit Glycergel Mounting Medium (Dako) eingedeckt. Zur Zusammensetzung der

verwendeten Puffer siehe Tabelle 11.

Tabelle 11. Verwendete Puffer fur die Immunhistochemie

10X Citratpuffer Citric acid monohydrate 21 g/l
H,0 dest.

20X TBS N,Cl 2,6 M 152 g/l
Tris’THCL 0,4 M 48,5 g/l
H,0 dest.

1IXTBS-T 20x TBSpH7.4 50 ml
Tween-20 2ml
H,0 dest. 11

2.18 Statistische Analyse

Die Werte sind gezeigt als Mittelwerte + Standardabweichung. Der Vergleich von
Gruppen erfolgte mittels zweiseitigem t-Test, bei mehr als zwei Gruppen pro Experiment
mittels ANOVA mit Bonferroni-Anpassung. Als statistisch signifikant wurden p-Werte
<0,05 erachtet. Samtliche Analysen erfolgten mit Hilfe der Software Prism.
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3 Ergebnisse

3.1 Bakterielle Infektion fuhrt zur Aktivierung von FOXO-Transkriptionsfaktoren

in Atemwegsepithelzellen in vivo

Um zu untersuchen, ob bakterielle Infektion der Atemwege die Aktivierung von FOXO-
Transkriptionsfaktoren in Epithelzellen induziert, wurde ein etabliertes murines
Pneumoniemodell [16] verwendet. Die Atemwege von Mausen wurden entweder mit P.
aeruginosa PAO1 oder Nontypeable H. influenzae (NTHi) infiziert. Drei Stunden nach
Infektion wurden die M&use getotet. Die Lungen und unteren Atemwege wurden en-bloc
explantiert und fixiert. Mit Hilfe immunhistochemischer Analyse der subzelluléren
FOXO3-Lokalisation in Gewebeschnitten wurde der Aktivierungszustand von FOXO3
bestimmt. Dabei wurde im Zellkern lokalisiertes FOXO3-Protein als transkriptionell aktiv

betrachtet. Représentative Ergebnisse dieser Experimente sind in Abbildung 5 gezeigt.

In den Zellkernen der Alveolar- und Bronchialepithelzellen nichtinfizierter Tiere war kein
Signal fur FOXO3 detektierbar. Dies weist darauf hin, dass FOXO in den Atemwegen
gesunder Mause weitgehend inaktiviert ist. In den Lungen infizierter Tiere zeigte sich ein
starkes nukledres FOXO3-Signal in alveolaren und bronchialen Atemwegsepithelzellen.
Bakterielle Infektion resultiert somit in einer Aktivierung von FOXO-
Transkriptionsfaktoren in Atemwegsepithelzellen. Zusatzlich kam es in den Lungen
infizierter Tiere zu einem Einstrom von Immunzellen myeloiden Ursprungs, wie fir
dieses Modell beschrieben [16]. Auch in diesen Zellen lag FOXO3 in nukledrer
Lokalisation vor. Die zytoplasmatische FOXO3-Fraktion war insbesondere in bronchialen

Atemwegsepithelzellen ebenfalls erhoht.
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Abbildung 5. Bakterielle Infektion fiihrt zur Aktivierung von FOXO-Transkriptionsfaktoren in vivo

Mause wurden intranasal mit hitzeinaktivierten P. aeruginosa PAO1 in PBS oder lebenden NTHi in PBS
infiziert. Kontrolltiere wurden mit PBS ohne Bakterien behandelt. Nach 3 h wurden die Tiere getotet.
Mittels Immunhistochemie wurde die subzelluldre Lokalisation von FOXO3 in den Atemwegen bestimmt.
FOXO3 ist rot angeférbt. Der Skalierungsbalken zeigt eine L&nge von 50 pum an.
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3.2 Bakterielle Infektion fuhrt zur Aktivierung von FOXO-Transkriptionsfaktoren

in Atemwegsepithelzellen in vitro

Nachdem im Tiermodell gezeigt werden konnte, dass bakterielle Infektion zur
Aktivierung und nukledren Translokation von FOXO-Transkriptionsfaktoren fuhrt, wurde
untersucht, ob dies auch fiir bronchiale Epithelzellen in Zellkultur der Fall ist. Hierzu
wurden Monolayer der bronchial-epithelialen Zelllinie Calu-3 fir zwei Stunden mit
lebenden NTHi infiziert. Als Zeichen der Aktivierung von FOXO-Transkriptionsfaktoren
wurde  die  subzelluldare  Lokalisation von FOXO3 mit Hilfe von
Immunfluoreszenzmikroskopie bestimmt. Wie in Abbildung 6 gezeigt, ist FOXO03 im
Grundzustand weitgehend inaktiviert, erkennbar durch die fehlende nukledre und
schwache zytoplasmatische Farbung. Nach Infektion mit NTHi zeigte sich ein Anstieg
des nukledaren FOXO3-Signals. Hiervon betroffen waren jedoch nicht alle Kerne,

vielmehr zeigte sich ein Muster fokaler FOXO-Aktivierung.

Kontrolle NTHi

Abbildung 6. Bakterielle Infektion fuhrt zur Aktivierung von FOXO-Transkriptionsfaktoren in vitro

Calu-3-Zellen wurden auf Chamberslides kultiviert. Die Zellen wurden tiber Nacht ohne Serum inkubiert
und anschlieend fiir 1 h mit lebenden NTHi infiziert. Kontrollen wurden nicht infiziert. FOXO3 und Actin
wurden mittels Immunfluoreszenzférbung visualisiert. FOXO3 ist im roten Kanal, Actin im griinen Kanal
gezeigt.
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3.3 Bakterielle Infektion hat keinen Einfluss auf die pulmonale FOXO3-

Expression

Da FOXO3 im Verlauf bakterieller Infektionen in Atemwegsepithelzellen verstérkt
nachgewiesen werden konnte, wurde im néchsten Schritt untersucht, ob die
Genexpression von FOXO3 durch bakterielle Infektion erhéht wird. Dazu wurde mit
Hilfe von gRT-PCR die relative Expression von FOXO3 in Lungenhomogenisaten mit P.
aeruginosa PAOL infizierter Mduse und nicht infizierter Kontrollmduse gemessen. Es
zeigte sich kein Unterschied zwischen infizierten und nicht infizierten Tieren. Die
Zunahme des FOXO3-Signals nach bakterieller Infektion ist somit am ehesten nicht auf

erhdhte Genexpression zurtickzufuhren.
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Abbildung 7. Bakterielle Infektion hat keinen Einfluss auf die pulmonale FOXO3-Expression

Maéuse wurden intranasal mit hitzeinaktivierten P. aeruginosa PAO1l in PBS behandelt. Kontrolltiere
wurden mit PBS ohne Bakterien behandelt. Nach 3 h wurden die Tiere getotet. Die Lungen wurden
homogenisiert. Die relative Expression von mFoxo3 wurde mittels qRT-PCR bestimmt. Die Daten sind
gezeigt als Mittelwert + Standardabweichung. n>2 pro Gruppe.

3.4 Nach Infektion nukledr translozierte FOXO-Transkriptionsfaktoren sind

transkriptionell aktiv

Zur Beurteilung der transkriptionellen Aktivitdt von nukledrem FOXO-Protein nach
bakterieller Infektion wurde ein Transkriptionsfaktorbindeassay durchgefihrt. Hierzu
wurden Monolayer von Calu-3-Zellen fir 30 Minuten mit NTHi infiziert. Kontrollen
wurden flr die Dauer des Experiments mit Medium ohne NTHi inkubiert. Zur

Charakterisierung nukledrer Proteine wurden Kernextrakte hergestellt. Aquivalente
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Mengen an nukledarem Protein wurden mit Hilfe des kommerziell verfligbaren Kits
TransAM FKHR (FOXO1) auf DNA-Bindeaktivitdt von FOXO1 untersucht. Bei dieser
Methode wird FOXOL1 an Oligonukleotide mit der FOXO-Konsensussequenz gebunden
und anschlieBend durch Antikérper nachgewiesen. Das Verfahren macht sich den
Umstand zunutze, dass nur aktiviertes FOXO1 an die DNA-Konsensussequenz bindet,
wéhrend phosphoryliertes oder auf anderem Wege inaktiviertes FOXO1 keine DNA-
Bindeaktivitat aufweist und daher nicht detektiert wird. Wie in Abbildung 8 gezeigt,
fuhrte Infektion mit NTHi zu einer gesteigerten DNA-Bindeaktivitdt von FOXO1. Dies
zeigt, dass FOXO-Transkriptionsfaktoren im Verlauf bakterieller Infektionen nicht nur in

den Zellkern translozieren, sondern dort auch transkriptionell aktiv werden.
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Abbildung 8. Nach Infektion nuklear translozierte FOXO-Transkriptionsfaktoren sind
transkriptionell aktiv

Calu-3-Zellen wurden in 100mm-Petrischalen kultiviert. Die Zellen wurden Uber Nacht ohne Serum
inkubiert und anschlieRend fiir 30 min mit lebenden NTHi infiziert. Kontrollen wurden nicht infiziert.
Kernextrakte wurden préapariert. Die DNA-Bindeaktivitdt von FOXOL1 in den Kernextrakten wurde mit
Hilfe des TransAM FKHR Kkits bestimmt. Die Daten sind gezeigt als Mittelwert + Standardabweichung. n=2
pro Gruppe.

3.5 Suppression der Expression von FOXO1 und FOXO3 in Calu-3-Zellen durch
siRNA

Zur ndheren Untersuchung der Funktion von FOXO-Transkriptionsfaktoren im Rahmen
der angeborenen Immunitdt wurden mit Hilfe von siRNA FOXO1/3-defiziente
Atemwegsepithelzellen generiert. Hierzu wurden Calu-3-Zellen mit spezifischer siRNA
gegen FOXOL1- und FOXO3-mRNA transfiziert. Als Kontrolle wurden Calu-3-Zellen mit
unspezifischer scrambled sequence siRNA transfiziert, die zu keiner spezifischen
Inhibition der Genexpression fuihrt. Die Effektivitat des FOXO1/3 silencing 24, 48 und 72
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Stunden nach Transfektion wurde mit quantitativer real-time PCR evaluiert. Abbildung 9
zeigt, dass nach Transfektion mit spezifischer FOXO1/3-siRNA zu allen untersuchten
Zeitpunkten die Expression von FOXO1 und FOXO3 reduziert ist. Somit wurde
sichergestellt, dass die generierten Calu-3-Zellen zumindest bis 72 Stunden nach
Transfektion tatsachlich FOXO1/3-defizient sind.
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Abbildung 9. Suppression der Expression von FOXO1 und FOXO3 in Calu-3-Zellen durch siRNA

Calu-3-Zellen wurden mit unspezifischer control-siRNA (RNAi -) oder mit spezifischer siRNA gegen
FOXO1- und FOXO3-mRNA (RNAI +) transfiziert. Zur Evaluation der Effektivitdt des FOXO1/3-
Silencing wurde 24 h (A, B) oder 72 h (C, D) nach Transfektion die relative Expression von FOXOL1 (A, C)
und FOXO03 (B, D) mittels gRT-PCR bestimmt Die Daten sind gezeigt als Mittelwert =*
Standardabweichung. A, B: n=6 pro Gruppe; C, D: n=3 pro Gruppe. * 2 p< 0,05, ** 2 p< 0,01, *** 2 p<
0,001. Die gezeigten Daten sind reprasentativ fur zwei unabhangige Experimente.
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3.6 FOXO-Transkriptionsfaktoren regulieren Expression und Freisetzung von

Faktoren der angeborenen Immunitat in Atemwegsepithelzellen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass FOXO-Transkriptionsfaktoren im Verlauf
bakterieller Infektionen des Atemwegsepithels aktiviert werden, wurde untersucht, welche
Funktion aktiviertes FOXO-Protein in der Verarbeitung infektidser Stimuli Gbernimmt.
Die Identifikation FOXO-abhangiger Immunmechanismen erfolgte mit Hilfe FOXO1/3-
defizienter ~Atemwegsepithelzellen. Zur Charakterisierung FOXO1/3-defizienter
Atemwegsepithelzellen wurden Infektionsexperimente durchgefuhrt. Calu-3-Zellen
wurden 24 Stunden nach Transfektion Gber Nacht in Medium ohne Serum und Antibiotika
vorinkubiert. Im Anschluss daran erfolgte die Stimulation der Zellen mit
hitzeinaktivierten P. aeruginosa PAOL1 oder lebenden NTHi fiir 4 Stunden bzw. mit
antibiotikainaktivierten NTHi fur 24 Stunden. Als Kontrollen dienten unstimulierte
Zellen. Nach Abschluss der Versuche wurden die Zellkulturiiberstdande und Zelllysate
gewonnen. Die Konzentration von IL-6, IL-8 und IP-10 in den Uberstianden wurde mittels
ELISA bestimmt. Aus den Zelllysaten wurde RNA extrahiert und in cDNA transkribiert.
Die relative Expression von IL-6, IL-8, IP-10 und hBD-2 wurde mittels gRT-PCR
bestimmt.

In unstimulierten Zellen fuhrte FOXO1/3-silencing zu einer signifikanten Abnahme der
basalen Freisetzung der proinflammatorischen Zytokine IL-6 (-60%), IP-10 (-84%) und
IL-8 (-55%), sowie der basalen Expression von hBD-2 (-73%) (Abbildung 10).
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Abbildung 10. FOXO-Transkriptionsfaktoren regulieren die basale Expression und Freisetzung von
Faktoren der angeborenen Immunitét in Atemwegsepithelzellen

Calu-3 Zellen wurden mit unspezifischer control-siRNA (RNAI -) oder mit spezifischer siRNA gegen
FOXO1- und FOX03-mRNA (RNAI +) transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen (iber Nacht
in DMEM/F12 ohne Serum inkubiert. AnschlieSend wurden die Zellen mit frischem Medium versetzt. Nach
4 h (A, B) bzw. 24 h (C, D) wurden die Zellkulturiiberstinde gewonnen und die Zellen lysiert. Die
Konzentrationen von IL-6, IP-10 und IL-8 im Zellkulturiberstand wurden mittels ELISA bestimmt (A, B,
C). Die relative Expression von hBD-2 wurde mittels gRT-PCR bestimmt (D). Die Daten sind gezeigt als
Mittelwert + Standardabweichung. n=3 pro Gruppe. * 2 p < 0,05, ** 2 p < 0,01. Die gezeigten Daten sind
repréasentativ fir zwei unabhangige Experimente.

Stimulation der Zellen mit Bakterien fuhrte zu einer pathogen-spezifischen Antwort der
Atemwegsepithelzellen (Abbildung 11). Die Stimulation mit lebenden NTHi fur 4
Stunden flihrte zu einer Erhéhung der Freisetzung und Expression von IL-6. Die
Erhéhung von IL-6 war in FOXO1/3-defizienten Zellen verglichen mit den Kontrollen
jedoch supprimiert. Die Expression von hBD-2 und IP-10 wurde durch Stimulation mit
lebenden NTHi fiir 4 Stunden nicht tber das Basalniveau hinaus erhoht. Dennoch zeigte
sich auch fir diese Faktoren eine Herunterregulation in FOXO1/3-defizienten Zellen.

Stimulation mit hitzeinaktivierten P. aeruginosa fur 4 Stunden resultierte ebenfalls in
einer Hochregulation von IL-6 und zusétzlich von hBD-2 und IP-10. Im Gegensatz zur

Stimulation mit lebenden NTHi wurde die Induktion von IL-6 durch FOXO1/3-silencing
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nicht beeinflusst, wéhrend die P. aeruginosa-induzierte Hochregulation von hBD-2 und

IP-10 in FOXO1/3-defizienten Zellen signifikant herunter reguliert war.
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Abbildung 11. FOXO-Transkriptionsfaktoren regulieren Expression und Freisetzung von Faktoren
der angeborenen Immunitat in Atemwegsepithelzellen nach bakterieller Stimulation (1)

Calu-3 Zellen wurden mit unspezifischer control-siRNA (RNAI -) oder mit spezifischer siRNA gegen
FOXO1- und FOX03-mRNA (RNAI +) transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen (iber Nacht
in DMEM/F12 ohne Serum inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen fir 4 h mit lebenden NTHi,
hitzeinaktivierten P. aeruginosa PAOL behandelt. Kontrollen wurden nur mit Medium behandelt. Die
Konzentration von IL-6 im Zellkulturiberstand wurde mittels ELISA bestimmt (A). Die relative Expression
von hBD-2, IL-6 und IP-10 wurde mittels qRT-PCR bestimmt (B, C, D). Die Daten sind gezeigt als
Mittelwert + Standardabweichung. n=3 pro Gruppe. * 2 p < 0,05, ** 2 p < 0,01, *** 2 p < 0,001. Die
gezeigten Daten sind reprasentativ fiir zwei unabhéngige Experimente.

Wie bereits erwahnt erwies sich die Stimulation mit lebenden NTHi fur 4 Stunden als
nicht suffizient fur die Induktion der Expression von hBD-2 und IP-10. Daher wurde die
Dauer der Stimulation auf 24 Stunden ausgeweitet (Abbildung 12). Um Uberméafiges
bakterielles Wachstum wahrend des Versuchs zu limitieren, wurde das Wachstum von

NTHi Dbereits vor der Addition zu den Zellen und zusétzlich (lber die gesamte
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Versuchsdauer hinweg mit Hilfe von Antibiotika inhibiert. Die Stimulation der Zellen mit
den inaktivierten NTHi fir 24 Stunden flihrte zu einer erhohten Expression bzw.
Freisetzung von IL-6, hBD-2, IP-10 und IL-8. Im Vergleich zu mit control-siRNA
behandelten Zellen war die Induktion aller genannten Faktoren in FOXO1/3-defizienten

Zellen jedoch signifikant niedriger.
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Abbildung 12. FOXO-Transkriptionsfaktoren regulieren Expression und Freisetzung von Faktoren
der angeborenen Immunitat in Atemwegsepithelzellen nach bakterieller Stimulation (11)

Calu-3 Zellen wurden mit unspezifischer control-siRNA (RNAI -) oder mit spezifischer siRNA gegen
FOXO1- und FOX03-mRNA (RNAI +) transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen (iber Nacht
in DMEM/F12 ohne Serum inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen fir 24 h mit Antibiotika-
inaktivierten NTHi behandelt. Kontrollen wurden nur mit Medium behandelt. Die Konzentration von IL-6,
IP-10 und IL-8 im Zellkulturiiberstand wurde mittels ELISA bestimmt (A, C, D). Die relative Expression
von hBD-2 wurde mittels gRT-PCR bestimmt (B). Die Daten sind gezeigt als Mittelwert +
Standardabweichung. n=3 pro Gruppe. * 2 p < 0,05, ** 2 p < 0,01. Die gezeigten Daten sind représentativ
fur zwei unabhéngige Experimente.

Zusammengefasst resultierte FOXO1/3-silencing in einer reduzierten Expression und
Freisetzung von Faktoren der angeborenen Immunitét sowohl unter Basalbedingungen als

auch nach bakterieller Stimulation.

43



3.7 FOXO-Transkriptionsfaktoren beeinflussen die Internalisierung von NTHi in

Atemwegsepithelzellen

In einer Studie von Morey et al. wurde gezeigt, dass NTHi durch Alveolarepithelzellen
der Zelllinie A549 internalisiert werden [129]. Die Internalisierung erfolgte PI3K-
abhangig. Da FOXO-Transkriptionsfaktoren als wichtige Zielstruktur des PI3K-
Signalwegs beschrieben sind, wurde der Zusammenhang von FOXO und der
Internalisierung von NTHi in Atemwegsepithelzellen genauer untersucht.

Hierzu wurden zundchst Monolayer von Calu-3-Zellen mit lebenden NTHi infiziert. Um
den Einfluss der PI3K zu untersuchen, wurde ein Teil der Wells fur die Dauer der
Infektion zusétzlich mit LY294002, einem spezifischen Inhibitor der PI3K, behandelt.
Nach 2 Stunden Infektionszeit wurden extrazellulér verbliebene Bakterien mit Hilfe von
Gentamicin getotet und intrazelluldre Bakterien in den Zelllysaten detektiert. Wie bereits
in A549-Zellen gezeigt, enthielten die Lysate von Zellen, bei denen die PI3K wahrend der
Infektion gehemmt worden war, signifikant geringere Mengen an NTHi. Dies ist
vereinbar mit der Hypothese, dass die Zahl intrazellulér lokalisierter Bakterien durch
Aktivierung von FOXO reduziert wird.

Um dies naher zu uberprifen, wurde der NTHi-Internalisierungsversuch mit FOXO0O1/3-
defizienten Zellen bzw. control-siRNA-behandelten Zellen durchgefiihrt. Hierbei war die
Anzahl intrazelluldr nachweisbarer NTHi in FOXO1/3-defizienten Zellen signifikant
erhdht. Da zuvor bereits gezeigt wurde, dass FOXO-Transkriptionsfaktoren bei Infektion
mit NTHi aktiviert werden, weist dies darauf hin, dass aktives FOXO1 und FOXO3

protektiv gegen die Invasion bzw. intrazellulére Persistenz von Pathogenen wirksam sind.
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Abbildung 13. FOXO-Transkriptionsfaktoren beeinflussen die Internalisierung von NTHi in
Atemwegsepithelzellen

(A) Calu-3-Monolayer wurden uber Nacht ohne Serum inkubiert und anschliefend in An- oder
Abwesenheit des PI3K-Inhibitors LY294002 (Molaritdt 50 uM) fur 2 h mit lebenden NTHi infiziert. Die
intrazelluldren NTHi-Titer wurden mit Hilfe des NTHi-Internalisierungsassays quantifiziert wie im
Methodenteil beschrieben. Die Daten sind gezeigt als Mittelwert + Standardabweichung. n=3 pro Gruppe.
*** 2 p < 0,001. Die gezeigten Daten sind représentativ fir zwei unabhéngige Experimente. (B) Calu-3
Zellen wurden mit unspezifischer control-siRNA (RNAI -) oder mit spezifischer siRNA gegen FOXO1- und
FOXO3-mRNA (RNAI +) transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen tber Nacht ohne Serum
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fir 2 h mit lebenden NTHi infiziert. Die intrazellularen NTHi-
Titer wurden mit Hilfe des NTHi-Internalisierungsassays quantifiziert wie im Methodenteil beschrieben.
Die Daten sind gezeigt als Mittelwert £ Standardabweichung. n=6 pro Gruppe. *** 2 p <0,001.

3.8 Validierung des NTHi-Internalisierungsassays

Zur Evaluation der Aussagekraft des NTHi-Internalisierungsassays wurde ein
Kontrollexperiment durchgefuhrt. Hierbei sollte einerseits geprift werden, wie effektiv
das Abtoten extrazelluldrer Bakterien durch Gentamicin ist, andererseits, welchen
Stellenwert die Lysierung der Zellen mit Saponin zur Freisetzung intrazellul&r
lokalisierter Bakterien hat. Die Versuchsbedingungen entsprachen dem in Kapitel 2.13
beschriebenen Standardprotokoll des NTHi-Internalisierungsassays. In Abweichung vom
Standardprotokoll wurde ein Teil der Wells als Kontrollgruppe nicht mit Gentamicin
behandelt. Zusétzlich wurde in beiden Gruppen am Ende des Experiments die Halfte der
Wells nicht zur Lysierung mit Saponin behandelt, sondern lediglich mit PBS versetzt. Die
Ergebnisse des Versuchs sind in Abbildung 14 dargestellt.

Wie erwartet waren die zu detektierenden NTHi-Titer sehr hoch, wenn die Zellen nach
der Infektion nicht mit Gentamicin behandelt wurden, was am ehesten auf den Nachweis
durch die Waschschritte nicht entfernter extrazellularer Bakterien zurtickzufuhren ist. Im
Gegensatz dazu waren nahezu keine Bakterien nachweisbar, wenn extrazelluldre

Bakterien wie im Standardprotokoll mit Gentamicin abgetdtet worden waren und keine
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Freisetzung intrazellulérer Bakterien durch Lysierung der Zellen mit Saponin erfolgte.
Wurden Zellen mit Saponin lysiert, waren in beiden Gruppen deutlich erhéhte Zahlen an
NTHi nachweisbar. Die Titer der Gruppe, die im Verlauf sowohl mit Gentamicin, als auch
mit Saponin behandelt wurde (was dem Standardprotokoll entspricht) waren mit den
zuvor im NTHi-Internalisierungsassay ermittelten Werten vergleichbar (vgl. Abbildung
13).

Zusammengefasst wurde in diesem Kontrollexperiment gezeigt, dass das Abtoten
extrazellularer Bakterien durch Gentamicin im Rahmen des NTHi-Internalisierungsassays

effektiv ist, und dass die detektierten Bakterien tatséchlich aus dem Zellinneren stammen.
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Abbildung 14. Validierung des NTHi-Internalisierungsassays

HBEC wurden in Standardmedium ohne Antibiotika kultiviert. Der NTHi-Internalisierungsassay wurde
durchgefiihrt. Hierfir wurden Monolayer fir 2 h mit lebenden NTHi infiziert. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurden das NTHi-haltige Medium entfernt und die Zellen dreimal mit warmem PBS
gewaschen. AnschlieBend wurde eine Halfte der Wells mit Medium ohne Gentamicin behandelt (Gruppe ,,-
Gentamicin®), die andere Hilfte erhielt Medium mit Gentamicin in einer Konzentration von 50 pg/ml
(Gruppe ,,+ Gentamicin®). Die Zellen wurden fir 1 Stunde inkubiert und danach erneut dreimal mit
warmem PBS gewaschen. AnschlieRend wurde jeweils die Halfte der Wells der beiden Gruppen mit PBS
ohne Saponin behandelt (- Saponin), die andere Hélfte erhielt 1% Saponin in PBS. Die dabei entstandenen
Losungen wurden zur Bestimmung des NTHi-Titers in geeigneten Verdinnungen auf Chocolate-Agar
ausplattiert und Ober Nacht bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Die Daten sind gezeigt als Mittelwert +
Standardabweichung. n=3 pro Gruppe.
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3.9 FOXO01/3-silencing hat keinen Einfluss auf die TLR5-vermittelte angeborene

Immunantwort von Atemwegsepithelzellen

Um den zugrunde liegenden Mechanismus der FOXO-abh&ngigen Regulation der
angeborenen Immunitat zu identifizieren wurden Studien mit verschiedenen TLR-
Agonisten durchgefiihrt. Dabei sollte untersucht werden, wie FOXO1/3-silencing die
Induktion der angeborenen Immunantwort in Atemwegsepithelzellen beeinflusst. Die
TLR-Agonisten LPS (TLR4-Agonist) und PAM3CSK4 (TLR1/2-Agonist) flhrten zu
keiner signifikanten Induktion der Freisetzung von IL-6 in Calu-3-Zellen und wurden
daher als nicht geeignet fiir weitere Experimente erachtet. Im Gegensatz dazu flhrte
Behandlung der Zellen mit dem TLR5-Agonisten Flagellin in einer Konzentration von 1
pg/ml fiir 24 Stunden zu einer signifikanten Hochregulation von IL-6. Die Induktion von
IL-6 war in FOXO1/3-defizienten Zellen ebenso stark vorhanden wie in control-siRNA-
behandelten Zellen, Ubereinstimmend mit den Ergebnissen des Versuch mit dem
Flagellin-exprimierenden P. aeruginosa-Stamm PAO1. Die TLR5-vermittelte angeborene

Immunantwort ist somit am ehesten FOXO-unabhéangig.
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Abbildung 15. FOXO1/3-silencing hat keinen Einfluss auf die TLR5-vermittelte angeborene
Immunantwort von Atemwegsepithelzellen

Calu-3 Zellen wurden mit unspezifischer control-siRNA (RNAI -) oder mit spezifischer siRNA gegen
FOXO1- und FOX03-mRNA (RNAI +) transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen Giber Nacht
in DMEM/F12 ohne Serum inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen fur 24 h mit Flagellin [1 pg/ml]
stimuliert. Die Konzentration von IL-6 im Zellkulturiiberstand wurde mittels ELISA bestimmt. Die Daten
sind gezeigt als Mittelwert + Standardabweichung. n=4 pro Gruppe. Die gezeigten Daten sind représentativ
fur zwei unabhéngige Experimente.
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3.10 FOXO1/3-silencing hat keinen Einfluss auf die IL-1p-vermittelte angeborene

Immunantwort von Atemwegsepithelzellen

Angeborene Immunmechanismen von Atemwegsepithelzellen werden nicht nur Gber
Pattern-recognition-Rezeptoren wie Toll-like-Rezeptoren vermittelt, sondern auch durch
Zytokine, die von aktivierten Immunzellen, beispielsweise Alveolarmakrophagen,
produziert werden. Um zu untersuchen, ob die zytokingetriggerte Immunreaktion durch
FOXO-Transkriptionsfaktoren ~ moduliert ~ wird,  wurden = FOXO1/3-defiziente
Atemwegsepithelzellen flir 24 Stunden mit IL-1p in einer Konzentration von 1 ng/ml
stimuliert. IL-1B wird bei bakterieller Infektion u.a. von Makrophagen freigesetzt und ist
ein potenter Aktivator der angeborenen Immunantwort. Wie in Abbildung 16 gezeigt,
hatte Silencing von FOXO1 und FOXO3 keinerlei inhibierenden Einfluss auf die
Freisetzung von IL-6 durch Atemwegsepithelzellen nach Stimulation mit IL-1f. Vielmehr
war die Abgabe von IL-6 in FOXO-defizienten Zellen sogar leicht erhéht. Die IL-1B-
vermittelte angeborene Immunantwort ist somit am ehesten FOXO-unabhéngig.

8000
6000
4000

2000

0
RNAi - + - +
IL-1beta - - + +

IL-6 Concentration pg/ml

Abbildung 16. FOXO1/3-silencing hat keinen Einfluss auf die IL-1p-vermittelte angeborene
Immunantwort von Atemwegsepithelzellen

Calu-3-Zellen wurden mit unspezifischer control-siRNA (RNAI -) oder mit spezifischer siRNA gegen
FOXO1- und FOX03-mRNA (RNAI +) transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen iber Nacht
in DMEM/F12 ohne Serum inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fir 24 h mit IL-1 [1 ng/ml]
stimuliert. Die Konzentration von IL-6 im Zellkulturiiberstand wurde mittels ELISA bestimmt. Die Daten
sind gezeigt als Mittelwert + Standardabweichung. n=4 pro Gruppe. Die gezeigten Daten sind représentativ
fur zwei unabhéngige Experimente.
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3.11 FOXO-Transkriptionsfaktoren sind essenziell fur die TLR3-vermittelte

angeborene Immunantwort von Atemwegsepithelzellen

Um zu untersuchen, ob FOXO-Transkriptionsfaktoren an der Vermittlung endosomaler
TLR-Signaltransduktion beteiligt sind, wurden Studien mit Poly-(I:C), einem spezifischen
synthetischen TLR3-Agonisten [4,120], an FOXO1/3-defizienten Atemwegsepithelzellen
durchgefihrt.

Nach Stimulation mit Poly-(I:C) in einer Konzentration von 1 pg/ml flr 24 Stunden kam
es zu einer signifikanten Erhéhung der Freisetzung von IL-6 und IP-10 in control-siRNA-
behandelten Zellen, nicht jedoch in FOXO1/3-defizienten Zellen. Bei diesen war die
Freisetzung von IL-6 und IP-10 nach Poly-(I:C)-Stimulation bis auf das Basalniveau
supprimiert. Die IL-6- und IP-10-Daten auf Proteinebene wurden durch entsprechende

Ergebnisse auf mMRNA-Ebene verifiziert.
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Abbildung 17. FOXO-Transkriptionsfaktoren sind essenziell fur die TLR3-vermittelte angeborene
Immunantwort von Atemwegsepithelzellen (1)

Calu-3-Zellen wurden mit unspezifischer control-siRNA (RNAi -) oder mit spezifischer siRNA gegen
FOXO1- und FOX03-mRNA (RNAI +) transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen (iber Nacht
ohne Serum inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen fur 24 h mit Poly-(I:C) [1 pg/ml] stimuliert. Die
Konzentrationen von IL-6 (A) und IP-10 (B) im Zellkulturtiberstand wurden mittels ELISA bestimmt. Die
Daten sind gezeigt als Mittelwert + Standardabweichung. n=3 pro Gruppe. * 2 p < 0,05, *** 2 p < 0,001.
Die gezeigten Daten sind reprasentativ fur zwei unabhéngige Experimente.

Die Poly-(I:C)-vermittelte Induktion von IL-8 war in FOXO1/3-defizienten Zellen

ebenfalls vermindert, jedoch in geringerem Ausmal als bei IL-6 und IP-10.
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Abbildung 18. FOXO-Transkriptionsfaktoren sind essenziell fur die TLR3-vermittelte angeborene
Immunantwort von Atemwegsepithelzellen (11)

Calu-3-Zellen wurden mit unspezifischer control-siRNA (RNAi -) oder mit spezifischer siRNA gegen
FOXO1- und FOX03-mRNA (RNAI +) transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen tber Nacht
ohne Serum inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen fiir 24 h mit Poly-(1:C) [1 pg/ml] stimuliert. Die
Konzentration von IL-8 im Zellkulturiiberstand wurde mittels ELISA bestimmt. Die Daten sind gezeigt als
Mittelwert £ Standardabweichung. n=3 pro Gruppe. ** 2 p < 0,01.

Analoge Ergebnisse wurden mittels gRT-PCR fur hBD-2 und TNF generiert. Die relative
Expression von hBD-2 und TNF nach Poly-(I:C)-Stimulation war in FOXO1/3-

defizienten Zellen jeweils signifikant niedriger als in control-siRNA-behandelten Zellen.

4 % 3k %k

3_
—kEk%x % % %

Fold hBD-2 gene expression
*
Fold TNF gene expression
N

0 . ’__:__‘ Y . I%'

RNAI - + - + RNAi - + - +
Poly-(1:C) - - + + Poly-(I:C) - - + +

Abbildung 19. FOXO-Transkriptionsfaktoren sind essenziell fir die TLR3-vermittelte angeborene
Immunantwort von Atemwegsepithelzellen (111)

Calu-3-Zellen wurden mit unspezifischer control-siRNA (RNAi -) oder mit spezifischer siRNA gegen
FOXO1- und FOX03-mRNA (RNAI +) transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen Uiber Nacht
ohne Serum inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen fir 24 h mit Poly-(1:C) [1 pg/ml] stimuliert. Die
relative Expression von hBD-2 (A) und TNF (B) wurde mittels gqRT-PCR bestimmt. Die Daten sind gezeigt
als Mittelwert + Standardabweichung. n=3 pro Gruppe. * 2 p < 0,05, ** 2 p < 0,01, *** 2 p < 0,001.
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Eine ungehinderte Expression von FOXOl1 wund FOXO3 scheint somit
Grundvoraussetzung fur die Induktion der TLR3-vermittelter angeborenen Immunantwort
zZu sein.

Nebenbefundlich waren, wie z.T. bereits in den zuvor gezeigten Experimenten, die
Basalraten der Freisetzung bzw. Expression der untersuchten Faktoren IL-6, IP-10, IL-8,
hBD-2 und TNF in unstimulierten FOXO1/3-defizienten Zellen deutlich verringert.

3.12 FOXO1/3-silencing hat keinen Einfluss auf die Expression von TLR3 in
Atemwegsepithelzellen

Eine  naheliegende  Begrindung fir die  Abhéngigkeit = TLR3-vermittelter
Immunmechanismen von der Integritit der Expression von FOXO-Transkriptionsfaktoren
ware die Herunterregulation der Expression von TLR3 im Rahmen des FOXO1/3-
silencing. Daher wurde die relative Expression von TLR in FOXO1/3-defizienten
Atemwegsepithelzellen mittels qRT-PCR quantifiziert. Hierbei zeigte sich kein relevanter
Unterschied in der TLR3-Expression zwischen FOXO01/3-defizienten und control-siRNA-
behandelten Zellen.
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Abbildung 20. FOXO1/3-silencing hat keinen Einfluss auf die Expression von TLR3 in
Atemwegsepithelzellen

Calu-3-Zellen wurden mit unspezifischer control-siRNA (RNAI -) oder mit spezifischer siRNA gegen
FOXO1- und FOX03-mRNA (RNAI +) transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen tber Nacht
ohne Serum inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen fur 24 h mit Poly-(I:C) [1 pg/ml] stimuliert. Die
relative Expression von TLR3 wurde mittels qRT-PCR bestimmt. Die Daten sind gezeigt als Mittelwert +
Standardabweichung. n=3 pro Gruppe.
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3.13 Stimulation von Atemwegsepithelzellen mit Poly-(1:C) in einer Konzentration

von 1 pg/ml fahrt nicht zum Zelltod

In einer Studie von Numata et al. wurde gezeigt, dass Stimulation mit Poly-(I:C) in einer
Konzentration von 10 pg/ml TLR3-vermittelt die Apoptose von Atemwegsepithelzellen
induziert [139]. Daher wurde untersucht, ob unter der in dieser Arbeit verwendeten Poly-
(I:C)-Konzentration von 1 pg/ml Phanomene des Zelltods beobachtet werden kdnnen. Zur
Bestimmung der Zytotoxizitat der gewahlten Versuchsbedingungen wurde ein LDH-
Zytotoxizitatsassay durchgefiihrt (Abbildung 21). Weder konnte hierbei unter einer der
gewahlten \ersuchsbedingungen eine relevante Zytotoxizitdit von >5% festgestellt
werden, noch zeigten sich relevante Unterschiede zwischen den verschiedenen
Versuchsbedingungen. Damit wurde gezeigt, dass die siRNA-Transfektion an sich, das
FOXO1/3-silencing und der Entzug von Insulin sowohl alleine als auch in Kombination

mit TLR3-Stimulation keine relevante Zellschadigung verursachten.
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Abbildung 21. siRNA-Transfektion, Insulinentzug und Poly-(I:C)-Stimulation haben Kkeinen
zytotoxischen Effekt auf Atemwegsepithelzellen

(A) Calu-3-Zellen wurden mit unspezifischer control-siRNA (RNAi -) oder mit spezifischer siRNA gegen
FOXO1- und FOX0O3-mRNA (RNAi +) transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen tiber Nacht
ohne Serum inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen fur 24 h mit Poly-(1:C) [1 pg/ml] stimuliert.
Kontrollen wurden nicht stimuliert.

(B) HBEC wurden uber Nacht in Medium ohne Insulin inkubiert und danach fur 30 min mit Insulin [5
pg/ml] vorinkubiert. Kontrollen erhielten kein Insulin. AnschlieBend wurden die Zellen in An- oder
Abwesenheit von Insulin fir 24 h mit Poly-(1:C) [1 pg/ml] stimuliert. Kontrollen wurden nicht stimuliert.
Die Messung der Zytotoxizitat erfolgte mit Hilfe des LDH-Zytotoxizitatsassays wie im Methodenteil
beschrieben. Die Daten sind gezeigt als Mittelwert + Standardabweichung. n=2 pro Gruppe.
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Dariiber hinaus wurde die Expression des Gens Bim untersucht. Bim ist als FOXO-
Zielgen gut beschrieben und wird im Rahmen der FOXO-vermittelten Apoptose verstarkt
exprimiert [38]. Hiermit sollte Uberpriift werden, ob durch etwaige Aktivierung von
FOXO durch Poly-(I:C) ein proapoptotisches transkriptionelles Programm verursacht
wird. Da die Expression von Bim unter samtlichen Bedingungen auf basalem Niveau

konstant ist, ist hiervon nicht auszugehen.
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Abbildung 22. Die Expression des proapoptotischen Gens Bim wird durch Poly-(1:C) nicht beeinflusst

Calu-3-Zellen wurden mit unspezifischer control-siRNA (RNAi -) oder mit spezifischer siRNA gegen
FOXO1- und FOXO03-mRNA (RNAI +) transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen {iber Nacht
ohne Serum inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen fiir 24 h mit Poly-(1:C) [1 pg/ml] stimuliert. Die
relative Expression von Bim wurde mittels gRT-PCR bestimmt. Die Daten sind gezeigt als Mittelwert £
Standardabweichung. n=3 pro Gruppe.

3.14 Suppression der Expression von FOXO1 und FOXO3 in primaren humanen
Bronchialepithelzellen durch siRNA

Um die mit Calu-3-Zellen akquirierten Daten in  primdren  humanen
Bronchialepithelzellen (HBEC) zu verifizieren und weiterfiihrende Experimente mit
Insulin zu ermdglichen wurden mit Hilfe von siRNA FOXO1/3-defiziente HBEC
generiert. Hierzu wurden HBEC mit spezifischer siRNA gegen FOXO1- und FOXO03-
MRNA transfiziert wie in Kapitel 2.6 beschrieben. Als Kontrolle wurden HBEC mit
unspezifischer scrambled sequence siRNA (control-siRNA) transfiziert, die zu keiner
spezifischen Inhibition der Genexpression fihrt. Die Effektivitat des FOXO1/3-silencing
24 Stunden nach Transfektion wurde mittels qRT-PCR evaluiert. Abbildung 23 zeigt, dass
nach Transfektion mit spezifischer FOXO1/3-siRNA die Expression von FOXO1 und
FOXO3 signifikant reduziert war.
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Abbildung 23. Suppression der Expression von FOXO1 und FOXO3 in HBEC durch siRNA

HBEC wurden mit unspezifischer control-siRNA (RNAi -) oder mit spezifischer siRNA gegen FOXO1-
und FOXO3-mRNA (RNAI +) transfiziert. Zur Evaluation der Effektivitat des FOXO1/3-Silencing wurde
24 h nach Transfektion die relative Expression von FOXO1 (A) und FOXO3 (B) mittels qRT-PCR bestimmt
Die Daten sind gezeigt als Mittelwert + Standardabweichung. n=6 pro Gruppe. * 2 p < 0,05, *** 2 p <
0,001. Die gezeigten Daten sind reprasentativ fur zwei unabhangige Experimente.

3.15 Einfluss von Insulin auf die FOXO-vermittelte angeborene Immunantwort in

primaren humanen Bronchialepithelzellen

Da Insulin tber Aktivierung des PI3K-Signalwegs inhibierenden Einfluss auf die
transkriptionelle Aktivitdt von FOXO-Transkriptionsfaktoren hat, wurde untersucht, ob
Insulin die angeborene Immunantwort von Atemwegsepithelzellen beeinflusst. Aufgrund
der Tatsache, dass insulinvermittelte Signalprozesse in Krebszellen haufig alteriert sind
[20,150], wurden originare Krebszelllinien fur Versuche mit Insulin als ungeeignet
erachtet. Daher wurden an Stelle von Calu-3-Zellen HBEC verwendet. Diese werden in
einem definierten Medium kultiviert, das als Basalmedium mit separatem Supplement-Kit
geliefert wird. Bestandteil des Supplement-Kits ist u.a. Insulin, so dass dieses je nach
Bedarf in beliebigen Konzentrationen zum Basalmedium zugesetzt werden kann oder
nicht.

Durch die Verwendung von HBEC sollte zudem tberpruft werden, ob sich die mit der
Zelllinie Calu-3 generierten Daten zum FOXO1/3-silencing in Primarzellen von humanen
Spendern replizieren lassen.

Hierzu wurden mit Hilfe von siRNA FOXO1/3-defiziente HBEC generiert. Die Zellen

wurden fur 24 Stunden mit entweder 1 pg/ml oder 5 pg/ml Insulin inkubiert, wobei

54



letzteres die vom Hersteller des Mediums vorgesehene Standardkonzentration darstellt.
AnschlieBend wurde bei wie zuvor weiterbestehenden Insulinkonzentration fir 24
Stunden mit Poly-(1:C) bei einer Konzentration von 1 pg/ml stimuliert. Nach Abschluss
des Versuchs wurden die Konzentrationen von IL-6 und IP-10 im Zellkulturiiberstand
mittels ELISA gemessen. Die Expression von hBD-2 wurde mittels qRT-PCR bestimmt.
Der Versuch wurde zweimal mit Zellen von jeweils einem Spender pro Versuch
durchgefunhrt. In

Abbildung 24 sind die Ergebnisse dieser Versuche gezeigt. Mit Ausnahme von IL-6
lieferten die Analysen der Zellen beider Spender qualitativ vergleichbare Ergebnisse.
Verglichen wurden insbesondere die Bedingungen maximaler FOXO-Aktivierung
(niedriges Insulin + control-siRNA) und maximaler FOXO-Inhibition (hohes Insulin +
FOXO01/3-siRNA) bei Stimulation mit Poly-(I:C). Die Expression bzw. Freisetzung von
hBD-2 und IP-10 nach Stimulation mit Poly-(I:C) war in Zellen, in denen die Aktivitat
von FOXO mit Hilfe von Insulin und siRNA blockiert wurde, gegenuiber Zellen, in denen
FOXO durch Insulinentzug aktiviert wurde, deutlich reduziert. Gleiches zeigte sich bei
Spender 1 fur IL-6. Bei Spender 2 war die IL-6-Freisetzung unter der hohen
Insulinkonzentration tendenziell hoher.

Ein immunsuppressiver Effekt von Insulin alleine liel sich (wiederum mit Ausnahme von
IL-6) nur bei Spender 2, nicht bei Spender 1 beobachten.

Die ausfiihrliche Beschreibung der Ergebnisse erfolgt aus Griinden der Ubersichtlichkeit

zusammen mit deren Diskussion in Kapitel 4.5.
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Abbildung 24. Einfluss von Insulin auf die FOXO-vermittelte angeborene Immunantwort in HBEC

HBEC zweier verschiedener Spender wurden mit unspezifischer control-siRNA (RNAi -) oder mit
spezifischer siRNA gegen FOXO1- und FOXO3-mRNA (RNAi +) transfiziert. 24 h nach Transfektion
wurden die Medien gewechselt: die Zellen wurden mit Medium mit Insulin in einer Konzentration von 1
pg/ml oder 5 pg/ml versetzt. Nach 24 h wurde das Medium abermals gewechselt: Die Zellen wurden fir
weitere 24 h mit Poly-(1:C) in einer Konzentration von 1 pg/ml stimuliert. Kontrollen blieben unstimuliert.
Die Insulinkonzentrationen wurden jeweils beibehalten. 72 h nach Transfektion wurde der Versuch beendet.
Die relative Expression von hBD-2 wurde mittels qRT-PCR bestimmt (A, B). Die Konzentrationen von IL-
6 (C, D) und IP-10 (E, F) im Zellkulturiiberstand wurden mittels ELISA bestimmt. A, C, E zeigen
Ergebnisse aus Zellen von Spender 1, B, D, F zeigen Ergebnisse aus Zellen von Spender 2. Die Daten sind
gezeigt als Mittelwert = Standardabweichung. n=3 pro Gruppe. * 2 p < 0,05, ** 2 p < 0,01, *** 2 p <
0,001.
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3.16 Einfluss von Insulin auf die Internalisierung von NTHi in priméaren

bronchialen Atemwegsepithelzellen

Mit Hilfe des NTHi-Internalisierungsassays wurde untersucht, welchen Einfluss PI3K-
Inhibition bzw. Insulin auf die Internalisierung von Bakterien in HBEC haben. Die in
Calu-3-Zellen beobachtete Senkung der Keimzahl bei PI3K-Inhibition konnte im
Primérzellversuch bestétigt werden. Zusatzlich zeigte sich eine Abhangigkeit der Zahl
intrazelluldr lokalisierter NTHi von Insulin. Dabei waren unter Bedingungen maximaler
FOXO-Inhibition (Behandlung mit Insulin) ca. viermal so viele Bakterien nachweisbar
wie unter Bedingungen maximaler FOXO-Aktivierung (Insulindepletion + PI3K-
Inhibition).
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Abbildung 25. Einfluss von Insulin auf die Internalisierung von NTHi in HBEC

HBEC-Monolayer wurden tber Nacht ohne Insulin inkubiert und nachfolgend fir 30 min mit oder ohne
Insulin [5 pg/ml] vorinkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen bei gleichbleibender Insulinkonzentration
in An- oder Abwesenheit des PI3K-Inhibitors LY294002 (Molaritat 50 uM) fur 2 h mit lebenden NTHi
infiziert. Die intrazelluldaren NTHi-Titer wurden mit Hilfe des NTHi-Internalisierungsassays quantifiziert
wie im Methodenteil beschrieben.. Die Daten sind gezeigt als Mittelwert + Standardabweichung. n=3 pro
Gruppe. * 2 p< 0,05, ** 2 p<0,01.
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3.17 Die TLR3-induzierte FOXO-Aktivierung uUbertrifft die insulininduzierte
FOXO-Inaktivierung

In den Kapiteln 3.1 und 3.2 wurde gezeigt, dass bakterielle Infektion in vivo und in vitro
in einer Aktivierung von FOXO-Transkriptionsfaktoren resultiert. Es sollte daher
zunachst Uberpruft werden, ob Aktivierung von TLR3 mittels Poly-(I:C) ebenfalls dazu
geeignet ist, FOXO zu aktivieren.

FOXO-Transkriptionsfaktoren werden durch Insulin und Wachstumsfaktoren wie IGF-1
PI3K-abhangig inaktiviert [18,22,103,134,146,154,174]. In verschiedenen Studien wurde
jedoch gezeigt, dass oxidativer Stress auch bei bestehender PI3K-Aktivitat dazu in der
Lage ist, FOXO in einen aktivierten Zustand zu Uberfuhren [25,193], beispielsweise
durch stresskinaseinduzierte Disruption der Interaktion von FOXO mit 14-3-3 [111,170].
Daher sollte weiterhin untersucht werden, welchen Einfluss Poly-(I:C) als
immunologischer Stimulus auf die Insulin-abhdangige FOXO-Regulation hat.

Fur den Versuch wurden Zellen in An- oder Abwesenheit von Insulin fir 60 Minuten mit
Poly-(1:C) stimuliert. Kontrollen wurden ohne Poly-(1:C) inkubiert. Nach Abschluss des
Versuchs wurden die Zellen fixiert und die subzellulére Lokalisation von FOXO3 wurde
mittels Immunfluoreszenzmikroskopie bestimmt.

Abbildung 26 zeigt Ergebnisse dieses Versuchs.

Unter den Grundbedingungen, d.h. in Anwesenheit von Insulin und ohne Poly-(I:C)-
Stimulation, zeigte sich fiir FOXO3 eine pradominante zytoplasmatische Lokalisation bei
nukledrer Exklusion, hinweisend auf weitgehende Inaktivierung von FOXO.
Insulindepletion fihrte hingegen zu einer Zunahme der nukleédren Fraktion von FOXO3
und einer Abnahme der zytoplasmatischen Fraktion. Dieses in HBEC generierte Ergebnis
ist vereinbar mit der in anderen Zelltypen beschriebenen Inhibition von FOXO durch
Insulin.

Stimulation von HBEC mit Poly-(1:C) fiihrte zu einer deutlichen Zunahme der nukledren
FOXO3-Fraktion unabhangig davon, ob die Zellen zuvor mit Insulin behandelt worden
waren oder nicht. Im Falle der insulinbehandelten Zellen konnte somit die
insulininduzierte Inaktivierung von FOXO3 durch die TLR3-Stimulation Gberwunden
werden. Im Falle der insulindepletierten Zellen fiihrte Behandlung mit Poly-(I:C) zu einer
weiteren Steigerung des nukledren FOXO3-Signals.
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- Poly-(I:C) + Poly-(I:C)

+ Insulin

- Insulin

Abbildung 26. Die TLR3-induzierte FOXO-Aktivierung Ubertrifft die insulininduzierte FOXO-
Inaktivierung

HBEC wurden auf Chamberslides kultiviert. Die Zellen wurden tber Nacht ohne Insulin inkubiert und
anschlieend fir 30 min mit oder ohne Insulin [5pg/ml] préinkubiert. Danach erfolgte die Stimulation mit
Poly-(I:C) [1 pg/ml] fur 60 min. Kontrollen wurden nicht stimuliert. FOXO3 wurde mittels
Immunfluoreszenzférbung visualisiert.

3.18 FOXO-Transkriptionsfaktoren sind aktiv in Patienten mit akuter und

chronischer Infektion der Atemwege

Um die klinische Relevanz der vorliegenden Ergebnisse zu uberprifen, wurde der
Aktivierungszustand von FOXO-Transkriptionsfaktoren in bronchialem Gewebe von
Patienten untersucht, bei denen in der Klinik fur Thorax- und Herz-Gefalchirurgie
operative Eingriffe an der Lunge vorgenommen wurden. Das Verfahren wurde durch die
Ethikkommission der Landesérztekammer des Saarlandes genehmigt.

Es wurde ausschlieBlich tumorfreies Gewebe beurteilt, im Rahmen von Operationen bei
Bronchialkarzinom oder bei Lungentransplantationen aus den Absetzungsrandern der
Bronchien gewonnen wurde. Das Gewebe wurde unmittelbar nach Entnahme in Formalin
fixiert.

Die Proteinmenge von FOXO3 wurde anhand der Intensitat der Farbung beurteilt, der
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Aktivierungszustand anhand der subzelluldren Lokalisation von FOXO3. Als Kontrollen
dienten die Proben eines lungengesunden Organspenders und eines Patienten mit
Bronchialkarzinom.

Représentative Ergebnisse dieser Farbungen sind in

Abbildung 27 gezeigt. In den untersuchten Gewebeschnitten der Kontrollproben war
FOXO3 kaum detektierbar. In den Gewebeschnitten der Proben von Patienten mit den
infektionsassoziierten Lungenerkrankungen ARDS-Pneumonie, CF und COPD dagegen
zeigte sich eine deutliche VergroRerung sowohl der zytoplasmatischen als auch der
nukledren FOXO3-Fraktion. Dies weist auf eine Involvierung von FOXO-
Transkriptionsfaktoren im pathophysiologischen Geschehen akuter und chronischer

Infektionen der Atemwege hin.
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COPD

Abbildung 27. FOXO-Transkriptionsfaktoren sind
aktiv in Patienten mit akuter und chronischer
Infektion der Atemwege

Mittels Immunhistochemie wurde die subzellulare
Lokalisation von FOXO3 in den bronchialen
Gewebeproben eines Organspenders und von Patienten
mit  Bronchialkarzinom  (Raucher,  tumorfreies
Gewebe), Cystischer Fibrose, ARDS-Pneumonie und
COPD bestimmt. FOXO3 st rot angefarbt. Der
Skalierungsbalken zeigt eine L&nge von 50 pm an.
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4  Diskussion

In dieser Arbeit wurde die Funktion von FOXO-Transkriptionsfaktoren im Rahmen der
angeborenen Immunitdt des Atemwegsepithels analysiert. Hierbei konnten FOXO-
Transkriptionsfaktoren als zentrale Regulatoren der angeborenen Immunitét identifiziert
werden.

Es konnte erstmals gezeigt werden, dass im \erlauf bakterieller Infektionen der
Atemwege FOXO-Transkriptionsfaktoren im Atemwegsepithel aktiviert werden. Die
Aktivierung wurde in einem murinen Pneumoniemodell, in Zellkultur und in
Gewebeproben von Patienten mit infektionsassoziierten Atemwegserkrankungen
nachgewiesen.

Weiterhin wurde gezeigt, dass FOXO-Defizienz in einer Suppression der angeborenen
Immunitdt des Atemwegsepithels resultiert. Die Produktion von antimikrobiellen
Peptiden und Zytokinen war in FOXO-defizienten Atemwegsepithelzellen sowohl unter
basalen Bedingungen als auch nach infektiologischer Stimulation deutlich attenuiert.
Dariiber hinaus war in FOXO-defizienten Atemwegsepithelzellen die Zahl intrazellular
nachweisbarer Pathogene nach bakterieller Infektion deutlich erhéht. Im Gegenzug war
die Keimzahl nach PI3K-Inhibition vermindert.

Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass das TLR3-Agonist Poly-(1:C) zur Aktivierung von
FOXO fihrt und dass die epitheliale TLR3-vermittelte angeborene Immunantwort
FOXO-abhéngig ist.

Die Interaktion zwischen FOXO und Insulin in der Regulation der angeborenen
Immunantwort wurde charakterisiert. Dabei konnte ein immunomodulatorischer Effekt

von Insulin gezeigt werden.

4.1 FOXO-Transkriptionsfaktoren als transkriptionelle  Regulatoren der

angeborenen Immunitéat

In den vergangenen Jahren lieferte eine Reihe von Studien Hinweise auf die Beteiligung
von FOXO-Transkriptionsfaktoren an inflammatorischen und immunologischen
Prozessen. Becker et al. zeigten, dass die Expression von antimikrobiellen Peptiden in D.

melanogaster unabhéngig von der Aktivierung des Toll-Signalwegs durch FOXO
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reguliert wird [14]. In D. melanogaster bindet FOXO als Transkriptionsfaktor direkt an
regulatorischne DNA-Regionen von Genen antimikrobieller Peptide und induziert deren
Expression. Zudem wurden in dieser Arbeit Ergebnisse aus Experimenten mit humanen
Zellkulturen vorgestellt, die darauf hinweisen, dass Inhibition von FOXO durch Insulin
zu einer Reduktion der Basisexpression von B-Defensinen fiihrt. In Ubereinstimmung mit
den Resultaten der Studie von Becker et al. wird in dieser Arbeit gezeigt, dass die
Expression des -Defensins hBD-2 in Atemwegsepithelzellen unter basalen Bedingungen
durch FOXO reguliert wird.

In einer Studie von Fan et al. wurde gezeigt, dass FOXO1 an der Verstarkung TLR4-
abhangiger Prozesse in Makrophagen beteiligt ist [47]. Die Gruppe konnte dabei
nachweisen, dass FOXO1 an regulatorische Elemente innerhalb des TLR4-Gens bindet
und somit die Expression von TLR4 steigert. In der vorliegenden Arbeit konnten
allerdings keine Anderungen der TLR4-Expression in FOXO1/3-defizienten
Atemwegsepithelzellen beobachtet werden. Dies weist darauf hin, dass FOXO die
angeborene Immunitat nicht allein Gber Regulation des TLR4-Gens beeinflusst. So
beschrieben Su et al., dass die Expression von IL-1B in Makrophagen der direkten
Kontrolle von FOXO1 unterliegt [169]. Eine Vielzahl weiterer Faktoren innerhalb der
TLR-Signalkaskade, die als potenzielle FOXO-Zielgene in Frage kommen, wurde von
Fan et al. im Rahmen in einer in-silico-Analyse identifiziert, darunter IL-6, IP-10 und
TNF [47]. Diese theoretische Vorhersage konnte in der vorliegenden Arbeit bestatigt
werden. Es wurde gezeigt, dass die Expression bzw. Freisetzung von IL-6, IP-10 und TNF
in FOXO01/3-defizienten Atemwegsepithelzellen deutlich verringert ist und deren Anstieg
auf infektiologische Stimulation abgeschwécht ist. Das IL-8-Gen wurde von Fan et al.
nicht als direktes FOXO-Zielgen vorhergesagt. Dennoch wurde in der vorliegenden
Arbeit gezeigt, dass die Freisetzung von IL-8 FOXO-abhangig ist. FOXO-
Transkriptionsfaktoren sind folglich dazu in der Lage, auf indirektem Wege die
Expression von Genen zu vermitteln, die keine FOXO-Zielgene im engeren Sinne
darstellen. Die Begrindung hierfir liegt mdoglicherweise darin, dass FOXO die
Expression von Faktoren, die an der TLR-Signaltransduktion beteiligt sind, reguliert.
Zudem ist bekannt, dass FOXO die Transkription von Genen auch ohne direkte DNA-
Bindung beeinflussen kann [42]. Gleichfalls denkbar ist eine kooperativ induzierte
Genregulation  durch  Protein-Proteininteraktion von FOXO mit weiteren
Transkriptionsfaktoren wie NF-xB [113,169].
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4.2 FOXO-Transkriptionsfaktoren und spezifisches Antwortverhalten von

Atemwegsepithelzellen

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass in FOXO1/3-defizienten
Atemwegsepithelzellen die Expression und Freisetzung inflammatorischer Mediatoren
und antimikrobieller Peptide nach Stimulation mit NTHi und P. aeruginosa vermindert
ist. Fur IL-6 nach Stimulation mit P. aeruginosa war dies jedoch nicht der Fall. Da IL-6
Zielgen einer Vielzahl von Signalwegen ist, wurde angenommen, dass der Effekt der
FOXO-Defizienz durch das breite Spektrum der von P. aeruginosa exprimierten PAMPSs
maskiert wird. Der P. aeruginosa-Stamm PAO1, mit dem in diesen Experimenten
gearbeitet wurde, produziert u.a. Flagellin, den Aktivator von TLR5 [207], das den
MyD88-abhangigen Signalweg aktiviert. Die Stimulationsexperimente mit Flagellin
zeigten, dass die TLR5-vermittelte Induktion von IL-6 in FOXO-defizienten
Atemwegsepithelzellen nicht kompromittiert war. Somit ist die Induktion TLR5-
abhéngiger Faktoren durch P. aeruginosa FOXO-unabhéngig.

In der vorliegenden Arbeit wurde darGber hinaus untersucht, ob FOXO-
Transkriptionsfaktoren an der zytokinvermittelten Induktion der angeborenen
Immunantwort von Atemwegsepithelzellen beteiligt sind. Dazu wurden Zellen mit IL-1
stimuliert, einem Zytokin, das den MyD88-abhéngigen Signalweg aktiviert [3]. Es zeigte
sich, dass durch FOXO1/3-silencing die Freisetzung von IL-6 nach Stimulation mit IL-1
nicht reduziert wird. Tatsachlich war in den FOXO1/3-defizienten Zellen die Menge an
freigesetztem IL-6 sogar signifikant erhdht. In einer Studie von Li et al. wurde gezeigt,
dass Stimulation der renalen epithelialen Zelllinie 293T mit IL-1f und TNF zur
Phosphorylierung von FOXO3 an T32 flhrt, was zur Inaktivierung von FOXO3 filhrt
[113]. Es ist daher denkbar, dass FOXO-Transkriptionsfaktoren unter Ruhebedingungen
inhibierend auf die IL-1p-abhangige Signaltransduktion einwirken und Stimulation mit
IL-1B zur Disinhibition dieser Prozesse im Sinne eines Feed-forward-Mechanismus fuhrt.
FOXO1/3-silencing kann maoglicherweise zusétzlich zu dieser disinhibitorischen
Regulation beitragen. Im Kontrast hierzu wurde in einer Arbeit von Dobierzewska et al.
gezeigt, dass FOXOL1 in Hepatozyten durch IL-1p aktiviert wird [39]. Beachtet werden
sollte hierbei die Tatsache, dass die genannten Studien in funktionell deutlich
abweichenden Zelltypen durchgefiihrt wurden, wobei bekannt ist, dass die Regulation von
FOXO zelltypspezifisch ist [158]. Eine genauere Beurteilung dieses Sachverhalts wird

durch die derzeitige Datenlage nicht zugelassen.
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4.3 FOXO-Transkriptionsfaktoren als  Mediatoren  endosomaler  TLR-

Signaltransduktion

In einer Studie von Morey et al. wurde gezeigt, dass NTHi durch Atemwegsepithelzellen
internalisiert werden und in das endosomale Kompartiment gelangen [129]. Im
endosomalen Kompartiment lokalisierte Pathogene kdnnen durch endosomale Reifung
und Verschmelzung mit Lysosomen abgetétet werden [62]. Die Azidifizierung fuhrt
zudem zu einer Steigerung der Menge von den Pathogenen freigesetzter PAMPs [27].
Diese werden von endosomalen Toll-like-Rezeptoren erkannt, wodurch es zur Entstehung
einer angeborenen Immunreaktion kommt [144].

Bei den in dieser Arbeit vorgestellten Experimenten zur in-vitro-Infektion von
Atemwegsepithelzellen mit NTHi zeigte sich, dass FOXO nicht in allen Zellen, sondern
fokal in bestimmten Einzelzellen aktiviert wurde. Dies lasst die Vermutung zu, dass
FOXO nur in den Zellen aktiviert wird, die Bakterien internalisiert haben. Des Weiteren
wurde beobachtet, dass mit Antibiotika inaktivierte Bakterien eher dazu geeignet waren,
eine angeborene Immunantwort auszulésen als lebende Bakterien. Es wurde daher
angenommen, dass durch das Abtoten der Bakterien eine grofRere Menge an PAMPs
freigesetzt wird, wodurch Mechanismen, die auf Internalisierung und Prozessierung von
Pathogenen angewiesen sind, starker aktiviert werden.

Vor diesem Hintergrund wurde die Hypothese aufgestellt, dass FOXO-
Transkriptionsfaktoren tber einen Mechanismus aktiviert werden, der die endosomale
Erkennung bakterieller PAMPs voraussetzt. Dies wird weiter unterstrichen durch die in
der vorliegenden Arbeit angestellte Beobachtung, dass die TLR5- bzw. IL-1B-induzierten
Prozesse, die den MyD88-abhéngigen Signalweg aktivieren, nicht durch FOXO-Silencing
beeintrachtigt werden. Um die Hypothese zu uberprifen, sollte der Zusammenhang
zwischen FOXO-Trankriptionsfaktoren und der Signaltransduktion durch endosomale
Toll-like-Rezeptoren analysiert werden.

Der wichtigste endosomale Toll-like-Rezeptor zur Detektion gramnegativer Bakterien wie
NTHi ist TLR4, ein Rezeptor fir Lipopolysaccharid. TLR4 ist allerdings nicht nur im
Endosom, sondern auch auf der Oberfliche von Atemwegsepithelzellen vorhanden.
Endosomales und Oberflachen-TLR4 setzen dabei unterschiedliche Mechanismen der
Signaltransduktion in Gang. Wahrend endosomale Stimulation von TLR4 den MyD88-
unabhangigen TRIF-Pfad aktiviert, flhrt Stimulation von Oberflachen-TLR4 zur
klassischen MyD88-abhéngigen NF-kB-Aktivierung. Methodisch ist es schwierig,
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spezifisch endosomales TLR4 zu stimulieren und so selektiv den endosomal-getriggerten
TRIF-Weg zu aktivieren, ohne den MyD88-abhédngigen Signalweg in Gang zu setzen.
Daher wurde der TLR4-Signalweg in diesem Zusammenhang nicht naher untersucht.
Stattdessen wurde TLR3 als Modell fir endosomale TLR-Signaltransduktion gewahlt.
TLR3 ist beschrieben als Rezeptor flr virale ds-RNA [95] und Wirts-RNA [92] (d.h.
RNA, die bei Zellschadigung aus korpereigenen Zellen freigesetzt wird). TLR3 wird,
anders als TLR4, in Atemwegsepithelzellen ausschlie3lich endosomal exprimiert [64], so
dass endosomales TLR3 leicht mit Hilfe des synthetischen Agonisten Poly-(I:C) zu
adressieren ist. Aktivierung von TLR3 flhrt wie die von endosomalem TLR4 zur
Aktivierung von TRIF. Daher resultieren beide TLR-Signalwege in den gleichen
zellulédren Ereignissen, so dass die Analyse durch TLR3 ausgeldster Prozesse
Ruckschlisse auf TLR4 erlaubt. Daher erscheint TLR3, trotz seiner tberwiegenden
Eigenschaft als Rezeptor fur virale RNA, als ein interessantes Modell fir
Fragestellungen, die sich mit der Aktivierung von endosomalem TLR4 durch bakterielle
PAMPs beschéftigen. Zudem liefern mehrere Studien Hinweise darauf, dass TLR3 auch
direkt an der Vermittlung angeborener Immunreaktionen auf bakterielle Reize, wie
Infektion mit NTHi, beteiligt ist [157,177].

Um zu dberprifen, ob FOXO-Transkriptionsfaktoren fir die TLR3-vermittelte
angeborene  Immunitdt von Bedeutung sind, wurden FOXO1/3-defiziente
Atemwegsepithelzellen mit Poly-(I:C) behandelt. Wahrend in Zellen, die mit Kontroll-
SiRNA behandelt wurden, durch Poly-(I:C) eine robuste angeborene Immunantwort
induziert wurde, war die Expression bzw. Freisetzung inflammatorischer Marker in
FOXO1/3-defizienten Zellen auf Werte unterhalb des Basalniveaus in Kontrollzellen
supprimiert, hinweisend darauf, dass eine suffiziente TLR3-induzierte Genexpression in
Abwesenheit von FOXO nicht mdglich ist. Diese in Calu-3-Zellen ermittelten Daten
konnten in primaren HBEC qualitativ bestétigt werden (siehe auch Kapitel 4.5). FOXO-
Transkriptionsfaktoren scheinen somit essenziell fir die TLR3-vermittelte angeborene

Immunantwort zu sein.
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4.4 FOXO-Transkriptionsfaktoren und Internalisierung von Pathogenen in

Atemwegsepithelzellen

Ein in dieser Arbeit verwendeter Ansatz zur Beurteilung der Funktion von FOXO-
Transkriptionsfaktoren innerhalb der angeborenen Immunitdt ist der NTHi-
Internalisierungsassay. Es handelt sich hierbei um eine etablierte Methode zur Detektion
intrazellularer Bakterien [129,172]. Es wurden drei verschiedene Herangehensweisen
gewdhlt: PI3K-Inhibition mit LY294002, PI3K-Aktivierung mit Insulin und FOXO1/3-
Silencing mit siRNA. Die hier vorgelegten Daten zeigen, dass Inhibition des PI3K-
Signalwegs, die mit der Aktivierung von FOXO einhergeht [22], zur Verringerung der
Invasivitat von NTHi in Atemwegsepithelzellen beitragt, wahrend Behandlung mit Insulin
die Zahl intrazelluldrer Pathogene erhoht. Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass auch
FOXO1/3-silencing in einer erhohten Zahl intrazellular nachweisbarer Bakterien
resultiert. Ahnliche Daten wurden durch Morey et al. bereits fiir Alveolarepithelzellen
vorgelegt [129]. Ubereinstimmend mit den hier gezeigten Daten wurde in deren Studie
gezeigt, dass Internalisierung von NTHi eine Aktivierung des PI3K-Signalwegs
voraussetzt. Die Inhibition von FOXO-Transkriptionsfaktoren stellt daher einen
maoglichen Mechanismus dar, tGber den via PI3K die bakterielle Invasivitat gesteigert
wird.

Als Grund fiir die gesteigerte Nachweisbarkeit von Pathogenen in FOXO-defizienten
Zellen sind zwei Alternativen denkbar, die beide vereinbar mit den Ergebnissen dieser
Arbeit sind. Dabei ist zu berticksichtigen, dass der genaue Stellenwert der Internalisierung
fir die Interaktion zwischen Wirt und Pathogen und die zugrunde liegenden
Mechanismen bisher nur unvollstdndig verstanden sind.

Eine Mdglichkeit besteht darin, dass NTHi in FOXO-defiziente Zellen leichter eindringen
kénnen. Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, ist die Produktion antimikrobieller Peptide
wie hBD-2 in FOXO-defizienten Zellen deutlich reduziert, wodurch das Abtoten
adhérenter und endosomaler Bakterien eingeschrankt sein konnte. Diese Begriindung
entspricht der Annahme, dass die Internalisierung von Bakterien ein Prozess ist, der durch
das Pathogen selbst induziert wird um eine endosomale Population zu generieren, die vor
dem Zugriff des Immunsystems geschitzt ist. Dies wurde bereits fur Moraxella
catarrhalis postuliert, ein weiteres hdufig bei COPD nachweisbares Pathogen [168].

Morey et al. argumentieren, dass aus solchen intrazelluldren Reservoirs wieder
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extrazellulare Bakterien rekrutiert werden kénnen und somit die Kolonialisierung mit
NTHi etabliert wird [129].

Die alternative Moglichkeit ist, dass Epithelzellen Bakterien aktiv internalisieren um sie
endosomal zu prozessieren. Bei der CF wurde die Unfahigkeit von Epithelzellen, P.
aeruginosa CFTR-abhéngig zu endozytieren, als eine Ursache fiir die Etablierung
chronischer Atemwegsinfektionen beschrieben [148]. Dies steht moglicherweise in
Zusammenhang mit der Beobachtung, dass die Oberflachenexpression von TLR4 in
Epithelzellen bei CF signifikant reduziert ist und die Zellen auf die endosomale TLR4-
Aktivierung angewiesen sind [88]. Die endosomale Prozessierung internalisierter
Pathogene, die mit Azidifizierung des Endosoms, Andauung des Pathogens und daraus
resultierender Freisetzung mikrobieller PAMPs einhergeht, wird als ein entscheidender
Schritt fur die Aktivierung endosomaler Toll-like-Rezeptoren angesehen [27]. Dies ist
vereinbar mit der Beobachtung, dass mittels Antibiotika angedaute NTHi die angeborene
Immunitat effektiver stimulierten als lebende NTHi. Demnach ist die Internalisierung von
Pathogenen eine Funktion der angeborenen Immunitat der Wirtszelle mit dem Ziel,
mikrobielle PAMPs zu detektieren und damit eine entsprechende Immunantwort zu
induzieren. Es ist denkbar, dass FOXO-defiziente Zellen zwar Bakterien aufnehmen,
diese jedoch aufgrund verringerter antimikrobieller Aktivitat nicht abtéten kénnen. Dies
wirde zu einer verminderten Menge detektierbarer PAMPs fihren, wodurch
Effektormechanismen, die abh&ngig von endosomaler TLR-Stimulation sind,

beeintrachtigt werden konnten.

45 FOXO-Transkriptionsfaktoren als  Integratoren  metabolischer und

immunologischer Stressoren

Die Rolle von FOXO-Transkriptionsfaktoren in der angeborenen Immunitat ist bisher nur
unvollstandig verstanden. In verschiedenen Studien wurden sowohl proinflammatorische
[14,47] als auch antiinflammtatorische Effekte beschrieben [83,116]. Dies stellt nicht
notwendigerweise ein Paradoxon dar, sofern man die Erkenntnisse beziglich FOXO im
Zusammenhang mit oxidativer Zellschadigung in Betracht zieht. Es gehort zum
gesicherten Wissen, dass FOXO auf oxidativen Stress hin sowohl pro-, als auch

antiapoptotisch wirksam sein kann [1,59,60]. Die Grundlage fir die F&higkeit von FOXO,
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scheinbar kontrdre Funktionen einzunehmen, liegt in der Vielzahl mdglicher
posttranslationaler Modifikationen. Das transkriptionelle Programm von FOXO wird
nicht allein durch nukleére Prasenz bestimmt, sondern durch das individuelle Muster von
Phosphorylierungen, Ubiquitinierungen und Acetylierungen [59]. Dieses Muster wurde
als ,,FOXO Code*“ [26] bezeichnet, der die transkriptionelle Aktivitdit von FOXO an
seinen verschiedenen Zielgenen steuert. Es wird angenommen, dass durch diese Form
epigenetischer Kodierung das Zusammenspiel von FOXO und diversen Co-Faktoren
modifiziert wird [42]. Die Zelle ist somit in der Lage adaquat und dosisspezifisch auf
zelluldren Stress unterschiedlichen AusmaBes zu reagieren: wahrend FOXO bei
moderater DNA-Schéadigung durch reaktive Sauerstoffspezies Zellzyklusarrest und DNA-
Reparatur vermittelt, kommt es bei schwerer Schédigung zur FOXO-abhéngigen
Transkription proapoptotischer Gene [26]. Zurtickgefuhrt wird dies beispielsweise auf
SIRT-abhéngige Veranderungen des Acetlyierungsstatus von FOXO [25,86,102].

In dieser Arbeit wurde die Integritiat der Zellen mittels morphologischer Analyse und
eines LDH-Zytotoxizitatslevels Gberwacht. Obwohl die Behandlung von Zellen mit Poly-
(I:C) in einer Konzentration von 1 pg/ml zu einer starken nukledaren Aktivitdt von FOXO
in insulindepletierten HBEC fuhrte, lieBen sich keine Hinweise auf eine relevante
Steigerung der Zelltodrate durch diese Behandlung feststellen. Auch konnte keine
Steigerung der Expression von Bim nachgewiesen werden, einem proapoptischen Gen
aus der Bcl-2-Familie, das als FOXO-Zielgen bekannt ist und dessen Expression auf
verschiedene Stressstimuli hin induziert wird [38]. In einer Studie von Numata et al.
wurde gezeigt, dass Behandlung insulindepletierter HBEC mit Poly-(I:C) in einer
Konzentration von 10 pg/ml zur TLR3-vermittelten Apoptose flhrt [139]. Eine mdgliche
Involvierung FOXO-abhéangiger proapoptotischer Prozesse wurde von den Autoren nicht
untersucht. Im Hinblick auf die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ist FOXO jedoch ein
potenzieller Faktor innerhalb der TLR3-vermittelten Apoptose. Demnach ist es denkbar,
dass Aktivierung von FOXO bei moderater TLR3-Stimulation, wie in dieser Arbeit
gezeigt, zur Vermittlung einer Immunreaktion fihrt, wahrend berméRige Stimulation
dosisabhangig zu einer Verschiebung des transkriptionellen Programms von FOXO hin
zur Expression proapoptotischer Faktoren bewirkt.

Nach derzeitigem Verstandnis erfolgt die basale Regulation der Aktivitat von FOXO-
Transkriptionsfaktoren (iber den PI3K-AKT-Signalweg [69]. Dessen Aktivierung durch
Insulin oder Wachstumsfaktoren fuhrt zur Sequestrierung von FOXO im Zytosol

[22,103], sowie nachfolgend zur Polyubiquitinierung, die FOXO fur die proteasomale
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Degradation markiert [81]. Unter oxidativen Stressbedingungen kann die Inaktivierung
von FOXO durch Stresskinasen aufgehoben werden. Stresskinasen wie JNK aktivieren
FOXO entweder durch direkte Phosphorylierung oder indirekt durch Inaktivierung von
Adapterproteinen [59]. Dadurch kommt es zur Aktivierung von FOXO, unabhangig von
den PI3K-abhéngig induzierten inhibitorisch  wirksamen  posttranslationalen
Modifikationen [25,44].

Ein dhnlicher Effekt konnte in der vorliegenden Arbeit beobachtet werden. Behandlung
von HBEC mit Insulin fuhrte wie erwartet zur Exklusion von FOXO aus dem Zellkern,
wéhrend Insulindepletion zur nukledren Translokation fiihrte. Stimulation mit Poly-(I:C)
resultierte hingegen sowohl in den insulindepletierten als auch in den mit Insulin
behandelten Zellen in einer Aktivierung von FOXO. TLR3-Stimulation Gbertrifft somit
die insulinabhdngige Inhibition von FOXO. Die Starke des nukledaren FOXO-Signals
nach Poly-(I:C)-Stimulation erreichte jedoch in insulinbehandelten HBEC nicht das
Niveau der insulindepletierten Zellen. Dies weist darauf hin, dass die FOXO-vermittelte
angeborene Immunitat durch Insulin zwar nicht vollig ausschaltet, aber moglicherweise
beeintrachtigt werden kann, wobei moglicherweise auch individuelle Unterschiede in
Betracht zu ziehen sind.

Die siRNA-Versuche mit HBEC zweier verschiedener Spender (s. Abbildung 24) stutzen
diese Hypothese. Waéhrend bei Spender 1 die Insulinkonzentration alleine keinen
wesentlichen Effekt auf die Expression bzw. Freisetzung von hBD-2, IL-6 und IP-10 hat,
scheint eine hohe Insulinkonzentration bei Spender 2 zum Teil immunsuppressive Effekte
zu vermitteln. Bei Spender 1 ist ein solcher Effekt erst im Zusammenspiel mit FOXO-
Silencing erkennbar: unter der niedrigen Insulinkonzentration fiihrte FOXO-Silencing
nicht zu einer Suppression der Freisetzung von IL-6 und IP-10 nach Poly-(I:C)-
Stimulation. Wie in Kapitel 3.14 gezeigt, ist die Expression von FOXO1 und FOXO3
nach siRNA-Transfektion zwar signifikant reduziert, jedoch nicht vollkommen
unterbunden. Insofern ist es mdglich, dass die Restmenge an FOXO-
Transkriptionsfaktoren ausreicht, bestimmte Funktionen der angeborenen Immunitat
aufrechtzuerhalten, wenn sie sich in einem hochaktivierten Zustand befindet. Bei
zusétzlicher Inhibition des verbliebenen FOXO-Proteinanteils durch eine hohe
Insulinkonzentration kommt es zu einer deutlichen Beeintrachtigung der angeborenen
Immunantwort. hBD-2 ist bei beiden Spendern bereits durch FOXO-Silencing alleine
herunter reguliert. Bei Spender 1 fuhrt zusatzliche Erhéhung der Insulinkonzentration zu

einer weiteren Reduktion der hBD-2-Expression auf Werte unterhalb des Basalniveaus.
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Bei Spender 2 wirkt bereits Insulin alleine stark suppressiv auf hBD-2, was durch
zusétzliches FOXO-Silencing nicht weiter forciert werden kann. Qualitativ ahnliche
Ergebnisse zeigen beide Spender bei 1P-10, wobei in Spender 2 die Effekte von FOXO-
Silencing und Insulin alleine jeweils deutlicher sind.

Als mdgliche Grinde fiir die beobachteten Unterschiede zwischen den Spendern sind
mehrere Aspekte in Betracht zu ziehen. Zum einen sind bereits in vivo vorhandene
Unterschiede in der Insulinresponsibilitat denkbar. Zum anderen ist es moglich, dass die
tatsachliche  Effektivitast des FOXO-Silencings im  \Versuchszeitraum  nicht
Ubereinstimmend war. Zudem scheinen die Zellen von Spender 2 eine generell hohere
immunologische Aktivitat aufzuweisen.

Zusammengefasst kann Insulin moglicherweise die angeborenen Immunfunktionen von
Atemwegsepithelzellen durch Modulation der Funktion von FOXO beeinflussen, wenn
auch nicht in jedem Fall supprimieren.

Die gezeigten Daten liefern somit erste Hinweise auf die zugrundeliegenden
Mechanismen der FOXO-Aktivierung bei Infektion. Das Aktivierungsverhalten auf Poly-
(I:C)-Stimulation spricht hierbei fir einen TLR-vermittelten Prozess, wahrend die
regulatorische Interaktion von Insulin und TLR3-Stimulation den o0.g9. JNK-vermittelten
Regulationsmechanismen bei oxidativem Stress dhnelt. Dies ist insofern interessant, als
TLR3 in der Lage ist, TRIF-abhdngig JNK zu aktivieren [71]. Tatsdchlich wurde bereits
gezeigt, dass die Aktivierung von FOXOL1 durch IL-1B, dessen Rezeptor eng mit den
TLRs verwandt ist [19], JNK-abhdngig und AKT-unabhéngig erfolgt [39]. Auch in C.
elegans ist das FOXO-Ortholog DAF-16 unabhéngig vom Insulinsignalweg durch
infektiose Stimuli aktivierbar [210].

4.6 Die Rolle von FOXO bei akuter und chronischer Infektion der Lunge

Wie in Kapitel 3.1 gezeigt wurde, werden FOXO-Transkriptionsfaktoren bei akuter
Atemwegsinfektion aktiviert. Die Ergebnisse der Experimente mit FOXO-defizienten
Atemwegsepithelzellen weisen dabei klar darauf hin, dass FOXO essenziell an der
Entstehung einer addquaten Immunreaktion des Atemwegsepithels beteiligt ist.
Andererseits zeigte sich bei der Analyse von humanem Bronchialgewebe (s. Kapitel
3.18), dass FOXO auch bei COPD und CF, Erkrankungen die mit chronischer
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Inflammation und progredienter Schadigung der Atemwege einhergehen, aktiv ist. ES
stellt sich daher die Frage, ob FOXO im infektiésen Geschehen eine flir den Organismus
protektive Funktion erfillt, oder ob FOXO selbst moglicherweise negativen Einfluss auf
den Verlauf von Infektionen der Atemwege hat.

Die Immunreaktion des Korpers auf infektiose Stimuli hat zum Ziel, das infektiése Agens
zu erkennen und zu eliminieren. Dabei kdonnen bei immunkompetenten Individuen mit
Hilfe der Mechanismen der angeborenen und adaptiven Immunitét akute Infektionen ohne
Folgeschaden fiur den Organismus geklart werden. Dies gilt prinzipiell auch fir schwere
Infektionen wie eine mit ARDS einhergehende Pneumonie, die, wenn sie Uberlebt wird,
in einem GroRteil der Félle ohne Residuen ausheilt [122,194]. Damit ist die
Immunreaktion bei akuter Infektion ein sinnvoller und lebensnotwendiger Prozess.

Bei chronischen Erkrankungen, die durch persistierende bakterielle Kolonisation
gekennzeichnet sind, kdnnen Infektionen nicht nachhaltig geklart werden. Durch die
persistierende bakterielle Stimulation des Immunsystems kommt es zu dessen
Daueraktivierung, die im Falle der COPD und der CF entscheidend zur Pathophysiologie
der Atemwegsdestruktion beitragt [33,164].

Vor diesem Hintergrund ist die Rolle von FOXO bei Infektionen differenziert zu
betrachten. Bei der akuten Infektion tragt FOXO mdglicherweise im Atemwegsepithel
dazu bei, Pathogene direkt zu eliminieren, sowie professionelle Immunzellen durch
Zytokine zu rekrutieren. Diese protektive Aktivitat ist jedoch bei chronischen Infektionen
der Lunge offenbar nicht adaquat flr die Beseitigung des mikrobiellen Agens, vielmehr
ist sogar denkbar, dass die durch FOXO vermittelten Prozesse zur Aufrechterhaltung und
Progredienz der Erkrankung beitragen. Dabei ist die Rolle von FOXO moglicherweise
individuell verschieden. In einer 2013 verdffentlichten Studie wurde ein Polymorphismus
von FOXO3 identifiziert, der in Makrophagen das Gleichgewicht von pro- hin zu
antiinflammatorischen Zytokinen verschiebt [109]. Dieses Allel ist assoziiert mit
besserem Outcome bei autoimmunologischen Erkrankungen wie M. Crohn und der
Rheumatoiden Arthritis, fihrt jedoch aufgrund der verringerten Immunstimulation durch
proinflammatorische Faktoren zu schwereren Verldufen bei Infektionen. Somit liefert die
Varianz individueller FOXO-Genotypen in der Bevolkerung einen moglichen Ansatz zur
Erklarung der groRBen Variabilitat im Verlauf akuter und chronischer Erkrankungen, wie
sie beispielsweise auch bei COPD und CF typisch ist.
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4.7 Ausblick

Gemeinsam mit anderen in den letzten Jahren publizierten Studien erdffnet diese Arbeit
ein neues und dynamisches Forschungsfeld. Zu den Fragen, die sich aus der derzeitigen
Datenlage ergeben, gehort zum einen, Uber welche Mechanismen FOXO-
Transkriptionsfaktoren im Verlauf einer Infektion aktiviert werden, wie bereits in Kapitel
4.5 diskutiert wurde. Zum anderen ist bislang unklar ber welche Mechanismen FOXO
seinerseits an der \ermittlung der angeborenen Immunantwort teilnimmt.
Promotoranalysen konnen hierbei Aufschluss dartiber geben, ob FOXO mdglicherweise
eine direkte Funktion als Transkriptionsfaktor angeborener Immunfaktoren einnimmt und
inwiefern  isolierte  FOXO-Aktivierung  hinreichend  fur die  Transkription
proinflammatorischer Zytokine und Interferon-lI-induzierbarer Gene ist. Eine indirekte
Beeinflussung der Transkription durch Protein-Protein-Interaktion von FOXO mit
weiteren Faktoren innerhalb der TLR-Signaltransduktion, wie NF-xB und IRF3, ist
gleichermalien denkbar.

Ebenfalls interessant ist die Frage nach dem jeweiligen individuellen Beitrag der hier
untersuchten Faktoren FOXO1 und FOXO3, sowie nach einer moglichen Beteiligung der
weiteren FOXO-Vertreter FOXO04 und FOXO6. Zur genauen Untersuchung der
jeweiligen Funktion waren hierbei insbesondere Studien an transgenen Tiermodellen
geeignet.

Die Identifikation und Charakterisierung verschiedener Polymorphismen von FOXO, die
mit Langlebigkeit bzw. bestimmten (milden oder schwerwiegenden) Verlaufen
immunologischer und infektiologischer Erkrankungen assoziiert sind, er6ffnen dartber
hinaus neue Perspektiven im Hinblick auf die Erstellung individueller Prognosen und die

Entwicklung der personalisierten Medizin.
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