OGP Wissenschaftsforderung - Abschlussbericht

Project: The Role of Fra-2/AP-1 driven endothelial cell senescence in the development of
scleroderma associated interstitial lung disease

Wir méchten uns ganz herzlich bei der Osterreichischen Gesellschaft fiir Pneumonologie fiir die
Zuerkennung der OGP Wissenschaftsférderung 2023 bedanken. Die finanzielle Unterstiitzung, die wir
erhalten haben, war entscheidend fiir die Weiterentwicklung unseres Projektes lber die Rolle der
Endothelzellseneszenz in der Entwicklung von interstitiellen Lungenerkankungen bei Patienten mit
systemischer Sklerose. Die Forderung hat es uns ermoglicht, die notwendigen Reagenzien und Materialien
zu beschaffen, um fiir unsere Forschung wichtige Experimente durchzufiihren und vorlaufige Daten fir
Publikationen und weitere Férderansuchen zu sammeln.

Mit Hilfe der OGP Wissenschaftsféorderung konnten wir neue Aspekte der Beteiligung des
Transkriptionsfaktors  Fra-2/AP-1 zu zelluldrer Seneszenz im Rahmen von interstitiellen
Lungenerkrankungen erforschen. Der Zuschuss erleichterte auch den Einsatz fortschrittlicher Techniken
wie der single-cell RNA-Sequenzierung (scRNAseq), um transkriptionelle Anderungen sowie deren
potentiellen Einfluss auf zelluldre Interaktionen zu untersuchen. Wir sind sehr dankbar fir das Vertrauen,
das in dieses Projekt gesetzt wurde, und sind zuversichtlich, dass unsere Ergebnisse zu einem
umfassenderen Verstandnis der Pathophysiologie von interstitiellen Lungenerkrankungen fiihren werden.

Hintergrund und Zielsetzung

Systemische Sklerose (SSc) ist eine Autoimmunerkrankung die durch eine ausgepragte Vaskulopathie und
Organfibrose gekennzeichnet ist. Eine Beteiligung der Lunge ist dabei prognostisch besonders relevant
und kann in Form einer pulmonalen Hypertonie (PH) oder interstitiellen Lungenerkrankung (ILD)
erkennbar sein (1,2). Endothelzellen (EC) sind einer der ersten Zelltypen die von einer SSc betroffen sind
und beeinflussen bereits friihe Symptome der Erkrankung, beispielweise das Raynaud-Syndrom.

Die Pathomechanismen der SSc sind noch nicht vollstandig verstanden, aber es ist bekannt, dass der
Transkriptionsfaktor Fra-2/AP-1 eine Rolle spielt (3,4). Dieser Faktor ist sowohl bei Patienten als auch in
Mausmodellen der SSc mit Lungenbeteiligung erhéht und fihrt zur Entstehung von Fibrose (5,6).
Zusatzlich haben Studien gezeigt, dass den epigenetischen und transkriptionellen Anderungen
seneszenter Zellen eine starke Fra-2/AP-1 Signatur zugrunde liegt (7). Zellulidre Seneszenz fuhrt zu einem
Zellzyklusarrest und der Aktivierung eines sekretorischen Phanotyps, der mit der Ausschiittung von
Wachstumsfaktoren und Zytokinen verbunden ist. Diese kénnen die Umbauprozesse in der Lunge weiter
vorantreiben.

Das Ziel dieser Studie war herauszufinden ob und wie Fra-2 die zelluldre Seneszenz von mikrovaskularen
Lungenendothelzellen und dadurch die Entstehung einer ILD oder PH beeinflusst. Dazu wurde neben in
vitro Versuchen auch das Fra-2 Uberexprimierende/transgene (TG) Mausmodell verwendet. Dieses



Mausmodell entwickelt einen Phanotyp dhnlich dem von SSc-ILD-PH Patienten und wird seit einigen Jahre
erfolgreich als praklinisches Modell eingesetzt (8—10).

Resultate

Im Rahmen unserer Studie konnten wir zeigen, dass vaskuldare Umbauprozesse sowohl in Lungen von SSc-
ILD Patienten mit, als auch ohne PH stattfinden. Diesen liegen jedoch spezifischen Anderungen der
extrazelluldaren Matrix zugrunde. Dies ist sowohl in kleineren als auch in groReren Lungenarterien zu sehen
(Manuskript in Vorbereitung). Zusatzlich nutzten wir das Fra-2 TG Mausmodell der SSc-ILD (5,8,9,11), um
die zelluldre Seneszenz im Rahmen dieses Gefdlumbaus detailliert zu untersuchen. Sowohl in
immunhistochemischen Farbungen, als auch bei der Quantifizierung der Proteinmenge mittels Western
Blot zeigte sich ein signifikanter Anstieg des Proteins p16, einem spezifischen Marker seneszenter Zellen,
im Lungengewebe (Abbildung 1A+B). Durch eine RNA-Sequenzierung isolierter und mit
Durchflusszytometrie angereicherter Lungenendothelzellen (CD45-negative, CD31-positiven Zellen des
Lungenhomogenates im selben Mausmodell) konnten Anderungen der Genexpressionsmuster analysiert
werden. Dabei wurde eine deutliche Auftrennung der zwei Genotypen anhand von Seneszenz-assoziierten
Genen (12) sichtbar (Abbildung 1C). Dies spricht fir eine eindeutige Anhaufung seneszenter Zellen im
Lungengewebe von Mausen mit SSc-ILD Phanotyp. Allerdings betrifft dieser Prozess nicht nur
Lungenendothelzellen, sondern verschiedene Zelltypen des Lungengewebes (Abbildung 1A).
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Abbildung 1: Erhéhte zelluldre Seneszenz im Lungengewebe von Fra-2 TG Mdusen mit SSc-assoziierter Lungenbeteiligung. A)
Immunhistochemische Fdrbung des Seneszenz-spezifischen Markers p16 (pink) im Lungengewebe von Fra-2 liber-exprimierenden
(TG) Mdusen und Wildtyp (WT) Kontrollmdusen. Die Zellkerne wurden mit Methylgriin gegengeférbt. Pfeile: Beispiele pl6-
positiver Zellkerne; B: Bronchus; PA: Pulmonale Arterien. B) Quantifizierung einer Western Blot-Analyse von pl6 im
Lungenhomogenat von TG und WT Mdusen. a-Tubulin diente als Ladekontrolle; AU= arbitrary units. T-test: *p<0.05. C) Heatmap-
Darstellung mit hierarchischem Clustering Seneszenz-assoziierter Gene von CD45-CD31+ Endothelzellen aus TG- und WT-
Mauslungen. Z-Scores werden angezeigt. (noch nicht publizierte Daten)



Um die transkriptionellen Unterschiede und Veranderungen der interzellularen Kommunikation im
Rahmen der ILD-Entstehung zu ergriinden, wurde auRerdem eine Single-cell RNA-Sequenzierung der
Lungenproben von gesunden Wildtyp (WT) und von TG Mausen gemacht (Figure 2A+B).
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Abbildung 2: Single-cell RNA-Sequenzierungsdaten von Fra-2 transgenen und Wildtyp Mdusen. A+B) Uniform Manifold
Approximation and Projections (UMAPs) mit farblich hervorgehobenen Zelltypen (A) und Probenverteilung (B). (noch nicht
publizierte Daten)

Wahrend weitere Analysen noch laufen, bieten die bisher gewonnenen Daten bereits wertvolle
Informationen und eine solide Grundlage fir zukiinftige Untersuchungen. Da diese Ergebnisse noch nicht
veroffentlicht wurden, sind sie hier in verkirzter und zusammengefasster Form prasentiert, um die
wissenschaftliche Integritat zu wahren und spatere Publikationen zu ermoglichen.

Die Unterstiitzung durch die OGP Wissenschaftsférderung hat entscheidend dazu beigetragen, dieses
innovative Forschungsprojekt zur Rolle der zelluldren Seneszenz bei der Sklerodermie-assoziierten
Lungenbeteiligung voranzutreiben. Die neu gewonnenen Erkenntnisse liefern eine solide Grundlage fir
vertiefende Analysen und zukiinftige Publikationen und eréffnen neue Perspektiven fiir die Einwerbung
kompetitiver Fordermittel auf nationaler wie internationaler Ebene. Damit leisten sie nicht nur einen
wichtigen Beitrag zur Starkung der Lungenforschung in Osterreich, sondern tragen auch wesentlich zum
besseren Verstandnis der Pathophysiologie chronischer Lungenerkrankungen bei — mit dem langfristigen
Ziel, den wissenschaftlichen Fortschritt in konkrete Verbesserungen fiir Patientinnen und Patienten zu
Ubersetzen.
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