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Zusammenfassung

Hintergrund: Glatte Muskelzellen der Luftwege
(ASMC) spielen in der bronchialen Hyperreagibi-
litdt eine entscheidende Rolle. Kalzium ist der
wichtigste Faktor in der Signalkaskade, die die
Kontraktion der ASMC bewirkt. T-bet knock-out
(KO)-Mduse zeigen spontan eine Dominanz von
Typ-Lymphozyten sowie histologische und funk-
tionelle Eigenschaften des Asthma bronchiale.
Ziel unserer Untersuchung war die Beantwortung
der Frage, ob die Ca?*-Homdgostase in ASMC von
T-bet KO-Mdusen als einem experimentellen Mo-
dell fiir das Asthma bronchiale verdndert ist.
Methode: Lungenschnitte von 100-200 um Di-
cke wurden von T-bet KO- und Wildtyp-Mdusen
kultiviert. Die Azetylcholin (ACH)-induzierte
bronchiale Kontraktion wurde mittels Video-
Mikroskopie quantifiziert und das ACH-indu-
zierte Ca?*-signaling einzelner ASMC in den
Lungenschnitten mittels 2-Photonen-Mikrosko-
pie analysiert.

Ergebnisse: Bronchien von T-bet KO-Mdusen
zeigten einen erhdhten basalen Tonus, der mit ver-
mehrten spontanen Anderungen der intrazelluli-
ren Ca?*-Konzentration der ASMC verbunden war.
Im Vergleich zu Wildtyp-Madusen waren Bron-
chienvonT-bet KO-Mdusen zudem hyperreagibel.
Dies korrelierte mit erhohten ACH-induzierten
Ca?*-Transienten und einem erhéhten Prozentsatz
von ASMC, die ACH-induzierte Ca*-Oszillationen
aufwiesen. Nach der Entleerung der intrazellula-
ren Ca2*-Speicher durch Caffeine or Cyclopiazonic
Acid war der Ca2*-Anstieg in ASMC von T-bet KO-
Madusen hoher als in Wildtyp-Mdusen.
Schlussfolgerungen: Eine verdnderte Ca?*-Ho-
moostase von ASMC tragt zu dem erhohten basa-
len Bronchotonus und zur bronchialen Hyper-
reagibilitdit in Lungenschnitten von T-bet KO-
Madusen bei. Dem liegt wahrscheinlich ein erh6h-
ter Ca2*-Gehalt der intrazelluliren Ca2*-Speicher
zu Grunde.

Abstract

Background: Airway smooth muscle cells
(ASMC) play a key role in bronchial hyperrespon-
siveness (BHR). A major component of the signal-
ling cascade leading to ASMC contraction is calci-
um. T-bet knock-out (KO) mice show the key fea-
tures of allergic asthma such as a shift towards
Typ-lymphocytes and display a broad spectrum
of asthma-like histological and functional cha-
racteristics. In this study, we aimed at investigat-
ing whether CaZ*-homeostasis of ASMC is altered
in T-bet KO-mice as an experimental model of
asthma.

Methods: Lung slices of 100 to 200 wm thickness
were obtained from T-bet KO- and wild-type
mice. Airway contractions in response to acetyl-
choline (ACH) were measured by video-micros-
copy and Ca?*-signaling in single ASMC of lung
slices was assessed using two-photon micros-
copy.

Results: Airways from T-bet KO-mice showed
increased baseline airway tone (BAT) and BHR
compared to those of wild-type mice. The
increased BAT was correlated with an increased
incidence of spontaneous changes in intracellular
Ca%*-concentrations, whereas BHR correlated
with higher ACH-induced Ca?*-transients and an
increased proportion of ASMC showing CaZ*-os-
cillations. Emptying intracellular Ca?*-stores
using caffeine or cyclopiazonic acid induced hig-
her Ca?*-elevations in ASMC from T-bet KO com-
pared to wild-type mice.

Conclusions: Altered Ca?*-homeostasis of ASMC
contributes to increased BAT and BHR in lung
slices from T-bet KO mice as a murine asthma
model. We propose that a higher Ca?*-content of
the intracellular Ca2*-stores is involved in the pa-
thophysiology of these changes.
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Einleitung

Asthma ist charakterisiert durch Entziindung, Airway Remodel-
ling und bronchiale Hyperreagibilitdt (BHR). Glatte Muskelzel-
len der Luftwege (ASMC) vermitteln die Bronchokonstriktion
und spielen daher eine Schliisselrolle in der BHR. Eine erhohte
Masse der ASMC ist bei Asthma nachgewiesen worden [1], darii-
ber hinaus stellt sich jedoch die Frage, ob die Kontraktilitdt der
einzelnen ASMC ebenfalls verdndert ist. In diesem Zusammen-
hang ist die Rolle von Signalmolekiilen, die die agonist-induzier-
te Kontraktion vermitteln, in den Mittelpunkt des Interesses ge-
riickt [2]. Kalzium ist ein ubiquitdres Signalmolekiil, das in der
Regulation einer Vielfalt von Prozessen in nahezu allen Sduge-
tierzellen involviert ist [3]. Kontraktile Stimuli erh6hen die Kon-
zentration des zytoplasmatischen Ca?* ([Ca?*].) in ASMC und in-
duzieren dadurch die Kontraktion. Auf diesem Hintergrund wird
das agonist-induzierte Ca2*-signaling als ein mogliches Target in

Abb.1 Phasenkon-
trastbild eines Lungen-
schnittes. (A) Quer-
schnitt eines Luftweges
mit deutlich sicht-
barem Lumen (AL),

AV = Alveolen. (B) Eine
VergroRerung des Aus-
schnitts in (A) zeigt Epi-
thelzellen (EC), die das
Lumen auskleiden.

(C) In der VergroBerung
des Ausschnitts in (B)
sind Zilien (Ci) der EC zu
erkennen, ASMC sind
unter den EC verbor-
gen. Balken: (A) 50, (B)
20 und (C) 8 um.

der Pathophysiologie der BHR angesehen. Ziel unserer Untersu-
chung war die Beantwortung der Frage, ob die Ca?*-Homdostase
von ASMC bei BHR verdndert ist.

T-bet ist ein Ty;-spezifischer Transkriptionsfaktor, der die Eigen-
schaft hat, die Differenzierung vonT},- in Ty;-Lymphozyten ini-
tiieren zu konnen [4]. Naive Mduse, bei denen das T-bet Gen tar-
get deleted ist (T-bet KO-Mause), entwickeln spontan ein Airway
Remodelling, das multiple inflammatorische wie auch funktio-
nelle Charakteristiken des Asthmas aufweist [5]. T-bet KO-Mau-
se stellen daher ein vielschichtiges, auf der anderen Seite aber
auch einfach zu handhabendes Asthma-Modell dar, da die Not-
wendigkeit einer Allergenprovokation entfdllt.

Lungenschnitte von 100-200 wm Dicke erhalten in Kultur die in
situ Organisation der Lunge sowie die Kontraktilitit der ASMC
iiber mehrere Tage (® Abb. 1 u. 2, fiir Details siehe [6-8]) und
sind daher hervorragend geeignet, um eine Vielzahl von Frage-
stellungen in einem in vivo nahen Modell zu untersuchen. Die

.r: . Abb.2 Phasenkon-
trast-Bild eines Bron-
chus in einem Lungen-
schnitt (A) unmittelbar
vor (B) 10 sec und (C)
90 sec nach der Zugabe
von 10-7 M Azetylcho-
lin. Balken =90 um.
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Abb. 3 (a) Bronchien in Lungenschnitten wurden einer Relaxationslosung
ausgesetzt, und die resultierende Bronchodilatation wurde als basaler
Tonus definiert. Bronchien von T-bet KO-Mausen zeigten einen erhohten
basalen Tonus (* =P <0,01). (b) Bronchien in Lungenschnitten von T-bet
KO-Méusen kontrahieren nach Exposition zu Azetylcholin (ACH) stérker als
Bronchien von Wildtyp-Mausen (P<0,01).

incidence of spontaneous
Ca2* -changes (min-1)
e
o

T-bet KO ‘ Wild-type

Abb.4 Der erhohte basale Ton in Bronchien von T-bet KO-Mdusen kor-
relierte mit einer erhéhten Inzidenz von spontanen Anderungen in der in-
trazelluldren Kalziumkonzentration in den ASMC von T-bet KO-M&usen

(* =P<0,05).
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[Ca?*]. in den ASMC wird mittels Ca%*-Indikatoren gemessen,
wobei die Fluoreszenzintensitit mit der [Ca?*]. korreliert. Kon-
ventionelle Fluoreszenz-Mikroskopie kann in Lungenschnitten
nicht verwendet werden, da in dem dreidimensionalen Modell
Fluoreszenz einzelner Zellen nicht unterschieden werden kann.
Bei einem 2-Photonen-Laser-Mikroskop wird Fluoreszenz nur
in der optischen Ebene erzeugt, wo durch Fokussierung des La-
serstrahles die Dichte von Photonen hoch genug ist, damit Fluo-
reszenzmolekiile durch 2 Photonen gleichzeitig angeregt wer-
den [9]. Dies ist Voraussetzung fiir eine ausreichende Anre-
gungsenergie. Hierdurch kann Emissionslicht aus einer opti-
schen Schicht mit einer Dicke von ca. 100 nm detektiert und
Fluoreszenz einzelner Zellen diskriminiert werden.

In der vorliegenden Studie konnten wir zeigen, dass eine verdn-
derte Ca?*-Homdgostase von ASMC zur BHR beitrdgt und das die-
sem Phianomen wahrscheinlich ein erh6hter Ca%*-Gehalt der int-
razelluldren Ca?*-Speicher zu Grunde liegt. Kalzium als intrazel-
luldres Signalmolekiil kénnte daher in Zukunft einen neuen, bis-
lang vernachlassigten therapeutischen Ansatzpunkt darstellen.

Material und Methoden

Fiir Details der Methodik siehe [6,10,11]. Zur Herstellung der
Lungenschnitte wurden Maduselungen mit bei 37 C fliissiger
Agarose gefiillt, die Lungen durch Verfestigung der Agarose bei
4 C versteift und mittels eines Tissue Slicers Schnitte von
100-200 um Dicke angefertigt. Die Lungenschnitte wurden frei
schwimmend im Medium kultiviert und erhielten so die in situ
Organisation des Lungengewebes und die Kontraktilitit der
ASMC fiir mindestens 5 Tage (® Abb. 1). Die Azetylcholin (ACH)-
induzierte Bronchokonstriktion (® Abb.2) und die durch eine
Relaxationslésung (10-3 M B-Escin and 10-7 M ATP in Ca?*-frei-
em Phosphat-gepuffertem NaCl 0,9% mit 0,02 % EDTA) induzier-
te Bronchorelaxation wurden mittels Videomikroskopie quanti-
fiziert. Fiir Ca%*-Messungen wurden die Lungenschnitte mit dem
Ca?*-Indikator Fluo-4-AM inkubiert und die Fluoreszenz einzel-
ner ASMC mittels eines 2-Photonen-Mikroskopes quantifiziert.
Zur statistischen Auswertung wurden der One-way beziehungs-
weise Two-way ANOVA oder ANOVA On Ranks (kombiniert mit
Pairwise Multiple Comparisons) benutzt. Ein P-Wert von < 0,05
wurden als statistisch signifikant betrachtet.

Ergebnisse

Bronchien in Lungenschnitten wurden einer Relaxationslésung
ausgesetzt, mittels Videomikroskopie aufgezeichnet und die re-
sultierende Bronchodilatation wurde als basaler Tonus definiert.
Bronchien von T-bet KO-Mdusen zeigten einen erhéhten basalen
Tonus (® Abb. 3a). Weiterhin wurde die Azetylcholin (ACH)-in-
duzierte Kontraktion von Bronchien in Lungenschnitten quanti-
fiziert. Es zeigte sich, dass Bronchien von T-bet KO-Mausen star-
ker kontrahierten als von Wildtyp Mdusen (® Abb. 3b).

Um das dem basalen Tonus und der Kontraktion zu Grunde lie-
gende Ca?*-signaling zu messen, wurden die Lungenschnitte mit
dem Ca?*-Indikator Fluo-4-AM inkubiert und die Fluoreszenz in
einzelnen ASMC in den Lungenschnitten mittels 2-Photonen La-
ser-Mikroskopie gemessen. Der erhohte basale Tonus in den
Bronchien von T-bet KO-Mdusen korrelierte mit einer erh6hten
Inzidenz von spontanen Anderungen in der intrazelluliren Kal-
ziumkonzentration ([Ca?*].) in den ASMC (@ Abb. 4). Das ACH-
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Abb.5 Die Pseudofarben, 2-Photonen Aufnahmen zeigen einen Aus-
schnitt einer Bronchialwand in einem Lungenschnitt (A) unmittelbar vor
und (B) 5 sec nach der Zugabe von 10-7 M ACH. ,Warme* Farben bedeu-
ten hohes [Ca®*].. Pfeile = ASMC, Sterne = Epithelzellen, AL= Airway Lu-
men, Balken=10 um.
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Abb.6 Das ACH-induzierte (Pfeil) Ca?*-signaling in ASMC in Lungen-
schnitten bestand aus einem Ca?*-Transienten, gefolgt von (a) Ca*-Oszil-
lationen oder (b) einem Ca?*-Plateau (reprasentative Kurven).
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Abb.7 (a) ASMC von T-bet KO-Mdusen zeigten einen hoheren ACH-in-
duzierten Ca?*-Transienten (P <0,05). (b) Ein hoherer Prozentsatz von
ASMC von T-bet KO-M&usen wies Ca?*-Oszillationen anstelle eines Ca?*
-Plateaus auf (P<0,01). Bei 10 M ACH zeigten nur noch 19% der ASMC
von T-bet KO-Mausen CaZ*-Oszillationen, wihrend 81% ein Ca2*-Plateau
aufwiesen.

induzierte Ca?*-signaling (® Abb. 5) bestand aus einem initialen
Ca?*-Transienten, gefolgt von Ca®*-Oszillationen oder einem
Ca?*-Plateau (® Abb. 6). Die stirkere ACH-induzierte Kontrakti-
on der Bronchien von T-bet KO-Mdusen korrelierte mit einem
héheren Ca?*-Transienten und einem héheren Prozentsatz an
ASMC, die Ca?*-Oszillationen zeigten (® Abb.7). Bei 10-¢ M
ACH zeigten jedoch nur noch 19% der ASMC von T-bet KO-Mau-
sen Ca?*-Oszillationen, wihrend 81% ein Ca?*-Plateau aufwie-
sen. Die Frequenz der Ca®*-Oszillationen war nicht unterschied-
lich.

Um die dem veranderten Ca%*-signaling zu Grunde liegenden
Mechanismen zu untersuchen, wurde der Ca2*-Gehalt der intra-
zelluldren Ca?*-Speicher bestimmt, indem mittels Caffeine Rya-
nodine-Rezeptoren geoffnet oder mittels Cyclopiazonic Acid
(CPA) SERCA-Pumpen inhibiert wurden. In beiden Fillen war
der zu beobachtende Ca?*-Anstieg in ASMC von T-bet KO-Mau-
sen hoher im Vergleich zu Wildtyp-Mdusen (® Abb. 8). Dies
lasst auf einen héheren Ca%*-Gehalt der Ca?*-Speicher im asth-
matischen Phanotyp schlieRen.
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Abb.8 Der Ca?*-Gehalt der intrazelluldren Ca?*-Speicher der ASMC wur-
de bestimmt, indem mittels Caffeine Ryanodine-Rezeptoren geéffnet oder
mittels Cyclopiazonic Acid (CPA) SERCA-Pumpen inhibiert wurden. In bei-
den Féllen war der zu beobachtende Ca?*-Anstieg in ASMC von T-bet KO-
Mausen hoher im Vergleich zu Wildtyp-Mausen (* =P <0,05).

Diskussion

Lungenschnitte erhalten in vitro die dreidimensionale Struktur
der Lunge, die Zell-Zell-Interaktionen der verschiedenen pulmo-
nalen Zelltypen und insbesondere die Kontraktilitit der ASMC,
eingebettet im bronchialen Gewebeverband. In unserer Untersu-
chung zeigte sich, dass Lungenschnitte von T-bet KO-Mausen
asthmatische Charakteristiken im Sinne eines erhéhten basalen
Tonus und bronchialer Hyperreagibilitdt beibehalten.

Die Kontraktilitit von Bronchien in Lungenschnitten ist bereits
in der Vergangenheit mithilfe von Videomikroskopie untersucht
worden (z.B. [12,13]). Allerdings verhinderte die Dicke der Lun-
genschnitte, die andererseits deren ,in vivo Ndhe“ ausmacht,
Untersuchungen einzelner Zellen in dem dreidimensionalen
Modell. Die 2-Photonen-Laser-Mikroskopie ist nun in der Lage,
optisch diinne Schichten im Gewebe sichtbar zu machen [9].
Ein selbst zusammengestelltes 2-Photonen-Laser-Mikroskop er-
moglichte es uns, das Ca?*-signaling in einzelnen ASMC in den
Lungenschnitten zu untersuchen (fiir Einzelheiten siehe
[11,14,15]). Hierbei zeigte es sich, dass auch ohne Stimulation
mit Agonisten die ASMC spontane Schwankungen in der [Ca?*].
aufweisen, und wir konnten demonstrieren, dass der erhohte
basale Tonus mit einer erhohten Inzidenz dieser spontanen
Schwankungen korrelierte. Nach Stimulation mit Azetylcholin
kommt es in den ASMC zu einem initialen Ca?*-Anstieg (Ca%*-
Transient), der gefolgt ist von Ca%*-Oszillationen oder einem
Ca?*- Plateau. In einer fritheren Arbeit konnten wir zeigen, dass
der Ca?*-Transient die Kontraktion bewirkt, wahrend die Ca?*-
Oszillationen die Kontraktion aufrechterhalten [6]. Tatsachlich
korrelierte die bronchiale Hyperreagibilitit mit einem erh6éhten
Ca?*-Transienten und mit einem erhéhten Prozentsatz an ASMC,
die Ca?*-Oszillationen zeigten. Weiterhin legen unsere Daten na-
he, dass ein erhéhter Ca?*-Gehalt der intrazelluliren CaZ*-Spei-
cher diesen Phanomenen zu Grunde liegt.
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Fiir Ca%*-Kanal-Blocker wie zum Beispiel Nifedipin konnte in der
Vergangenheit kein therapeutischer Nutzen beim Asthma bron-
chiale nachgewiesen werden [16]. Der Ca%*-Einstrom tiber die
Zellmembran spielt bei der Kontraktion von ASMC jedoch allen-
falls eine untergeordnete Rolle [6]. Daher ist die mangelnde Ef-
fektivitit von Ca?*-Kanal-Blockern verstandlich. Unsere Daten
zeigen jedoch, dass die Ca?*-Homoostase von ASMC und hier ins-
besondere die intrazelluliren Ca2*-Speicher eine zentrale Rolle
in der bronchialen Hyperreagibilitdt spielen, und dies kénnte in
der Zukunft einen neuen therapeutischen Ansatz bilden.
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