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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Allergisches Asthma bronchiale als zentrale Manifdation

Das allergische Asthma bronchiale ist ein kompleRgsdrom, welches durch eine
chronische Entziindung der Atemwege charakterigertDie Entzindung ist dabel
assoziiert mit einer Atemwegshyperreagibilitat ugider erhohten Mukussekretion
(Busse, W.W. et al.,, 2001). Man unterscheidet ddsnsische (atopische) (Hsieh,
C.S. et al., 1993) und das intrinsische (nicht istd®) Asthma. Beide weisen eine
Infiltration des Lungengewebes mit eosinophilen atazyten und T-Helfer Zellen
vom Typ 2 (Th2) auf. Ein weiteres Merkmal des atopen Asthmas ist ein erhéhtes
Serum-IgE, welches sich vor allem aus allergen§isebem IgE zusammen setzt. Im
Vergleich zum atopischen Asthma findet man bei lamgopsien von Patienten mit
intrinsischem Asthma eine hohe Anzahl von Makrogimagn Lungengewebe. Ein
erhohtes Serum-IgE ist auch bei diesen Patienten imtiinsischem Asthma
vorhanden allerdings ist hierbei das Antigen unbekaEs wird vermutet, dass dieses
IgE gegen Viren oder Autoantigene gerichtet istr{thert, M. et al., 1999).

Asthma ist eine der haufigsten Erkrankungen wettweiden letzten 10 Jahren hat
sich die Pravalenz des Asthmas in Westeuropa bewatdoppelt und liegt bei 5,9%.
Die hochste Pravalenz zeigte sich fur Schottland1®j4%, in Deutschland dagegen
bei 6,9% (Masoli, M. et al., 2004). Hierdurch komed jahrlich zu direkten Kosten
durch Asthmatiker, von 2,351 Mrd. € pro Jahr. Zzisélt enstehen u.a. Kosten durch
Krankheitsbedingte Invaliditdts- und Arbeitsunf&@gskosten (Renz, H. et al.,,
2008). Asthma ist somit auch ein volkswirtschalfttse Problem. Epidemiologische
Studien wie z.B. die ISAAC-Studie (Internationalu@®y of Asthma and Allergies in
Childhood) zeigen eine Verringerung der Prévalenz Westeuropa und den
englischsprachigen Landern in den letzten 5-10eiaHm Gegensatz dazu erhthte
sich der Anteil an Patienten mit Asthma Symptonmebander in denen die Préavalenz
zunachst als niedrig beschrieben wurde. Betrofied &iervon vor allem Afrika,

Lateinamerika und Teile von Indien (Pearce, N1.e2807).

Risikofaktoren fur allergisches Asthma bronchialadsneben einer genetischen

Pradisposition auch exogene Faktoren. Durch die pdexitéat der immunologischen
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und entzindlichen Reaktionen des Asthma bronchiatk ersichtlich, dass eine hohe
Anzahl von Genen in die pathophysiologischen Voggamvolviert sind. Dieses
wurde in verschiedenen Assoziationsstudien und Kmgsanalysen, beziglich einer
daraus hervorgehenden Pradisposition zur Auspragenmes asthmatischen
Phanotyps, untersucht (Holgate, S.T., 1997). Indidatengenanalysen werden Gene
bezuglich ihrer biologischen Funktion ausgesucid, auf eine Bedeutung bei der
Pathophysiologie des Asthmas hindeuten. Hierzu everd.a. Gene gezahlt, die
Zytokine, Rezeptoren, Chemokine oder Transkriptaktsren kodieren. In diesen
Studien wird die Assoziation zwischen einer Vaaatieines Kandidatengens und
eines Asthmaphanotyps untersucht. In einem Velglean verschiedenen Studien
konnten 8 Gene identifiziert werden, welche einesdkgtion mit einem
Asthmaphé&notyp (echtes Asthma, Atopie, Modifikatder Erkrankung) in funf oder
mehr Studien Ubereinstimmend zeigten. Zu diesendidatengenen zahlen: das
Interleukin-4 (IL-4), das IL-13, dep2-adrenerge Rezeptor (ADRB2), das humane
Leukozytenantigen DRB1 (HLA-DRB1), der Tumornekragtor-« (TNF-o), das
Lymphotoxin alpha (LTA), der hochaffine IgE-Rezepi&-ccR1B) und der IL-4-
Rezeptor (ILARA) (Hoffjan, S. et al., 2003). Auclf @en Chromosomen 5p und 20p
konnten Regionen identifiziert werden, denen eingsoXiation bezlglich eines
Asthmas oder einer bronchialen Hyperreagibilitdgenrdnet wird (Kurz, T. et al.,
2006; Van Eerdewegh, P. et al, 2002). Ein erh6h8arumspiegel des
Immunglobulins E (IgE) und eine erhdhte Anzahl asieophilen Granulozyten
wurde im Zusammenhang mit einem Polymorphismus liri3-Gen beobachtet,
welcher vielleicht mit einer Verschlimmerung desthAsa bronchiale assoziiert ist
(Hunninghake, G.M. et al., 2007). Patienten, b&ietieAsthma bronchiale bereits in
der Kindheit ausbrach, konnte ein Single-Nukle®amymorphismus (SNP) im
ORMDL3-Gen nachgewiesen werden. ORMDL3 ist Mitgliether Genfamilie,
welche fur Transmembranproteine, die im Endoplastian Retikulum verankert
sind, kodieren (Moffatt, M.F. et al., 2007).

Um die Verdopplung der Pravalenz fur Asthma in temnten 10 Jahren zu erklaren,
ist eine genetische Pradisposition nicht ausreidhEs gibt einige Hinweise, dass ein
Anstieg von Schadstoffen in der Atmosphare, z.BorQZAtickstoffoxide, und auch
der erhdhte Verbrauch an Kerosin und Mineraldleeinem Anstieg der Pravalenz in
stadtischen Gebieten von Entwicklungslandern filhrterschiedenen Studien konnte

bewiesen werden, dass eine Inhalation von Ozonckstiffdioxid und/oder
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Schwefeldioxid zu einer Verschlimmerung des Asthmas Atopikern flhrt
(D'Amato, G. et al.,, 2000). Auch das soziale Umfélat einen entscheidenden
Einfluss auf die Entwicklung eines asthmatischeérkyps. So war kurz nach den
politischen Veranderungen in Deutschland die Peinal fur eine bronchiale
Hyperreagibilitdt in West-Deutschland héher, woleiggn in Ost-Deutschland ein
haufigeres Auftreten von Bronchitiserkrankungerbeobachten war (von Mutius, E.
et al., 1992; von Mutius, E. et al., 1994). Die &lirungsgewohnheiten, insbesondere
die Aufnahme von mehrfach ungesattigten Fettsaspielen aul3erdem eine Rolle
(von Mutius, E. et al., 1998). Risikofaktor ist audie hausliche Allergenexposition,
vor allem die Sensibilisierung in den ersten drebénsjahren mit z.B. Milben- oder
Katzenallergen (Wahn, U. et al., 1997).

Auch bakterielle und virale Infektionen haben elmesondere Bedeutung bei der
Entstehung des Asthma bronchiale. Die Hygiene-Hygse besagt, dass die steigende
Pravalenz allergischer Erkrankungen auf eine, amfgirhéheren Hygienestandards
sinkende mikrobielle Stimulation des ImmunsystemsKindesalter zurtickzuftihren
ist (Strachan, D.P., 2000). Eine Studie hat dietjezh Endotoxinkonzentrationen in
der hauslichen Umgebung von Schulkindern untersiibtErgebnisse deuten darauf
hin, dass die Exposition mit Endotoxinen im Zusamhang mit einer
Toleranzausbildung gegenuber weit verbreitetenrgdleen steht (Braun-Fahrlander,
C. et al.,, 2002). In Tiermodellen konnte gezeigtrdea, dass Lipopolysaccharide
(LPS), bakterielle CpG-DNA undp(1—3)-Glykan antiallergische immun-
modulierende Effekte besitzen (Roy, S.R. et al0R@ehring, U. et al., 2001).

Eine weitverbreitete Erkenntnis epidemiologischerd#n ist, dass Virusinfektionen
des Respirationstraktes mit Asthma assoziiert sitofektionen mit dem
Respiratorischen Synzytial-Virus (RSV), dem Patagriza Virus (PIV) oder
Rhinovirus (RV) kbnnen bei gesunden Kindern mit ggexcher Préadisposition zur
Ausbildung des Asthma bronchiale fuhren. Wiedegholirusinfektionen
insbesondere mit anderen Viren reduzieren dagegeraiko. Allerdings kommt es
bei Patienten mit etabliertem Asthma zu einer Mdesshterung der Pathogenese
durch Virusinfektionen (Abb.1). Diese Daten wurdespezifisch flr das
Respiratorische Synzytial-Virus gezeigt (Leman$ké&,., 2004).

10
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INCEPTION PREVENTION

Healthy infant Infant Child or adult
= ngmvan with asthma
PIV -
RV Rhinovirus

' Virus Infections
Wheezing Iliness Type

Frequency/Severity Exacerbation of asthma
Atopy Age *Emergency room visits
t TH1 | TH1 eHospitalization

Resolution Asthma l l

| Allergy/Asthma 1 TH2 — Allergy/Asthma

Abb.1  Assoziation des Asthma bronchiale mit Virusifektionen
(entnommen aus Lemanske 2004).
RSV Respiratorisches-Synzytial-Virus, PIV Paraiafiaa Virus, RV Rhinovirus

Pathophysiologie

Die immunologische Reaktion beim allergischen AstHmonchiale lasst sich in zwei
Phasen aufteilen: in die Sensibilisierungsphase wudik Effektorphase
(Entzindungsphase). Die Sensibilisierungsphasenbegnit der Aufnahme eines
Antigens Uber die Mukosa. Dort nehmen professienalhtigenprasentierende Zellen
(APC), wie z.B. dendritische Zellen (DC) oder ANamnakrophagen das Allergen
auf und prasentieren dieses uUber den Haupthistokioigatskomplex- (MHC-) Il
(Racioppi, L. et al., 1993) (Abb. 2). Die Aktiviarg von DCs wird u.a. durch das
TSLP (thymic stromal lymphopoietin) und den Graryten-Makrophagen-
koloniestimulierenden Faktor (GM-CSF) untersutztlgkhverdi, Z. et al., 2002).
Aktivierte APCs wandern in die drainierenden Lympbten (Vermaelen, K. et al.,
2003), wo das Antigen von naiven T-Zellen Uber @etigenspezifischen T-Zell-
Rezeptor (TCR) erkannt wird (Davis, M.M. et al. 989.

Ob sich die naive CD4T-Zelle in Thl- oder Th2-Zellen differenzieren,nigi u.a.
von der Bindung des Antigens an den TCR und deraléokZytokinmilieu ab. Zu
einer Differenzierung der naiven ThO-Zelle in eifi@l-Zelle kommt es beim
Vorhandensein hoher Allergendosen unter dem Eisflder Zytokine IL-12 und
IL-18, die von APCs bzw. von T-Lymphozyten sezennigerden (Hsieh, C.S. et al.,
1993).

11
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Nature Reviews | Immunology
Abb. 2 Asthma Immunpathogenese (enthommen aus (Vait, R., 2002)
(A) Sensibilisierung, (B) Sofortreaktion, (C) $péktion

Beim Vorhandensein von nur geringen Allergenkonagitinen in Kombination mit
IL-4, z.B. sezerniert von T-Zellen, eosinophilena@ulozyten und/oder Mastzellen,
differenziert die ThO-Zelle zur Th2-Zelle (Schmit. et al., 1990). Die
Differenzierung zu Th2-Zellen ist gekennzeichnetctiuden Transkriptionsfaktor
GATA-3 (Ting, C.N. et al., 1996). Thl-Zellen proderen die Zytokine IL-2, IFN-
und TNFea. Th2-Zellen dagegen IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-12ind GM-CSF
(Mosmann, T.R. et al., 1986; Paul, W.E. et al.,2099bb. 3).

Durch die Interaktion von B-Lymphozyten und Th248elGber CD40 der B-Zellen
und den CD40-Ligand auf den T-Zellen, bei gleictiger Anwesenheit von IL-4 und
IL-13, wird ein Isotypwechsel in den B-Lymphozyten Antikorpern der Klasse IgE
induziert. Das von B-Lymphozyten sezernierte Ig&kuiert im Korper und bindet
sowohl an den hochaffinen #Rl auf Mastzellen und basophilen Granulozyten als
auch an den niedrig affinen #RIll (CD23) der eosinophilen Granulozyten und

aktivierten Makrophagen (Bacharier, L.B. et al.98p

12
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Abb. 3 Zellulare und molekulare Mechanismen der Alkérgie (antnommen aus Holgate 2000)

Wiederholter  Allergenkontakt  fuhrt zur  Ausbildung erd allergischen
Atemwegsentzindung. Das Allergen wird von der Ategsmukosa aufgenommen
und fuhrt zur Kreuzvernetzung der IgE-Molekile Mdkrophagen und Mastzellen.
Hierdurch werden in einer schnellen Sofort-Reaktigroinflammatorische
Mediatoren wie Histamin, Prostaglandine und Leukatw ausgeschittet (Kinet, J.P.,
1999). Diese Mediatoren bewirken eine  Kontraktion er d glatten
Atemwegsmuskulatur, eine gesteigerte Mukusprodokiimd eine Vasodilatation
(Persson, C.G. et al., 1995). AulRerdem wird eingsima Plasmaexudation in den
Atemwegen induziert (Van Vyve, T. et al.,, 1995).dém nehmen die DCs das
Allergen auf und wandern zu den lokalen LymphknotBort wird das Antigen
sowohl den Memory- als auch naiven T-Zellen prasdntwelches zur Aktivierung
von Th2-Zellen und weiteren Differenzierung naifeZellen fuhrt (Huh, J.C. et al.,
2003). In der spaten Phase der Entziindungsreaktioonmt es zu einer Infiltration
von aktivierten CDZAT-Zellen, eosinophilen, basophilen und neutrophile
Granulozyten und Makrophagen und zu einer Aktivigrdieser Zellen, an der unter
anderem IL-5 und GM-CSF beteiligt sind (Bousquegt.al., 2000) (Abb. 2).

Die akute allergische Atemwegsentziindung ist ddreHnfiltration von eosinophilen
Granulozyten und Th2-Zellen gepragt (Jeffery, P1092). Weitaus mehr Zelltypen
sind in der chronisch allergischen Atemwegsentzigduinvolviert. Im

Atemwegslumen der Patienten befindet sich Mukus, algivierte Makrophagen,

Lymphozyten, eosinophile Granulozyten und Epithédpe enthalt. Durch die

13



1. Einleitung

Interaktion mit inflammatorischen Mediatoren und @Gewebsentziindung, wird ein
als Atemwegs-Remodelling bezeichneter Umbau dermiegswande induziert
(Homer, R.J. et al.,, 2000). Die anhaltende Entzigdtiihrt schliel3lich zu einer
gesteigerten Atemwegsuberempfindlichkeit, die defin ist als erhohte
bronchioobstruktive Reaktion auf das Allergen od&ren unspezifischen Stimulus
(z.B. Methacholin) (Chetta, A. et al., 1996). Dadewegs-Remodelling ist
gekennzeichnet sowohl durch eine epitheliale Matpl mit Verdickung des
Epithels, einer Becherzellhyperplasie und gestegeMukussekretion, als auch
durch eine Fibrose mit Verlagerung von Komponertten extrazellularen Matrix in
die Basalmembranschicht, einer Angiogenese undr éifezdickung der glatten
Muskulatur (Bergeron, C. et al., 2006).

In den CD4-T-Zellen aus Atemwegen asthmatischer Patientest $ish eine erhohte
Expression des Th2-Transkriptionsfaktors GATA-3hvaeisen (Nakamura, Y. et al.,
1999), wahrend der Thl-Transkriptionsfaktor T-bethdetektierbar ist (Finotto, S.
et al., 2002). Dieses spricht fur eine Th2-domieieReaktion beim allergischen
Asthma bronchiale. Auch in Tierstudien wurde bégtatdass Th2-Zellen eine
wesentliche Funktion bei der Entwicklung allergiscticrkrankungen haben (Wills-
Karp, M., 1999). GATA-3 st ein Mitglied der GATAdmilie der

Transkriptionsfaktoren (Weiss, M.J. et al., 199%). Genom von Saugetieren sind
sechs GATA-Proteine entdeckt worden, GATA-1 bisGATA-Proteine setzen sich
aus zwei Zink-Fingerproteinen zusammen. Diese ind® die WGATAR-

Konsensussequenz (W = A, oder T; R = A oder G) {(kdeM. et al., 1993; Ko, L.J.

et al, 1993). Die Aktivitat des Transkriptionsfald GATA-3 fordert die

Differenzierung von naiven ThO-Zellen zu Th2-Zellemd induziert direkt die

Produktion von Th2-Zytokinen durch Transaktivierutey Promotoren von IL-5 und
IL-13 und ist dartber hinaus an der Aktivierung ted-Expression beteiligt (Klein-

Hessling, S. et al., 2003; Kishikawa, H. et al.DP0 Eine selektive Expansion von
GATA-3-positiven Zellen kann durch Gfi-1 (Growthctar independent-1), ein durch
IL-4 und STAT-6 induzierbares Genprodukt, erreiald@rden (Zhu, J. et al., 2002;
Zhu, J. et al., 2004). Die Polarisierung zu Th2ibrért eine Thl-Differenzierung
durch Suppression von T-bet und umgekehrt. Dieelbgfizierung zur Thl-Zelle in
der frithen Phase der Polarisation wird hauptsdchiiarch das IL-4 induzierte
STAT-6 und GATA-3 inhibiert (Ouyang, W. et al., ZO0Kurata, H. et al., 1999;
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Usui, T. et al., 2006; Hwang, E.S. et al., 2003b)regulatorischen T-Zellen (&)
inhibiert GATA-3 die durch TGHBl induzierte Foxp3-Expression durch direkte
Bindung des GATA-3 an den Foxp3-Promotor wodurchTdansaktivierungsprozess
der Teg Supprimiert wird (Mantel, P.Y. et al., 2007) (AkY.

Die Expression von GATA-3 ist nicht nur auf T-Zellebeschrankt. Eine
postembryonale Expression von GATA-3 konnte aucteasinophilen, basophilen
Granulozyten, Mastzellen und Epithelzellen nachgeem werden. Eine erhohte
GATA-3-Expression induziert in Eosinophilen eineoéuktion von IL-4 und IL-5
und in Mastzellen von IL-13, somit typischen Th2aimen. (Hirasawa, R. et al.,
2002; Masuda, A. et al., 2004). In invarianten rlatiien Killerzellen (iNKT) hat
GATA-3 eine wichtige Rolle bei der Entwicklung uikdinktion dieser Zellen (Ho,
I.C. et al., 2007). Zudem wird beschrieben, dassT&R& auch von basophilen
Granulozyten und von Epithelzellen exprimiert wigbn, L.I. et al., 1993; Caramori,
G. etal., 2001) (Abb. 4).

Aufgrund der Expression in diesen Zelltypen, hatf®@A3 eine zentrale Bedeutung in
der Immunpathogenese des allergischen Asthma hiedacbhnd auch in anderen

allergischen Erkrankungen (Finotto, S. et al., 3001

Th2-Zellen
Eosinophile oIL-4, IL-5, IL-13 Mastzellen
o|L-4 *L-13
*IL-5
- = NKT-Zellen
Thi-Zellen Epithelzellen
e T-bet Tregs
* IFN-y e
¢ IL-12R oxP3
*IL-10

Abb. 4  Ubersicht iiber die Expression von GATA-3 inverschiedenen Zelltypen und der
Einfluss von GATA-3 auf die Expression von Transkiptionsfaktoren und Zytokinen
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1.2 Derzeitiger Stand der Therapiemdglichkeiten fir alergisches
Asthma bronchiale

Ziel der therapeutischen Behandlung des Asthmacbiale ist eine Suppression der
asthmatischen Entztiindung mit Verminderung der Wmaten Hyperreagibilitdt und
der Reduktion der Atemwegsobstruktion. Zur Mediiatwird heutzutage haufig eine
Kombination aus einem Dauermedikament zur Langaeitblle (Controller) und
einer Bedarfsmedikation (Reliever) fir die Behandleines akuten Asthmaanfalls
verwendet. Bei persistierendem Asthma wird fur @&iedarfstherapie meist ein
inhalatives raschwirksam@s-Sympathomimetikum und zur Dauertherapie inhalative
Glukokortikosteroide (ICS) in  Kombination mit einemlangwirksamen
Bo-Sympathomimetikum verabreicht. Ergdnzend konnetardirtes Theophyllin,
Omalizumab, Montelukast oder systemische Glukokoidie verordnet werden
(Buhl, R. et al.,, 2006). Im Folgenden wird genaaerf die bereits etablierten
Therapeutika aber auch auf Medikamente eingegangk@, sich noch im

experimentellen Stadium befinden.

Glukokortikoide

Glukokortikoide, auch Kortikosteroide genannt, siDerivate einer Familie von
Steroidhormonen. Bei einer Uberschielenden Aktivigr des Immunsystems
antwortet der Organismus mit einer Erh6hung der tikolsekretion, da es
entziindungshemmende Wirkung besitzt. Aufgrund ilargrentztindlichen Wirkung,
werden glukokortikoidhaltige Medikamente bei zaiclhen Erkrankungen zur
Immunsuppression eingesetzt (Bamberger, C.M. g1297).

Die antientzindliche Wirkung der Kortikosteroide ravi einerseits durch die
Transaktivierung von antientzindlichen Genen unddeegrseits durch die
Transrepression von inflammatorischen Genen veshittDie Kortikosteroide

diffundieren durch die Zellmembran und binden ann deytoplasmatischen
Glukokortikoidrezeptor (GR). Nach Translokationden Kern bindet das aktivierte
GR-Homodimer an GRE (glucocorticosteroid responsteement) in der

Promotorregion steroidsensitiver Gene. Die Expogsson antientziindlichen Genen
(z.B. Annexin-1, IL-10, sekretorische Leukoprote&skiibitor, IkBa) wird dadurch

induziert. Bei der Transrepression interagiert @#R-Kortikosteroidkomplex mit

einem Koaktivatormolekll, welches eine intrinsisch#istonacetylaseaktivitat
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aufweist. Dadurch wird die Expression von inflamonesichen Genen (z.B. NB,
AP1) gestoppt (Holgate, S.T. et al., 2008) (Abb. 5)

QCorticosreroid

’ Bha Cytoplasm

Transrepression

Micleus -

o [ o FARLL % M\ raapalt
[:.E‘Ej - MF-KB, |I | complex

Abb.5  Wirkungsweise von Kortikosteroiden (enthommae aus Holgate 2008).

Kortikosteroide sind effektive Entziindungshemmer Asthma bronchiale. Die

Behandlung mit Kortikosteroiden bewirkt aufgrundhezi Inhibition der Produktion

von chemotaktischen Mediatoren und Adhasionsmoérkidie Reduktion von

Eosinophilen, T-Lymphozyten, DCs und Mastzellerd@n Atemwegen (Barnes, P.J.
et al.,, 2003) (Abb. 6). In Tierversuchen fiuhrte eeimtranasale Behandlung mit
Budesonid, ein inhalatives Kortikosteroid, bei @jEninduzierter Atemwegs-
entzindung in Mausen, erstens zu einer Reduktion Etesinophilen in der

broncholaveolaren Lavage und zweitens zu einer &&sdrung der Lungenfunktion.
Die Produktion von IL-5 und Eotaxin war hingegenmibeeinflusst (Shen, H. et al.,
2002). Allerdings fuhrte eine Langzeittherapie mM@S in einer Studie mit

asthmatischen Vorschulkindern zu keiner Verbesgeriander Entwicklung ihrer

Asthmasymptome oder der Lungenfunktion im folgendeehandlungsfreien Jahr
(Bisgaard, H. et al., 2006; Guilbert, T.W. et aD06).
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Inflammatory cells Structural cells
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l Cytokmes Mucus gland
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Abb. 6  Zellulare Effekte von Kortikosteroiden (entrommen aus Barnes 2003)

B2-Sympathomimetika

B2-Sympathomimetika sind Agonisten fur dénAdrenorezeptor. Durch die Bindung
steigt die Produktion von zyklischem AMP (cAMP) ufichrt zur Aktivierung der
Proteinkinase A. Dieses fuhrt zu einer Entspanrdergglatten Muskulatur und damit
zu einem Nachlassen der Bronchokonstriktion beittthia bronchiale (Holgate, S.T.
et al., 2008).

Es werden langwirksame (LABA) und kurzwirksame (B,-Sympathomimetika
unterschieden. In Studien konnte gezeigt werdess ahe bronchodilatatorischen
Effekte von LABAs, Formoterol und Salmeterol, filz $tunden anhalten. Lediglich
zu Beginn zeigt Formoterol eine schnellere Wirksami@Palmaqvist, M. et al., 1997).
Die Kombination von LABA mit einer geringen ICS-Desresultiert in einer
ahnlichen Reduktion der Entziindungsreaktion wiehr@abe einer hohen Dosis ICS
ohne LABA (Kips, J.C. et al., 2000).

Leukotrien-Rezeptor-Antagonisten

Leukotriene gehdren zu den inflammatorischen Medgst, die von Mastzellen nach
Kreuzvernetzung des IgE-Rezeptors ausgeschuttedewelSie stellen biologische
Lipidmediatoren dar die aus der Arachidonséure efsitlipoxygenasen gebildet

werden. Eosinophile und Mastzellen produzieren b#ugn C, (LTC,4). Die
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Leukotrien-Rezeptor-Antagonisten, CystAntagonisten, inhibieren die Reaktion
zwischen den Leukotrienen und ihrem Rezeptor. Zuldelogischen Effekten zahlen
die Bronchokonstriktion, Plasmaexudation, Mukusst&n, Infiltration von Zellen,
Proliferation der glatten Muskulatur und das Rentlode Die zur Zeit verfligbaren
oralen CysLT-Antagonisten sind Montelukast, Pranlukast und rEidfast (Polosa,
R., 2007). Nach Gabe von Montelukast konnte einéuRi®n der Eosinophilen in
induziertem Sputum bei Patienten mit Asthma ertersérden. Dieser Effekt konnte
durch Kombination mit einer Hochdosis ICS Behandluncht verstarkt werden
(Jayaram, L. et al., 2005). Leukotrien-Inhibitorerden zudem auch bei allergischer

Rhinokonjuktivitis eingesetzt (Nayak, A. et al.,0).

Phosphodiesterase Inhibitoren

Theophyllin ist ein Xanthin, das schon seit 193 kadstengiinstiges Medikament bei
Asthma und COPD eingesetzt wird.

Zu den molekulare Mechanismen der antientzundlichérkung von Theophyllin
zahlen die Inhibition der Phosphodiesterase, dest&ylandins TNk, GM-CSF,
IL-8, NFkB. Desweiteren fuhrt Theophyllin zu einem Anstiegy ¢L-10-Freisetzung
und der Apoptose. Diese Mechanismen resultierangsrin einer Bronchodilatation,
jedoch zeigt Theophyllin bei geringerer Konzentmatauch immunmoduliernde und
antientzindliche Wirksamkeit. Eine starkere Phodpmsierase-Inhibition wird durch
Rofumilast erreicht, welches sich zurzeit noch, aieh Cilomilast, in der klinischen
Phase Il befindet (Barnes, P.J., 2003; BoswelltBnV. et al., 2006).

Allergenspezifische Immuntherapie (SIT)

Die allergenspezifische Immuntherapie (SIT) wirdhar vor allem zur Behandlung
von allergischer Rhinitis, Insekten-Gift-Hyperraaktt (z.B. Wespengift),
Medikamentallergie und leichtem Asthma bronchiateyesetzt. Bei der SIT wird die
Entwicklung einer immunologischen Toleranz induziddurch den wiederholten
Kontakt zu einer hohen Allergendosis, werden bleckide IgG Antikorper
produziert und gleichzeitig IgE reduziert. Zudemrdvidas Einwandern von
Mastzellen, Basophilen und Eosinophilen in HautséNaAugen und Bronchialmukosa
inhibiert. Das Verhaltnis der Thl- zu Th2-Zellehashdht und funktionelle {dg und
damit die Produktion von IL-10 und TQF- werden induziert (Abb. 7). Man
unterscheidet beziglich der Applikationsroute dibksitane (SCIT) und sublinguale

19



1. Einleitung

(SLIT) Immuntherapie. Bei der SCIT wird Allergeneaét oder rekombinantes
Allergen durch subkutane Injektion verabreicht. Digherapie beginnt mit
wochentlichen Injektionen und wird dann Uber einEgeren Zeitraum mit
monatlichen Injektionen fortgefihrt. Wenn die Intak einer Toleranz erfolgreich
verlief, so kann diese uUber mehrere Jahre bestbleben. Bei 0,1 — 5 % der
Patienten kommt es allerdings zu anaphylaktischeak&onen. Bei der SLIT wird
das Allergen Uber die orale Mukosa aufgenommenGhkgensatz zur SCIT werden
hierfir hohere Allergendosen benétigt. Die SLIT m®she Nebenwirkungsarme
Immuntherapie, die auch bei Kindern gut vertragisti{Holgate, S.T. et al., 2008).

1 Allergen-specific IgE
| Seasonal increases in IgE

T Blecking antibodies: 1gG], 1gG4 and |gA
TIL-1G | TIL-10
et

Moncoyte

L Allergen-specific proliferation

| Tissue numbers in late-phase reactions
L Ty2-cell cytokines in tissues

T Tyl-cell cytokines in tissues

T Toug ells, IL-10 and TGF3

Ecsinophil

1 Tissue numbers
| Mediator release

Abb. 7 Effekte der allergenspezifischen Immunothergie (SIT)
(entnommen aus Holgate 2008)

Ein Beispiel fur eine SLIT ist die ,Grastablette3RAZAX® Pleum pratenseALK-

Abelld). Diese ist aus Grasallergenen zusammengesatl kann zur Behandlung
einer Graspollenallergie verschrieben werden. BaitieRten mit allergischer
Rhinokonjunktivitis und zuséatzlicher Asthmaerkrangu wurde die Wirkung
untersucht. Durch diese SLIT konnte eine Reduktamr Rhinokonjunktivitis-

Symptome und der Medikamentendosierung erreichtieve(Dahl, R. et al., 2006).

Antikdrper gegen Immunglobulin E

Allergische Erkrankungen zeichnen sich haufig dusdmohtes Serum-IgE aus. Um
das IgE zu blockieren werden Antikérper gegen Igigesetzt. Bei Omalizumab
(Xolair®, Novartis) handelt es sich um einen Antikdrper dpezifisch gegen das
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humane IgE gerichtet ist und selbst ein nicht ay@btisches Ig@Molekul darstellt
(Corne, J. et al., 1997). In einer grol3en Klinisckdhase Il wurde die Wirksamkeit
von Omalizumab an Asthmatikern, die normalerweigd @8 behandelt wurden, eine
allergische Reaktionen gegenuber Milben, Katzemden, Schimmelpilzsporen oder
Kakerlaken aufweisen und erhohte Serum IgE-Spiemgften, getestet. Durch
Omalizumab konnte in diesen Patienten die IgE-Kotration um 89% bis 99% und
auch die Haufigkeit der Asthmaanfélle reduziert deer. Allerdings gab es keine
signifikante Verbesserung der Atemwegsobstruktioa der Hyperreagibilitat (Avila,
P.C., 2007). Xolaft ist zugelassen als Zusatztherapie zur verbesserten
Asthmakontrolle bei Erwachsenen und Jugendlicherlzaklahren mit schwerem,
persistierendem, IgE-vermitteltem, allergischemhAst, die zudem einen positiven
Hauttest gegenluber einem ganzjahrig auftretendemoallergen zeigen, eine
reduzierte Lungenfunktion haben und mit hochdosetCS und LABAs behandelt
werden (Rote Liste, 2008).

Inhibition von Zytokinen

Zytokininhibitoren werden beim allergischen Asthmar allem gegen die Th2-
Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 eingesetzt.

IL-4 spielt eine zentrale Rolle in der Th2-Zell-f@ifenzierung und —Aktivierung.
Zudem induziert IL-4 in B-Zellen den Isotypswitchu 2gE und steigert die
Mukusproduktion in Goblet-Zellen (Mosmann, T.R.akt 1986; Paul, W.E. et al.,
1994; Snapper, C.M. et al.,, 1988). Um IL-4 zu imdibn wurde eine loslicher
IL-4-Rezeptor (IL-4R) entwickelt. Dieser Rezeptat iein rekombinater l6slicher
IL-4-Rezeptor ohne transmembrane und intrazelluZwené&ne, dessen extrazellulare
Doméane dem humanen IL-4R entspricht. IL-4 bindetlan |6slichen Rezeptor und
steht damit nicht mehr zu Verfigung. In einer randerten, doppel-blind,
placebokontrollierten  Studie wurde Patienten, mit oderatem Asthma,
unterschiedliche Dosen (500, 1500 ug) des verrabéislichem IL-4Rs verabreicht.
Die Asthmasymptome stabilisierten sich trotz deseétbens der ICS nur bei den
Patienten mit der hohen Dosis 1500 pg IL-4R. Diesgppe bendtigte im Folgenden
weniger B,-Sympathomimetika. Antientzindliche Effekte wurdedurch die
Reduktion von ausgeatmeten Stickstoffoxiden geZ8&gtish, L.C. et al., 1999).

IL-5 ist entscheidend fiir die Bildung, Rekrutierumgd Uberleben von Eosinophilen,

welche eine wichtige Rolle in der Pathogenese@#ieher Erkrankungen haben. Die
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Wirkung eines monoklonalen anti-IL-5-Antikérpers nda daher zunachst in
Tiermodellen untersucht. Hier konnte gezeigt werddass es bei Tieren mit
experimenteller allergischer Atemwegsentzindunghriherapie mit dem anti-1L-5-
Antikdrper zu einer anhaltenden Suppression demepnoélen Eosinophilie und
Atemwegshyperreagibilitdt kam (Van Oosterhout, AtJal., 1993). Ein humanisierter
monoklonaler Antikdrper gegen IL-5 (Mepolizumab) rde in einer randomisierten
doppel-blind placebokontrollierten Studie eingesef2en Patienten wurde eine
Einzeldosis von 1,5 mg/kg bzw. 10 mg/kg anti-IL-Btkorper intravends appliziert.
In der Gruppe mit 10 mg/kg wurde eine ReduktionElesinophilen im Blut und auch
im Sputum festgestellt. Ein Effekt auf die spatthamtische Reaktion oder auf die
Atemwegsreaktivitat gegenuber Histamin konnte jédoicht nachgewiesen werden
(Leckie, M.J. et al., 2000). Auch in einer weiterBtudie, bei der Patienten mit
persistierendem Asthma 250 oder 750 mg Mepolizurdedimal intravenés in
monatlichen Intervallen verabreicht wurden, kontediglich eine Reduktion der
Eosinophilen nicht aber eine Verbesserung der Syompé beobachtet werden
(Flood-Page, P. et al., 2007).

IL-13 und IL-4 besitzen zum Teil ahnliche Funktionen der Pathogenese des
Asthmas. Beide binden auch an einen Rezeptorkomplestehend aus dem IL-13-
Rezeptoral (IL-13Rol) und dem IL-4R. In vitro konnte an priméaren Fibroblasten
gezeigt werden, dass die Applikation der I6slicR@ansmembrankomponente des
IL-13Ra2 die Effekte des IL-13, aber nicht von IL-4 bloeki Dagegen konnte durch
Verabreichung der l6slichen extrazellularen Doméies IL-13Ri2 ein Einfluss
sowohl auf IL-13 als auch auf IL-4 erzeugt werdereses konnte eine neue mdgliche
Therapie fur das Asthma darstellen (Andrews, Atlalg 2006).

Therapie durch Aktivierung von Toll-like Rezeptoren

Toll-like Rezeptoren (TLR) stellen eine Komponed&s angeborenen Immunantwort
dar. Sie reagieren auf mikrobielle Infektionen umdluzieren zur Abwehr der

Pathogene eine Aktivierung des angeborenen Immtemags mit Freisetzung

proinflammatorischer Zytokine und Induktion eindrIfdominierten Immunantwort.

Bisher sind TLR-1 bis TLR-13 bekannt (lwasaki, A.a, 2004; Zhang, D. et al.,

2004; Yarovinsky, F. et al., 2005; Wu, H. et a008).

Die allergische Atemwegsentzindung ist eine Th2egeste Immunantwort.

Bakterielle DNA enthalt unmethylierte CpG-Motive.a® CpG bindet an den
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intrazellularen TLR-9 und induziert eine Thl-Immobaort, bei der
inflammatorische Zytokine freigesetzt werden. Imeen Mausmodell fur akut,
allergisches Asthma wurden die Tieren mit CpG-Qligideotiden intraperitoneal
behandelt. Da die Applikation des Allergens gleatig zu den CpG-
Oligonukleotiden durchgefiuihrt wurde ist dies eiryantiver Ansatz. Durch die
Behandlung mit CpG-Oligonukleotiden konnte in daerAwegen eine Reduktion der
Eosinophilen, Th2-Zytokine, IgE-Produktion und dmonchialen Hyperreaktivitat
erzielt werden (Kline, J.N. et al., 1998). In einé&vtfausmodell fir das chronische
Asthma konnte nach CpG-Behandlung zusatzlich eineduRtion des
Atemwegsremodelling, einschliel3lich der subepitieh Kollagenablagerung und der
Becherzellhyperplasie und —metaplasie beobachtedeme(Jain, V.V. et al., 2002).
Oligonukleotide die CpG-Motive enthalten wurden lagchon in klinischen Studien
eingesetzt. In einer Phase I/lla-Studie wurden Blaudmilbenallergiker subkutan
mit einer Kombination aus stabilisierten CpG-Oligkleotiden und einem
Allergenextrakt behandelt. Die allergische Immumamt konnte durch diese
Therapie reduziert werden, dieses wurde mittels4Raick-Test festgestellt (Senti, G.
et al., 2009).

1.3 Defizite der heutigen Therapieméglichkeiten

Die derzeitigen Therapieansatze zeigen eine Veebesg der Symptome des
allergischen Asthma bronchiale, weisen jedoch nogio3e Defizite und

Nebenwirkungen auf. Vor allem fehlt es an kausaldrerapieansatzen, die die
Ursache der Erkrankung behandeln, eine AusnahmdiasSIT. Doch diese zeigt
haufig keinen Einfluss auf das allergische AsthBia. Behandlung konzentriert sich
auf die Behandlung der Symptome insbesonderemer einspezifischen Hemmung
der Entzindungsreaktion (z.B. Glukokortikoide) undeinem Eingriff in einzelne

Mechanismen der Effektorphase (z.B. Zytokininhdo). Defizite gibt es auch bei der
Dosierung der Medikamente, so muss bei bestimmteadibdmenten (z.B.

Glukokortikode, LABA) die Dosis mit der Zeit angdiem werden um einen
Gleichbleibenden Effekt zu erreichen (Rebound-Ejfedit der Steigerung der Dosis
erhoht sich aber auch die Anzahl und Intensitat Niglbenwirkungen. Ein weiteres

Problem stellen Patienten dar, die auf eine bestamBehandlung nicht ansprechen
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oder an einem schwer zu behandelden Subtyp erkmsinkt Zu den genannten
Defiziten der heutigen Asthmatherapie kommen nocke dndividuellen
Nebenwirkungen, auf die im Folgenden genauer esggen wird.

Die Wirkung der Glukokortikoide beruht auf der Heonmg der Entztindungsreaktion,
diese stellt aber eine unspezifische Wirkung dartukokortikoide tber 3000 Gene
regulieren kénnen. Diese unspezifische Wirkungigt eine hohe Heterogenitat des
Rezeptors zuriickzufuhren, welche u.a. durch altees Splicing, alternative
Initiation der Translation, dem Polymorphismus @&R-Gene und der Bildung von
GR-Heterokomplexen entsteht. Zudem expremierendiesthumanen Zellarten und
Gewebe den GR (Lu, N.Z. et al., 2007; Gross, Ktlale 2009). Aul3erdem sind fur
inhalative Kortikosteroide als Nebenwirkungen Haostparadoxer Bronchospasmus,
Heiserkeit, Candidabefall der Mund- und Rachenseiiiaut nennenswert. Trotz
lokaler Applikation kommt es bei ICS auch zu syssammen Nebenwirkungen, wie
z.B. zu Glaukombildung, Katarakt (grauer Star), A6gerung des Wachstums im
Kindesalter und vor allem bei Langzeitbehandlung, ener Suppression der
Nebennierenrindenfunktion (Buhl, R. et al., 20(@@s Weiteren gibt es Berichte tber
Patientengruppen, bei denen die Behandlung mitdiSShicht effektiv beschrieben
wird. Aufl3erdem zeigen ICS bei einer Behandlung mihdén Kindesalter keinen
Einfluss auf die spatere Erkrankungshistorie (BasdaH. et al., 2006; Guilbert, T.W.
et al., 2006). Bei virusinduzierter Exazerbatiord uoei rauchenden Asthmatikern ist
die Behandlung mit ICS ebenfalls ineffektiv (Haons T.W. et al., 2004; Chaudhuri,
R. et al., 2003). Bei der so genannten Steroidessis kommt es zu einer fehlenden
Reaktion auf Glukokortikoide, die durch reduzieB®mdung an den GR, reduzierte
GR-Expression, erhdhte Aktivitat inflammatorisclggnalwege oder durch fehlende
Korepressoraktivitat zu erklaren ist (Adcock, 1.Bt. al., 2008). Des Weiteren wird
eine Steroidresistenz fur Thl7-Zellen und der miwl7a-Zellen vermittelten
Atemwegsentzindung und AHR beschrieben (McKinley,eL al., 2008). Auch
neutrophile Granulozyten zeigen eine Steroidraszstdn einem experimentellen
Mausmodell der allergischen Atemwegsentzindung  teonn durch
Dexamethasonbehandlung die Anzahl der Eosinoplmtehungengewebe reduziert
werden, gleichzeitig kam es aber zu einer erhohitdittration der neutrophilen
Granulozyten (Ito, K. et al., 2008).

B,-Sympathomimetika sind Bronchodilatatoren mit beistienen Nebenwirkungen

wie Skelettmuskeltremor, Unruhe, Tachykardie undzpalpitationen. Eine hohe
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Dosis kann zu Hypoglykamie, Stérungen des Geschseacgfindens,
Muskelkrampfen, Kopfschmerzen und Schlafstérungéhrein. Zudem wird far
LABAs eine madgliche Toleranzentwicklung des brormtodektiven Effektes
gegeniber Stimuli, bei erhaltenden bronchodilatstben Eigenschaften beschrieben
(Buhl, R. et al., 2006). Bei ddi,-Rezeptorsubsensitivitat, ist die Reaktion nach
Kontakt mit LABA vermindert. Die Ursache dafir isin Polymorphismus inf,-
Adrenozeptor der zu einer Desensibilisierung nalbrdpie mit LABAs fuhrt (Tan,
S. et al., 1997). Eine Monotherapie mit LABA karnudem eine Verschlimmerung der
Entzindung maskieren (Mcivor, R.A. et al., 1998).

Bei der Therapie mit Montekulast kann es zum Atgmeabdomineller Beschwerden
und Kopfschmerzen kommen (Buhl, R. et al., 2006).einigen Fallen wird eine
allergische Granulomatose, das Churg-Strauss-Syndb@schrieben. Eine direkte
Beziehung zur Montekulast-Therapie konnte jedockhnaicht eindeutig geklart
werden (Wechsler, M.E. et al., 2000; Gal, A.A. kt 2002; Stoloff, S. et al., 2000;
Hauser, T. et al., 2008Bei der Therapie mit dem Phosphodiesterase-Inhibito
Theophyllin muss die Serumkonzentration bestimmtder, da es bei erhdhten
Theophyllinkonzentrationen zu vielfaltigen Neberwimgen kommt (Buhl, R. et al.,
2006). Nachteilig ist zudem, dass Theophyllin kaamtientziindliche Eigenschaften
besitzt (Boswell-Smith, V. et al., 2006).

Eine Behandlung mit dem Anti-lgE-Antikbrper Omalmab zeigt nur geringe
Nebenwirkungen, es wurde lediglich von lokalen Riealen an der Injektionsstelle
und von Kopfschmerzen berichtet (Buhl, R. et aQ&). Allerdings trat nach der
Behandlung mit Omalizumab keine Verbesserung dexmitegsobstruktion auf
(Avila, P.C., 2007). Negativ ist zudem, dass di€kerapie nur fur ein bestimmtes
Patientenkollektiv zugelassen ist (Rote Liste, 3008

Die oben genannten Therapien behandeln nur die ®yngpdes Asthma bronchiale.
Zu den kausalen Therapien werden SCIT und SLIT lgezdn verschiedenen
klinischen Studien wurde die Wirkung der SLIT bdrilyGréaserallergenen genauer
untersucht. Dabei konnten zwar signifikante Reduddh der Asthmasymptomatik
erzielt werden, allerdings war die Wirkung nicht efiektiv wie von ICS und
Antihistamin-Préparaten (Pajno, G.B., 2007). Einteves Problem ergibt sich daraus,

dass die Therapie allergenspezifisch durchgefibrden muss.
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Da es derzeit keinen effektiven Ansatz zur kausalapezifischen und
nebenwirkungsarmen Therapie gibt, besteht die nmesche Notwendigkeit nach

neuen Therapiemadglichkeiten zu suchen.

1.4 Neue Mdoglichkeiten von Antisense-Strategien
Antisense-Strategien stellen eine neue Therapieombgiit dar, und basieren
entweder auf RNA- oder DNA-Molekilen. Die Hauptldas der Antisense-Molekile
sind RNA-Interferenz, Antisense-Oligonukleotide,b&yme und DNAzyme. Mit
diesen Technologien wird die Expression eines GefisRNA-Ebene inhibiert. Das
Antisense-Molekil bindet sequenzspezifisch an det-BRNA und inaktiviert diese
auf unterschiedliche Weise (Blockierung, SchneidBegradation), so dass eine
Translation nicht mehr erfolgen kann. Diese Metmodtllen eine Mdglichkeit zur
spezifischen Therapie dar. Dabei kann spezifisenEdipression krankheitsrelevanter
Gene supprimiert werden. Bei therapeutischer Anwegdhat die Auswahl des
Zielmolekils eine wichtige Rolle, beziglich derl&téennerhalb der Pathogenese und
maoglicher Nebenwirkungen. Im Folgenden werden dightigsten Antisense-
Technologien genauer beschrieben.

1.4.1. RNA-Interferenz (RNAI) und small interfering RNA (SiRNA)
RNA-Interferenz (RNAI) ist ein naturlicherweise ider Zellen vorkommender
Prozess zur posttranskriptionalen Kontrolle der é&xenession (Fire, A. et al., 1998;
Hammond, S.M. et al., 2001; Tuschl, T., 2001). &= RNAi werden lange dsRNA-
Molekdle in der Zelle durch das Enzym Dicer in 223-Nukleotide lange dsRNAs
gespalten. Diese kurzen doppelstrangigen RNAs weatke SIRNAs bezeichnet. Der
Strang der siRNA, der komplementar zu der Ziel-RNgt wird in einen
Multiproteinkomplex (RNA-inuced silencing compleRISC) aufgenommen. Nach
Entwindung der dsRNA leitet der Antisense-Strangn d&€omplex zu der
komplementaren Stelle der Ziel-mRNA, bindet und ltgpadiese (Abb. 8). Die
gespaltene mRNA wird durch Nukleasen degradiertl steht flr die Translation
nicht mehr zu Verfigung. Dieser Mechanismus wirttleriveile sowohl in Form von

siRNA in vitro als auchin vivo angewendet. siRNAs werden zur Analyse von
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Signalwegen und zur Regulation krankheitsrelavehtelekile verwendet (Scherer,
L.J. et al., 2003).

a Dicer cleaves long ds RNA
into 21-22 nt duplexes

v
ol
%\' ~ v prolcjsgts

ATP dependent
unwinding of
siRNA complex

b
SIRNA
Unwinding
complex

ATP

Cb AMP +PPi
RISC b Recycles
3 5'
c RISC
contains |

only one
Site specific of original
cleavage of siRNA
target directed strands
by siRNA

Argonaut family protein
and endonuclease

Abb. 8 Prinzip der RNAIi (entnommen aus Scherer 2008

1.4.2. Antisense-Oligonukleotide (ASON)

Antisense-Oligonukleotide (ASON) sind 18 — 25 Nukide kurze einzelstrangige
DNA-Oligonukleotide die tUber Watson-Crick-Basenpaey mit ihrer Ziel-mRNA
intreagieren. Die Hybridisierung von ASON an diemfementare mRNA Uber
Watson-Crick-Basenpaarung fuhrt zur Bildung einestekbdimers. Dieses ist flr
Ribosomen nicht mehr zugénglich, wodurch die mRNhthmehr translatiert werden
kann. Gleichzeitig aktiviert der Komplex aus ASOMUMRNA die RNaseH, welche
die mMRNA degradiert (Abb. 9) (Popescu, F.D., 2003).

Eine neue Klasse der ASONSs sind die sogenanntetienbaren ASON (RASONS).
Die Behandlung mit diesen RASONS erfolgt durch lathan in die Lunge, dort
werden sie vermutlich unter Beteiligung von katsmhien Bestandteilen des
Surfactants von den Zellen aufgenommen. Zur Sgibiling werden Phosphothioat-
Oligonukleotide verwendet, d.h. im Ruckgrat dergdtiukleotide befindet sich kein
Stickstoff- sondern ein Schwefelmolekul. EPI-208050lch ein Phophothiat-ASON,
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welches die mMRNA des Adenosin Rezeptor inhibiert. Die positive Wirkung konnte

in Tiermodellen fur Asthma gezeigt werden (Tandkaet al., 2001).

transcription

\

precursor RNA T

ASON-mRNA
* |nh|b|t|on of duplex 0
splicing
target mMRNA NI \ /

RNase H
ASON activation
/ i)

translational
arrest

ﬂm'@

rotein synthesis block
prefein synihesis bicckes degraded mRNA mRNA cleavage

Abb. 9 Mechanismus des Antisense-OligonukleotiderfBiommen aus Popescu 2003).

1.4.3. Ribozyme

Ribozyme sind natlrlich vorkommende einzelstrangiG@NA-Molekile mit
katalytischer Aktivitat. Sie werden beziglich ih@rol3e und Wirkungsart in zwei
Klassen eingeteilt. Eine Klasse bilden die groRé&oR/me (mehrere 10 bis zu 3000
Nukleotide) zu denen die Gruppe | und Il Introndled und die RNAse P. Die
kleinen Ribozyme sind nur 30 bis 150 Nukleotide glardazu gehoren die
Hammerhead-, Hairpin- und Hepatitis-Delta-Ribozymé& am besten untersuchten
Ribozyme sind die Hammerhead-Ribozyme (Schuberigtal., 2004) (Abb. 10).
Diese binden &hnlich wie ASONs Uber Watson-Crickégaarung an ihre Ziel-
RNA und spalten durch eine interne katalytische\Aidt die mMRNA unabhéngig von
RNase H bzw. anderen RNAsen (Jen, K.Y. et al., ROQ0nitierend auf einen
therapeutischen Einsatz von Ribozymen wirkt sich, aass diese, fur eine korrekte
Faltung und damit Funktion, Metallionen bendtigeiarimann, C. et al., 2002).

In einem Tiermodell fur Arthritis konnte nach irdréikularer Applikation eines
Hammerhead-Ribozyms gegen die Matrix Metallopr@sen Stromelysin das
Ribozym in der Synovialflissigkeit nachgewiesen wmal positiver Effekt erreicht
werden (Flory, C.M. et al, 1996). Durch Klonierunginer Ribozym-

Expressionskassette in transgene Mause, kdnnerzyRit®o auch endogeim vivo
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exprimiert werden. In einem tierexperimentellen &usindem eine transgene Maus
humanes Wachstumshormon exprimiert, konnte durchhe eiRibozym-
Expresionskassette eine 96%ige Reduktion des humaAfaehstumshormons erreicht
werden (Lieber, A. et al., 1996).

A) Hammerhead Ribozyme B) Hairpin Ribozyme C) HDV ribozyme
A————= » g-¢c¥
Stem 111 l Stem I i i o G-C
S AUUUCAGUCAGUUGCUCT ER cY%a ol 6-cXk U-A
PTTTLETE TITTIT ] ik o | gcy £
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Abb. 10 Ubersicht tiber die Struktur der kleinen Ribozyme (entnommen aus Schubert 2004).

1.4.4. DNAzyme

DNAzyme sind einzelstrangige DNA-Molekile die eime@mzymatische Aktivitat
besitzen, welche unterschiedlich ausgerichtet kamm. So wird beschrieben, dass es
DNAzyme gibt, die eine DNA- oder RNA-schneidendeogphorylierende, ligierende
oder adenylierende Aktivitat haben (Emilsson, Getlal., 2002). 1994 wurden zum
ersten Mal von Breaker und Joyce einzelstrangigé&{OMgonukleotide beschrieben,
die die enzymatische Aktivitdt besitzen RNA zu s@ban. Die so genannten
DNAzyme, kommen im Gegensatz zu Ribozymen nichturieh vor. Die
katalytische Aktivitat dieser zuerst beschrieber®¥dAzyme ist bleiionen (PB)-
abhangig (Breaker, R.R. et al., 1994). Um DNAzyraehain biologischen Systemen
einzusetzen, wurden DNAzyme generiert, die in dege_sind magnesium (Mg
abhangig RNA-Phosphoester zu spalten um unterzelttddren Bedingungen zu
agieren (Breaker, R.R. et al., 1995). Durch weit€l@nierungsexperimente wurden
sogenannte 10-23-DNAzyme entwickelt die eine?Maphangige RNA-spaltende
Aktivitat besitzen. Die Bezeichnung 10-23-DNAzymsblrieb dabei den 23. Klon,
der nach der 10. Runde einer selektiven Amplifikatermittelt wurde. Bei dieser

DNAzym-Familie bildet eine konservierte 15-Nukleli lange Sequenz die
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katalytische Einheit. Diese wird flankiert von 7 20 Nukleotiden, die
sequenzspezifisch auf die Ziel-mRNA ausgerichted §Abb. 11).

y

3 ee—— Y R
t11rr0r trennn

5 e H A —— 7

-]

G A
10-23 G G
c c
A A
A

Abb. 11 Schematische Struktur eines 10-23 DNAzymsrfthommen aus Santoro 1997)

Uber diese Seitenarme bindet das DNAzym durch WiaBick-Basenpaarung an die
MRNA und spaltet diese praferentiell zwischen einarin und Pyrimidin. Die
MRNA kann somit nicht mehr vollstandig translatiesterden. Die mRNA-

Bruchstlcke dissoziieren vom DNAzym und diese kammin neues mRNA-Molekiil
binden (Abb. 12).

DNAzym

_1._()__2._(‘)_1._()_

Abb. 12 Spaltung einer mRNA mittels DNAzym

(1) Bindung des DNAzym an die Ziel-RNA. (2) Spaljuder RNA zwischen Purin und
Pyrimidin. (3) Dissoziation des DNAzyms und Degridala der RNA. (4) DNAzym kann das
nachste RNA-Molekul spalten.

MRNA

Die durch 10-23-DNAzyme katalytische enzymatisclealRion ist hoch effizient bei
einer katalytischen Rate 4§ von= 0,1 min* und einer Michaeliskonstante {Kvon

<1 nM. Zudem ist sie auch sehr spezifisgftkm ~ 10°° M™*min™ (Santoro, S.W. et
al., 1997). Da DNAzyme einzelstrdngige DNA-Oligotedtide darstellen, kénnen
diese bei einem Einsatz sowoinl vitro als auchin vivo selbst von Nukleasen
degradiert werden. Um die DNAzyme zu schitzen kandedifikationen tber die

gesamte Sequenz verteilt oder Endsténdig palzert Zur Stabilisierung werden an

30



1. Einleitung

Stelle des Phosphatriickgrades Phosphothioate veeiveNachteil dieser Methode
ist, das diese Molekile haufiger Off-Target-Effeldterursachen und durch die
Stabilisierung, z.B. bei DNAzymen, zu einer eindggaokten Aktivitat fuhren. Bei

der 2-O-Methyl-Modifikation wird das O-Atom am Ldurch eine Methylgruppe
ersetzt, welche meist endstandig eingesetzt werDegse Modifikation fuhrt an

bestimmten Stellen im DNAzym zu Erhdéhung der Akévi wie es auch flur die
»Locked nucelic acids” (LNA) bekannt ist (Abb. 18chubert, S. et al., 2003). Um
DNAzyme speziell vor Angriffen von Exonukleasen sthitzen, kann am 3’-Ende
ein inverses Thymidin angehangt werden. Das sdeti@sde artifizielle 5’-Ende ist
vor Abbau durch Exonukleasen starker geschitze, Stabilisierung ist moglich. Die
Halbwertszeit im Serum wird dadurch vap & 70 min auf 1, = 22 h erhoht (Dass,

C.R. etal., 2002).

Inverses Thymidin Phosphothloat 2’ O-Methyl

iy = w—? e

| I l I
O—p=0 @-—F;—O o_—_p— o= FI) o
O, O, Q.

Abb. 13 Modifizierte RNA-Nukleotide (modifiziert nach Schubert 2003)
Der modifizierte Bereich des Nukleotides ist markie

DNAzyme wurden experimentell bereits in verschiegeisystemen eingesetzt und
insbesondere bei Virusinfektionen in vivo-Modelle angewendet. Dabei wurden
hauptséachlich 10-23-DNAzyme benutzt. In einer Tiebélab. 1) sind Beispiele fur
den Einsatz von DNAzymen iim vivo Experimenten dargestellt (Baum, D.A. et al.,
2008).

Nach dem Abwagen der Vor- und Nachteile von DNAzgni€ab. 2) zu anderen
Antisense-Technologien haben wir uns fir 10-23 DitAe entschieden, da sie fir
die Inhibition keine endogenen Faktoren, im Gegenzai asDNA und siRNA,
bendtigen. DNA-Oligonukleotide sind stabiler, da sicht anféllig fir RNasen, wie
die Ribozyme sind. Durch das Anfligen eines inveidgymidins wird das DNAzym

zudem vor Angriffen von Exonukleasen geschitzt.
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Tab. 1 Reprasentative Ubersicht (iber Zielgene di vivo von DNAzymen adressiert wurden
(modifiziert nach Baum 2008).

Egrl zinc finger transcription factor b-Lactamase

Epstein-Barr virus latent membrane protein  12-Liggenase

Hepatitis B virus X protein c-Myc proto-oncogene

Hepatitis B virus HBs and HBe antigens Ornithieearboxylase

Hepatitis C virus core protein Pencillin-bindingfein

HIV-1 Gag IPML/RARa fusion gene of acute promyelocytic
eukemia

HIV-1 Tat protein lI?reostgilrrwatory syncytial virus (RSV) nucleocapsid

HIV-1 5’-untranslated region SARS associated covona 5’-untranslated region

Human telomerase reverse transcriptase Survivin

Influenza virus A TGF-bl

Isocitrate lyase from M. tuberculosis Twist heloep-helix transcription factor

c-Jun leucine zipper transcription factor Vascular endothelial growth factor receptor 2
(VEGFR)

Tab. 2 Vorteile und Nachteile von verschiedenen Aigense-Technologien

Vorteile Nachteile

Antisense  Einfache Herstellung » Off-Target-Effekte
Oligonukleotide |+ Katalytische Zerstérung der RNA |+ Induktion von Interferonen
* Kbdnnen Introns addressieren

DNAzyme « Einfache, kostengiinstige Herstellung Mg**-abhangige Aktivitat
» Kann durch Modifikation stabilisiert
werden
» Gute katalytische Eigenschaften
Ribozyme  Einfache katalytische Doméane * Instabil
« Kdnnen Introns addressieren e Teure Herstellung

Limimitierung der Zielmolekile
(bendtigen GUC-Triplet)

siRNA  Aktive in geringer Konzentration » Schwierige, teure Herstellung
» Gewebespezifische Expression » Unspezifische Wirkung
moglich » Off-Target-Effekte

1.5. Immunologische Angriffspunkte fir einen therapeutichen

Ansatz beim allergischen Asthma bronchiale
Ein geeignetes Zielgen fir eine Intervention in Aghmapathogenese, sollte eine
bedeutende Rolle sowohl wéahrend der Initiation va#shrend der Progression des
allergischen Asthma bronchiale haben. In die aberge Atemwegsentziindung sind
Eosinophile, Th2-Zellen, aktivierte Makrophagen uvdstzellen involviert. Durch
die von diesen Zellen ausgeschitteten Mediatoremnkt es zum Atemwegs-
Remodelling (Homer, R.J. et al., 2000). Hervorz@mebind dabei die Th-2-Zellen.

Deren sezernierte Zytokine induzieren einen Isatyjob in den B-Zellen zu IgE und
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in Eosinophilen und Mastzellen die Freisetzung Madiatoren. Ein wichtiger Faktor
in der Th2-dominierten allergischen Immunantwottdabei der Transkriptionsfaktor
GATA-3. Er fordert die Th2-Zelldifferenzierung ungst damit frih in die
Entwicklung einer allergischen Immunantwort invelti Auf3erdem wird durch ihn
die Expression der Th2-Zytokine IL-4, IL-5 und II3-induziert (Zhu, J. et al., 2006).
Eine Uberexpression von GATA-3 in T-Zellen transgeMause fihrt zu einer
verstarkten Atemwegshyperreagibilitat, erhéhterepithelialen Fibrose und zu einer
Hyperplasie der glatten Muskulatur (Yamashita, Nale 2006; Kiwamoto, T. et al.,
2006). Demgegeniuber bewirkt eine Behandlung mitisénse-Oligonukleotiden
gegen GATA-3 im murinen, experimentellen Asthmantiodike Reduktion der
Entzindung in der Lunge, einer reduzierten Infiitra von Eosinophilen und der
Th2-zytokinproduktion (Finotto, S. et al., 2001).

GATA-3 stellt fir uns somit ein gutes Zielgen flinen therapeutischen Eingriff in
die Pathogenese des allergischen Asthma broncldale da es frih in der
Pathogenese involviert ist und auch in andereredeler allergischen Immunantwort

exprimiert wird.

1.6. Hypothesen und Zielstellung der Arbeit

Das allergische Asthma bronchiale ist eine Erkragkder Atemwege. Diese wird in
der Regel mit einer Kombination von inhalativen Kalkortikoiden und
langwirksamerp,-Sympathomimetika behandelt. Da diese Art der Beheny haufig
zu Nebenwirkungen fihren kann und bei bestimmtaiefangruppen nicht effektiv
ist, bestand das Ziel dieser Arbeit in der Entwick] einer potentiell neuen
Behandlungsstrategie fur diese Erkrankung, basieaei der DNAzym-Technologie.
Um mdglichst frih in die Pathogenese einzugreifemyde als Zielstruktur der
Transkriptionsfaktor GATA-3 als geeignet eracht2tt Beginn der Arbeit waren
DNAzyme gegen murines und humanes GATA-3 in derefsigruppe bereits
etabliert. Da es sich um eine neue Therapiemdogithiandelt, sollten die GATA-3-
spezifischen DNAzyme bezuglich ihrer Effektivit&pezifitat und Bioverfigbarkeit
charakterisiert und auf mdgliche Nebenwirkungeretsucht werden. Zudem sollte
die Wirksamkeit in experimentellen Modellen desem@ischen Asthma bronchiale

nachgewiesen werden.
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Mit diesen Untersuchungen sollte ditypothese geprift werden, dass GATA-3-
spezifische DNAzyme in experimentellen Modellen deumanen Erkrankung
allergisches Asthma bronchiale zu einer effektivkapysal wirksamen Therapie

fuhren.

Dazu sollten konkret die folgend&nagestellungenuntersucht werden:

* Untersuchung der Spezifitdt von GATA-3-spezifiscidAzymen

« Entwicklung eines sensitiven, spezifischen Nachsystems

* Analyse der Bioverfubarkeit nach lokaler Applikatim die Lunge

* Ausschluss von Off-Target-Effekten

* Untersuchung dein vivo Wirksamkeit in verschiedenen experimentellen

Modellen
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

Tab.: 3 Zelllinien

Hersteller
Buffy Coats Blutbank, UNI-Klinikum Marburg, D
EL-4 ATCC, Wesel, D
HEK293 + mTLR-9 Prof. Stefan Bauer, Marburg, D
HMC-1 PD Dr. Frank Petersen, Borstel, D
J774A.1 DSMZ, Braunschweig, D
LA-4 ATCC, Wesel, D
MLg ATCC, Wesel, D
U937 Prof. Robert Bals, Marburg, D
Tab.: 4 Versuchstiere

Balb/c Mause

Harlan Winkelmann, Borchen, D

Ratten Wistar wu

Harlan Winkelmann, Borchen, D

Tab.: 5 Chemikalien

Accu Prime Pfx DNA Polymerase

Invitrogen, Karlsrube

Adenosintriphosphat (ATP)

PJK GmbH, Kleinblitterstd®

Agarose GTQ

Roth, Karlsruhe, D

Albumin bovine Fraction V (BSA)

Serva, HeidelbeDy,

Ammoniumchlorid (NHCI)

Sigma, Taufkirchen, D

Anti CD3e (M-20) Ak

Santa Cruz Santa Cruz, USA

Anti-Digoxigenin-POD, Fab fragments

Roche, Mannhdim

BCA™ Protein Assay Kit

Pierce, Rockford, USA

Biotinylierter Anti-Goat Antikorper

Vector, Burligae, USA

BM Blue POD Substrat

Roche, Mannheim, D

Borsaure

Sigma, Taufkirchen, D

CASY® Ton

Scharfe Systems, Reutlingen, D
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CellFix

BD, Heidelberg, D

Coenzym A

PJK GmbH, Kleinblittersdorf, D

Complete Protease-Inhibitor Tablette

Roche, Mamh&i

DAB

Vector, Burligame, USA

Desoxyribonuclease I, Amplifikation Grade

Invitrog&arlsruhe, D

Diff-Quick®-LAsung

Dade-Behring, Marburg, D

Dithiothreitol (DTT)

PJK GmbH, Kleinblittersdorf, D

D-Luziferin PJK GmbH, Kleinblittersdorf, D
DMEM, high Glucose Biochrom AG, Berlin, D
DOTAP Roche, Mannheim, D

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

PAA LaboragtsmbH, Colbe, D

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat (N&DTA)

Roth, Karlsruhe, D

Entellan Merck, Darmstadt, D
Eosin G Merck, Darmstadt, D
Ethanol Roth, Karlsruhe, D

Ethidiumbromidlésung

Roth, Karlruhe, D

F-12 Kaighn’s Nutrient Mixture

GIBCO Invitrogen, Hsruhe, D

FCS Gold

PAA LaboratoriesGmbH, Cdlbe, D

FlowCytomix Mouse Th1/Th2 10plex

Bender MedSysteviiien, A

Hamatoxilin Il nach Gill

Merck, Darmstadt, D

Heparin-Natrium-5000 (5000 I.E./0,2 ml)

Ratiophatdim, D

HEPES

Sigma, Taufkirchen, D

Histomount mounting solution

Zymed Laboratories, San Francis
USA

Histopaque-1077

Sigma, Taufkirchen, D

Humanes AB-Serum Typ AB (C11-021)

PAA Laboratoriggik, Colbe, D

Inject® Alum (AI(OH)3

Pierce, Rockfort, USA

lonomycin Calcium Salz

Sigma, Taufkirchen, D

Iscoves Medium (F0456)

Biochrom AG, Berlin, D

Kaliumhydrogencarbonat (KHGp

Merck, Darmstadt, D

Ketamin Inresa

Inresa, Freiburg, D

L-Glutamin

PAA LaboratoriesGmbH, Colbe, D

36



2. Material und Methoden

Lipopolysaccharid (LPS)

Sigma, Taufkirchen, D

Luzigenin (Bis(N-methylacridinium)citrat)

Sigma, Ufairchen, D

Magensium-Carbonat-Hydroxid-Pentahydr

(MgCO3)s*Mg(OH),*5H,0

at

Sigma, Taufkirchen, D

Magnesiumchlorid-Lésung 1M Mg¢&l

Ambion, Austin, USA

Magnesiumsulfat (MgSg)

Sigma, Taufkirchen, D

MEM mit Bicarbonat

PAA LaboratoriesGmbH, Colbe, D

Mikrobiologie Agar Agar

Merck, Darmstadt, D

Monothioglycerol

Sigma, Taufkirchen, D

Natrium-Chlorid (NaCl)

Sigma, Taufkirchen, D

Natrium-Chlorid-Lésung 0,9%ig, Infusion

Braun, Mehgen, D

Natriumchlorid-Losung 5M NaCl

Ambion, Austin, USA

Natriumhydrogencarbonat (NaHGO

Merck, Darmstadt, D

Natriumhydroxid Platzchen (NaOH)

Merck, Darmstdnit,

Natriumpyruvat

PAA LaboratoriesGmbH, Cdélbe, D

Nichessentielle Aminoséuren

PAA LaboratoriesGmbBIp€, D

Normal Rabbit Serum

Vector, Burligame, USA

OVA Grade V

Sigma, Taufkirchen, D

OVA Grade VI

Sigma, Taufkirchen, D

PanColl Mouse

PAN Biotech, Aidenbach, D

Paraformaldehyd

Merck, Darmstadt, D

PAS-Farbekit

Merck, Darmstadt, D

PBS Dulbecco w/o G4 Mg™, (Pulver)

Biochrom Ag, Berlin, D

PBS Dulbeccos (1x) ohne Ca. u. Mg.

PAA Laborat&@mbH, Colbe, D

Penicillin/Streptomycin

PAA LaboratoriesGmbH, Cdalle

Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)

Sigma, Taafien, USA

Phosphorsaure

Roth, Karlruhe, D

Pulmicort 1 mg/2 ml Suspension (Budesonid) Astraeta, Wedel, D

QuantitTect"SYBR®Green
Mix

PCR Masts

=

Qiagen, Hilden, D

Rnase ERASE

MP Biomedical, lllkirch, F

RNAse freies Wasser

Eppendorf, Hamburg, D

37




2. Material und Methoden

Rompun 2% (Xylazin)

Bayer Health Care, Leverkugn,

ROTI®Agarose Ultra-Qualitét

Roth, Karlruhe, D

Roticlear (Xylolersatz)

Roth, Karlsruhe, D

RPMI 1640 (1x) ohne L-Glutamin

PAA LaboratoriesGmlidlbe, D

Schwefelsaure 95-97% ¢B0Oy)

Merck, Darmstadt, D

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Roth, Karlsruhe, D

Sodiumpyruvat

PAA LaboratoriesGmbH, Colbe, D

Streptavidin-Peroxidase

Sigma, Taufkirchen, D

TAE-Puffer Sigma, Taufkirchen, D
Tricin Sigma, Taufkirchen, D
Tris-HCI-L6sung 1M Invitrogen, Karlsruhe, D
TRIZMA Base Sigma, Taufkirchen, D
Tween®20 Roth, Karlsruhe, D

Vecastain Elite ABC-Kit

Vector, Burligame, USA

Zymosan A

Sigma, Taufkirchen, D

B-Mercaptoethanol

Roth, Karlsruhe, D

B-Methyl-Acetylcholin (Methacholin, MCh)

Sigma, Tdirfchen, D

Tab.: 6 ELISA-Reagenzien

ELISA Primare Antikorper:

Purified rat anti-mouse/human IL5

BD Pharmingem B&go, USA

Purified rat anti-mouse IFN-

BD Pharmingen, San Diego, USA

Purified anti-mouse/rat TNE-

BD Pharmingen, San Diego, USA

ELISA Sekundare Antikorper:

Anti-mouse IgE biotyniliert

BD Pharmingen, San Doey SA

Anti-mouse IgG1 biotiniyliert

BD Pharmingen, Sarebo, USA

Anti-mouse IgG2a biotinyliert

BD Pharmingen, Sare@n, USA

Biotinylated anti-mouse IFN-

BD Pharmingen, San Diego, USA

Biotinylated rat anti-mouse IL-5

BD Pharmingen, $dago, USA

Biotinylated rat anti-mouse TNé&-

BD Pharmingen, San Diego, USA

ELISA Standards:

Anti-OVA chicken

AntibodyShop, Gentofte, D

38




2. Material und Methoden

Maus-Anti-OVA IgG1

Sigma, Taufkirchen, D

Maus-Anti-OVA IgE

Serotec, Dusseldorf, D

Recombinant mouse IFX-

BD Pharmingen, San Diego, USA

Recombinant mouse IL-5

BD Pharmingen, San DiegdA US

Recombinant mouse TNdé-

BD Pharmingen, San Diego, USA

ELISA-Kits

BD OptEIA™ Set human TNF

BD Pharmingen, San Diego, USA

BD OptEIA™ Set human IL-12p70

BD Pharmingen, San Diego, USA

BD OptEIA™ Set human IL-8

BD Pharmingen, San Diego, USA

BD OptEIA™ Set Mouse IL-10

BD Pharmingen, San Diego, USA

BD OptEIA™ Set Mouse IL-12p40

BD Pharmingen, San Diego, USA

BD OptEIA™ Set Mouse IL-6

BD Pharmingen, San Diego, USA

Cyto Set Mouse TNfe-

Biosource, Nivelles, B

Cyto Set Mouse IL-13

Biosource, Nivelles, B

Human IL-6

R&D Systems, Wiesbaden, D

Mouse CXC chemokine KC

R&D Systems, MinneapolisAUS

Tab.: 7 Kits

BCA" Potein Assay Kit

Pierce, Rockford, USA

HotStarTagq Master Mix Kit

Qiagen, Hilden, D

MEGAscript T7 Kit

Ambion, Austin, USA

Omniscripf Reverse Transcription

Qiagen, Hilden, D

QIAQuick Gel Extraction Kit

Qiagen, Hilden, D

QIAQuick PCR Purification Kit

Qiagen, Hilden, D

RNeasy Midi kit

Qiagen, Hilden, D

RNeasy Mini kit

Qiagen, Hilden, D

Tab.: 8 Retriktionsenzyme & -puffer

10x Puffer Y/Tango

Fermentas, St.Leon-Rot, D

Bcul (Spe 1)

Fermentas, St.Leon-Rot, D

Bsp 119 | (Asu Il)

Fermentas, St.Leon-Rot, D
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Tab.: 9 Marker & Ladepuffer

Gel-Loading-Solution |

Sigma, Taufkirchen, D

Gene Ruler DNA Ladder Mix

Fermentas, St. Leon-MRot,

High Range RNA-Leiter

Peglab, Erlangen, D

Low Range RNA-Leiter

Peqglab, Erlangen, D

PeqGOLD 100bp DNA-Leiter

Peqglab, Erlangen, D

RNA-Sample Loading Buffer

Sigma, Taufkirchen, D

Tab.: 10 Verbrauchmaterialien

0,1 ml Strip-Tubes

Corbett, Sydney, AUS

24-Well-Platten (steril)

Nunc, Roskilde, Danemark

348-Well-Mikrotiterplatte Maxisorp

Nunc, Roskildeanemark

6-Well-Platten (steril)

Nunc, Roskilde, Danemark

75-cnf Zellkulturflaschen

Nunc, Roskilde, Danemark

96-Well-Mikrotiterplatte Maxisorp
Flachboden

Nunc, Roskilde, Danemark

96-Well-Platten (steril, Flachboden)

Nunc, RoskilBénemark

96-Well-Platten spitz

Brand, Wertheim, D

96-Well-Platten weil3, Opaque Plate

Costar, CambritpA

Braunile

Sarstedt, Miinchen, D

Casy Cups

Scharfe Systems, Reutlingen, D

Einbettkassetten

Engelbrecht, Ederminde, D

FACS-R6hrchen BD Falcon

BD, Heidelberg, D

Latex-Kofferdarm

Roeko, Langenau, D

Li-Heparinat R6hrchen (Blutentnahme)

Sarstedt, Nhénc D

Objektrager, Mattrand

Menzel GmbH, Braunschweig, D

Parafilm

Pechiney, Chicago, USA

Reaktionsgefalie (0,5 ml)

Biozym, Hess. Oldendorf, D

Reaktionsgefalle (1,5 ml)

Eppendorf, Hamburg, D

ReaktionsgefalRe (15 ml)

Sarstedt, Minchen, D

Reaktionsgefale (50 ml)

Greiner hio-one, FrickesaauD

Strepta Well high bind 96-Well-Platten

Roche, Maginin, D
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Zellschaber 25 cm Sarstedt, Newton, USA

Zellsiebe 100 um BD Falcon, Bedford, USA

Tab.: 11 Oligonukleotide

Sequenz 5’ zu 3’ Hersteller
1668 mCpG Operon,
T*C*C*A*T*G*A*C*G*T*T*C*C*T*G*A*T*G*C*T* Kdéln, D
2118 humCpG Operon,
G*G*GGGACGATCGTCG*G*G*G*G*G Kéln, D
negODN Operon,
G*C*T*T*G*A*T*G*A*C*T*C*A*G*C*C*G*G*A*A* Kdéln, D
Biotin Oligo gd21 Operon,
CTAGCCTCCCGTCCTAAA[BIoTEG-Q] Kéln, D
Biotin Oligo hgd40 Operon,
CTAGCCTCCATCCACAAA[BIOoTEG-Q] Kéln, D
Digoxigenin Oligo gd21 Operon,
[DIg]JAAAGGCAACCACTCGTTG Kéln, D
Digoxigenin Oligo hgd40 Operon,
[Dig]AAACTCCAAGACTCGTTG Kéln, D
gd21 Operon,
AGGACGGGAGGCTAGCTACAACGAGTGGTTGCC[dT-rev-Q] | Kdéln, D
gd21 20er Operon,
AGCTACAACGAGTGGTTGCC Kéln, D
gd21 25er Operon,
AGGCTAGCTACAACGAGTGGTTGCC Kéln, D
gd21 30er Operon,
ACGGGAGGCTAGCTACAACGAGTGGTTGCC Kéln, D
hgd4o Biospring,
GTGGATGGAGGCTAGCTACAACGAGTCTTGGAG[dT-rev-Q] Erankfurt,
hgd40-FAM
[6-FAM]GTGGATGGAGGCTAGCTACAACGAGTCTTGGAG[AT- OPeron,
rev-0] Kdln, D
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ODNg Biospring,
TGTGATGTAGGCTAGCTACAACGACAGATGGAA[dT-rev-Q] Frankfurt,D

* = Phosphorthioation

[dT-rev-Q] = inverses Thymidin am 3’-Ende

[6-FAM] = FAM (amin reactive Succinimidylester vdbarboxyfluorescein) am 5'-
Ende

[BIoTEG-Q] = Biotin am 3’-Ende

[Dig] = Digoxigenin am 5’-Ende

Tab.: 12 Primer

Hergestellt von Metabion, Martinsried, D

Primer sense Primer antisense
CGGACCTACTGTTCAC
GAPDH CGTCTTCACCACCATGGAGA
TTTCTCCA
CGCCAGAGAAGAGGA
GATA-3 murin | ACGGAAGAGGTGGACGTACT
TGAAG
CTGGCGTTGGGATTGG
L32 AAGCGAAACTGGCGGAAACC
TGAC
O|igO-dT18 FTTTTrrrrrrrrrrrrrnTd
Ratte GATA-3 CATCATGCACCTTTTT
ATGGAGGTGACTACGGACCA
lang GCAC
Ratte GATA-3 | AATTAATACGACTCACTATAGG
lang T7 GATGGAGGTGACTACGGACCA
_ AACTGTGTTCCCGAGG
T-bet murin CCTGGACCCAACTGTCAACT TGTC

Tab.: 13 Geréate

Accu-Cuf® SRM™ 200 Rotary microtome Sakura Finetek, Torrance, USA
Acrylkammer (20 x 20 x 15 cm) KH Zehlendorf, Berld

Akta Purifier Amersham, Freiburg, D
Biometra TRIO-Thermoblock Biometra, Gottingen, D
Brutschrank Heraeus, Osterode, D
CASY®Model TT (Cell-Counter) Schérfe Systems, Reutling2n
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Clarity Oligo RP C18

Phenomenex, Aschaffenburg, D

Elektrophorese System

peglab, Erlangen, D

Elutriationssystem JE-6B mit Rotor ur

Standardseparationskammer

nd

Beckmann, Palo Alto, USA

FACS Sort BD, Heidelberg, D
Gefrierschrank Liebherr, Ochsenhausen, D
Gel Doc 2000 Bio Rad, Miinchen, D

Gen-Pak FAX

Waters, Milford, USA

Glasexpositionskammer

Forschungswerkstatten, Medizinisc

Hochschule Hannover, D

Immuno Mwash 12 Mikrotiterplatten-washe

r

Nunc, Wiesbaden, D

Kahlzentrifuge BIOFUGE fresco

Kendro, Langenselbad

Lumi Star

BMG, Offenburg, D

Mikroskop Olympos BX51

Olympus, Hamburg, D

Mikrotiterplattenreader Sunrise

Tecan, Crailshdim,

MonoQ 5/50 GL

Amersham, Minchen, D

Neubauer-Zahlkammer

Assistent, Sondheim, D

Parf® Master

Pari, Starnberg, D

Plattenschiittler DSG 304/M4

Heidolph, Schwabach, D

Pneumotachographen PTM 378/1.2 mit
Potentiometer CFBA

Hugo Sachs Elektronic, Marct

Hugstetten, D

RotorGené&"3000e

Corbett, Sydney, AUS

he

Schittelinkubator GFL 3031

GFL, Burgwedel, D

Spannungsgenerator EPS 3500

Pharmacia, Uppsala, S

Thermocell Cooling & Heating Block

Biozym, Hessd@hdorf, D

Ultraspec 3100pro UV/Visibel

Spectrophotometer

Biochrom, Cambridge, UK

Zentrifuge Megafuge 1.0R

Heraeus, Osterode, D

Zytozentrifuge Cytospin 3

Shandon, Frankfurt, D

Tab.: 14 Software

Auswertungssoftware Magellan

Tecan, Crailsheim, D

CellF Imaging

Olympus, Hamburg, D
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CellQuestPro BD, Heidelberg, D

GelScan Pro V5.0 BioSciTec GmbH, Frankfurt, D

) GraphPad Software, La Jolla (CA
GraphPad Prisfh
USA
Lumi Star Software BMG, Offenburg, D
NOTOCORD hem 3.5 Software Notocord, Paris, F
RotorGene Software Corbett, Sydney, AUS
Unicorn GE Healthcare Europe, Minchen, D
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2.2 Methoden

2.2.1 Versuchtiere und Versuchstierhaltung

Fur die Modelle zur allergischen Atemwegsentzinduogden weibliche Balb/c Mause
im Alter von 6-8 Wochen verwendet. Die Tiere wurdem einem bellfteten

Kafigsystem gehalten, die Raumtemperatur betru@ 26$ wurde ein kinstlicher 12 h-
Hell-Dunkelzyklus erzeugt.

Fur die Untersuchung der Verteilung von DNAzym wemdmannliche Wistar wu

Ratten im Alter von 6 Wochen verwendet. Die Tierarden in einem bellfteten
Kafigsystem gehalten, die Raumtemperatur betru@ 26$ wurde ein kinstlicher 12 h-
Hell-Dunkelzyklus erzeugt.

2.2.2 Protokolle zur Induktion von Atemwegsentzindagen

2.2.2.1 Sensibilisierung und lokale Allergenprovokizon

Die Sensibilisierung wurde mit einem artfremden t&iro durchgefihrt. In unseren
Versuchen wurde aus Huhnereiweild gewonnenes Ovalb{@VA) eingesetzt. Durch
Injektion von 10 pg OVA (Grade VI) und 2,8 mg Adans Aluminiumhydroxid
(Al(OH)3) geldst in PBS, 200 ul Injektionsvolumen, intrajmereal (i.p.) wurde eine
Entziindungsreaktion erzeugt und es kam zu einéermisgchen Sensibilisierung gegen
OVA und zur Bildung OVA-spezifischer Th2-Zellen. DEontrollgruppe wurde nur
PBS mit 28 mg AIOH) i.p. appliziert. Zur Initiation einer lokalen
Entziindungsreaktion in der Lunge wurden die Tiereiner Expositionskammer fir 20
Minuten einem Aerosol ausgesetzt, das mittels efv@ssolgenerators (PdtiMaster

Pari) aus einer 1%igen OVA-L6sung (OVA Grade V) gaert wurde.

2.2.2.2Induktion einer akuten allergischen Entziindungsreakion in der Lunge in
Kombination mit intranasaler Behandlung mit DNAzym

a) Akut allergische Atemwegsentziindung mit praventiveiBehandlung

Zur Induktion einer akuten allergischen Atemwegs@éntiung wurden die Tiere an den

Tagen 1 und 14 mit OVA/AI(OH)i.p. sensibilisiert. Die Tiere der Kontrollgruppe

wurden mit PBS/AI(OH) behandelt. Ab Tag 25 wurden die sensibilisiertégrel an

drei aufeinander folgenden Tagen mit 1%igem OVAe&el provoziert. Bei
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praventiver Behandlung der Tiere, wurde ab Tag B4dmschliellich Tag 27 des
Protokolls die intranasale Behandlung mit DNAzynnathgefuhrt.

Zur intranasalen Behandlung wurden die Tiere mi@ 20 1x-Narkose (7,62 mg

Ketamin, 0,95 mg Xylazin in 1 ml PBS) i.p. sediddie Behandlung erfolgte durch
Auftropfen von 200 pg DNAzym in 50 pl PBS auf diadé¢. Durch spontane Atmung
wurde das DNAzym von den Tieren aspiriert. Die Amsal der Atemwegsreagibilitat
erfolgte mit der Head-out Body-Plethysmographielag 28 und am folgenden Tag die
Praparation der Tiere (Abb. 14A).

Tab. 15 Behandlungsgruppen

Gruppe Sensibiliserung i.p. Challange Behandlumg i.
1 PBS PBS/AI(OH) 1% OVA-Aerosol PBS

2 OVA OVA/AI(OH)3 1% OVA-Aerosol PBS

3 gd21 OVA/AI(OH} 1% OVA-Aerosol gd21

4 hgd40 OVA/AI(OH) 1% OVA-Aerosol hgd40

b) Akut allergische Atemwegsentziindung mit therapetischer Behandlung

Die Sensibilisierung wurde wie unter (a) beschnebdurchgefihrt. Die erste
Provokation mit OVA-Aerosol erfolgte an den Tagehlis 26, die zweite Provokation
an den Tagen 36 bis 38. Wéahrend diesem zweitenaDigal Block erfolgte die tagliche
Behandlung von Tag 35 bis 38 mit DNAzym wie unteR.3.1 beschrieben. Die

Analyse der Atemwegsreagibilitdt erfolgte an Tag @@ am folgenden Tag die

Praparation der

Tiere (Abb. 14B).

Tab. 16 Behandlungsgruppen

Gruppe Sensibiliserung i.p. Challange Behandlumg i.
1 PBS PBS/AI(OH) 1% OVA-Aerosol PBS

2 OVA OVA/AI(OH)3 1% OVA-Aerosol PBS

350 pug gd21 OVA/AI(OH) 1% OVA-Aerosol 50 ug gdz21
4200 ug gd21 | OVA/AI(OH) 1% OVA-Aerosol 200 pg gd21
5500 pg gd21 OVA/AI(OH) 1% OVA-Aerosol 500 pg gd21
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C) Untersuchung der Langzeitwirkung praventiver Betandlung bei akut
allergischer Atemwegsentzindung

Basierend auf dem Protokoll zur Induktion einer takuwallergischen

Tdg und 14 und

Allergenprovokation an den Tagen 24 bis 25 undgiither praventiver Behandlung

an den Tagen 23 bis 26 wurde dieser Versuch dufichigg/Abb. 14C). Zehn Tagen

nach der letzten OVA-Challange wurden die Tiereeetrdreimal einem OVA-Aerosol

Atemwegsentzindung mit der Sensibilisierung an

ausgesetzt. Die Analysen wurden an den daraufridigie Tagen durchgefuhrt.

Tab. 17 Behandlungsgruppen

Gruppe Sensibiliserung i.p. Challange Behandlumg i.
1 PBS PBS/AI(OH) 1% OVA-Aerosol PBS
2 OVA OVA/AI(OH)3 1% OVA-Aerosol PBS
3 gd21 OVA/AI(OH} 1% OVA-Aerosol gd21

d) Vergleich der Wirksamkeit des DNAzyms mit einem Glkokortikoid bei

einer akut allergischen Atemwegsentziindung mit préentiver Behandlung
Um die Wirkung des DNAzyms mit der Wirkung einesukilkortokoides zu
vergleichen welches routinemallig bei der Behandldeg allergischen Asthma
bronchiale verwendet wird, wurde dieser Tierversumsierend auf dem akuten
Protokoll mit praventiver Behandlung durchgefuhiblp. 14A). Als Glukokortikoid
wurde das zur Inhalation zugelassene BudesonidniPaoitt) verwendet. Es wurden 10
K1g Budesonid, verdinnt in 50 pl PBS, je i.n. Bethamgl verabreicht.

Tab. 18 Behandlungsgruppen

Gruppe Sensibiliserung i.p. Challange Behandlumg i.
1 PBS PBS/AI(OH) 1% OVA-Aerosol PBS

2 OVA OVA/AI(OH)3 1% OVA-Aerosol PBS

3 hgd40 OVA/AI(OH)} 1% OVA-Aerosol 200 pg hgd40

4 ODNg OVA/AI(OH) 1% OVA-Aerosol 200 ug ODNg

5 Budesonid OVA/AI(OHy 1% OVA-Aerosol 10 pg Budesonid
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| Behandlung |

A
| | 1 I 1
Tag O 14 24 25 26 2829
Sensibilisierung l j
Analyse
B | Behandlungl
Tag | | I P 1 1 11
0 14 35 36 37 38 39 40
| Sensibilisierung | |1. Provokatio;t 2. Provokation
Analyse
C | Behandlungl
I | b1 I T 1 1
Tag O 14 23 24 25 36 37 38 39 40
Sensibilisierung 1. Provokatior 2 Provokatlonl l
Analyse

Abb.14 Protokoll zur Induktion und Analyse einer akuten allergischen Atemwegsentziindung mit
zusatzlicher praventiver (A), therapeutischer (B) Ehandlung, sowie bei praventiver
Behandlung und zuséatzlicher Provokation mit OVA-Aeiosol (C).
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Tag 0 14 21 2930 3637 4344 50517 % 63 64
t t 1 tt tt t¢ ¢ttt tt t1¢
|Sensibi|isierun¢; | OVA-Aerosol |

| |
L o o T T I O I B I I A
707172 777879 848586 91929899100 105106107 112113114 118 119 120122

| 1t t¢+ ¢t ¢t ¢t 1t 11 I

OVA-Aerosol

11t 11t 11t t1t 1t 1t ¢ttt 114

Behandlung | Analyse

Abb. 15 Protokoll zur Induktion und Analyse von experimentellem chronischen allergischen
Asthma bronchiale und therapeutischer Behandlung miiDNAzym

2.2.2.3 Induktion einer chronischen allergischen Brindungsreaktion in der
Lunge

Das Modell der chronischen Allergenexposition wuvde Dr. Michael Wegmann, in

unserer Arbeitsgruppe etabliert (Wegmann, M. et28I05).

Die Sensibilisierung erfolgte ebenfalls wie unte?.B beschrieben. Die Behandlung mit

dem OVA-Aerosol wurde Uber einen Zeitraum von satlechen durchgefuhrt. Nach

zwei aufeinander folgenden Behandlungstagen fagte Behandlungspause von finf

Tagen dann erfolgte wieder die Behandlung.

Es folgten 8 Wochen weitere Provokation mit OVA-ésul, zweimal pro Woche,

zusatzlich erfolgte die intra nasale BehandlungDhNiAzym jeweils einen Tag vor der

Provokation und 3 h vor der OVA-Aerosol ChallangdNach diesem

Behandlungszeitraum wurde analysiert (Abb. 15).

Tab. 19 Behandlungsgruppen

Gruppe Sensibiliserung i.p. Challange Behandlumg i.
1 PBS PBS/AI(OH) PBS-Aerosol PBS
2 OVA OVA/AI(OH)3 1% OVA-Aerosol PBS
3 gd21 OVA/AI(OH} 1% OVA-Aerosol gd21
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2.2.3. In vivo Verteilung von DNAzymen
Um einen Eindruck fur die Aufnahme und Verteilunggnv DNAzymen nach

Applikation in die Lunge zu bekommen, wurdarvivo Versuche durchgefthrt.

2.2.3.1In vivo Verteilung nach intranasaler Behandlung unbehandéér Mause

In einem ersten Versuch wurden unbehandelte Baldigse mit 200 ug DNAzym in

50 ul PBS intranasal behandelt und nach %2, 1%, 42 &ind 24 h jeweils zwei Tiere
analysiert (Abb. 16A). Hierbei wurde eine BAL duggfihrt und die Lunge zur

spateren Analyse erst in flissigem Stickstoff skgetroren und dann bei -80° gelagert.

2.2.3.2In vivo Verteilung nach intratrachealer Behandlung unbehanlelter Ratten

Da bei spéteren toxikologischen Unersuchungen Ratewendet werden, sollte auch
in dieser Spezies eine Analyse der DNAzym-Vertgjlim Organismus erfolgen. Die
verwendeten Wistar Ratten wurden einmalig mit 1 hgd40 in 200 pl PBS

intratracheal behandelt. Die Ratten wurden hienfiir CO, narkotisiert. Nach %, 2, 4,
8 h wurde retroorbital Blut entnommen und nach Ztfbigte die T6tung mittels GO

(Abb. 16B). Es wurde Blut fir Serum, EDTA-Blut filasma und Vollblut, Gehirn,

Lunge, Herz, Leber, Niere und Hoden entnommen, dercheine BAL und eine

Perfusion der Lunge durchgefuhrt wurde.

A
| L | | | |
Std. 0 0515 4 8 12 24
4 VYV V V \
200 “g g2l Analyse
B
| I 1 1 | | |
Std. 0 05 1 2 8 24
4 A * v \4
1 mg hgd4c Blutentnahme Analyse

Abb. 16 Protokoll zur Untersuchung der Verteilung von DNAzym im Organismus, in der Maus (A)
und in der Ratte (B).
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2.2.4.1n vivo Untersuchung auf Off-Target Effekte

Da bei DNA-Oligonukleotiden, wie unserem DNAzyme dvidglichkeit besteht, dass
Zellen aktiviert werden und es zu so genanntenTaffyet Effekten kommen kann,
wurden Balb/c M&use mit 200 ug DNAzym in 50 ul PiB8aperitoneal behandelt.
Kontrolltiere erhielten PBS oder auch murine CpZkh nach Applikation erfolgte die

Blutentnahme und eine Peritoneallavage mit 5 ml RS roteaseinhibitor (Abb. 18).

Std. O 24
200 p- Analyse
Hg DNAzym

Abb. 17 Protokoll zur Untersuchung der Off-Target-Hfekte von DNAzymenin vivo.

2.2.5. Nachweis der Atemwegshyperreagibilitat durchdie Head-out
Body-Plethysmographie

Mit dem Head-out Body-Plethysmographen lai3t sicle dungenfunktion einer
Allergen-provozierten spontan atmenden Maus nich&siv messen. Exponiert man
sensibilisierte Tiere wéhrend der Messung mit eir@&mnchiokonstriktor, wie z.B.
Methacholin, so zeigt sich eine Veranderung innhmtemfluss, wobei asthmatische
Tiere empfindlicher reagieren und damit bereits gpeiingeren Dosen Methacholins
eine 50%ige Reduktion des Atemflusses (MCh 50)ereig

Wahrend der Messung befand sich der Rumpf der NrauBlethysmographen (Abb.
18) und der Kopf ragte durch eine luftdichte Hadslge aus Latex-Kofferdarm in die
2,5 Liter groRe Glasexpositionskammer hinein. la don uns verwendete Kammer
konnten gleichzeitig vier Plethysmographen eing#setverden. Uber die
Expositionskammer konnten durch eine Vernebelunumapur verschiedene
Substanzen, in unserem Fall Methacholin, in unteestichen Dosen, appliziert
werden. Wahrend der Atmung des Tieres bewegtessioidig der Brustkorb, so dass
Luft bei der Inspiration aus der Plethysmorgaphenkar gepresst und bei der
Expiration hineingesogen wurde. Der dabei entstamdeuftstrom wurde von einem
Pneumotachographen gemessen. Der Druck in der Kamemgsprach den
Fluktuationen am Tachographen und war der Atemdstérke proportional. Das Signal

wurde Uber ein Potentiometer verstarkt und simubianein Oszilloskop und einen
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Computer zur Datenanalyse weitergeleitet. Die Auswg erfolgte mit der Software
NOTOCORD hem 3.5.

Zu Beginn der Messung wurde die NormalisierunglfitMinuten gemessen. In diesen
15 Minuten atmete die Maus circa 4000 mal ein unsl @hne das Substanzen in die
Expositionskammer gegeben wurden. Aus den in diéedrermittelten Werten, des
Atemflusses bei Aus- und Einatmung, wurde der Mitet errechnet und mit dem
Wert 100 gleichgesetzt. Dann folgte die Messungutgabe des Bronchokonstriktors
Methacholin (MCh). Das in PBS geldoste MCh wurde dillnf Minuten fir jeweils 70
Sekunden in aerosoler Form in die Expositionskammeleitet. Dabei wurden
aufsteigende Konzentrationen verwendet: 0 mg/ml MChH5 mg/ml MCh, 25 mg/ml
MCh, 50 mg/ml MCh, 75 mg/ml MCh und schlief3lich 1®@/ml MCh.

Unter Provokation mit MCh nimmt die Verengung deeiwege zu und somit der
Atemfluss ab. Die Konzentration, bei der eine Vereirung um 50% erreicht wird gilt
als Mal} fur die Reagibilitat der glatten Atemwegshkulatur.

einzelner Head-out Expositionskammer mit vier Plethysmographen
Body-Plethysmograph

4 N = == N\

Signal- Ve ~N

verarbeitung QQP Q/D
Pneumo-
tachograph . E- Expositionskammer }
Luftzufuhr 0\ Abluft
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\_ AN = = %

Abb. 18 Aufbau des Head-out Body-Plethysmographeméch Dr. M. Wegmann).
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2.2.6. Gewinnung von Probenmaterial

2.2.6.1. Serumproben

Die Tiere wurden nach Gabe von 200 pl 5x Narkogedurch einen Achselschnitt
entblutet. Damit das Blut vollstandig gerinnt wurdie Blutprobe mindestens fir eine
Stunde bei RT inkubiert. Nun wurden die Proben 3@uten bei 2000 g und 4°C
zentrifugiert. Die Serumuiberstande wurden vorsichebgenommen und bis zur

weiteren Verwendung bei —20°C gelagert.

2.2.6.2. Broncho-alveolare Lavage

Die broncho-alveolare Lavage (BAL) ist eine Methoder Gewinnung von
Untersuchungsmaterial aus peripheren und distaldtwegen der Lunge (Bronchial-
und Alveolarbereich). Die Maus wurde durch Gabe &fi® pl 5x Narkose i.p.
(Ketamin, Rompun) getttet und Brustkorb und Halsiobr freiprappariert. In die
freigelegte Trachea wurde eine 20G Kanile eingefiimd fixiert. Uber eine
aufgesetzte 1 ml Spritze wurde 1 ml PBS mit Pra&dakibitor langsam in die Lunge
appliziert und wieder entnommen.

Nach der Zentrifugation, 10 Minuten bei 350 g, veurder zellfreie BAL-Uberstand
abgenommen und bei —20°C gelagert. Das Zellpelietdey in 1 ml PBS/1%BSA

resuspendiert und die Zellzahl mittels Casy Cowstilbnmt.

2.2.6.3 Differenzierung von Leukozytenpopulationexer BAL

Zur Differenzierung der Zellen in der BAL wurden td@gpins wie folgt angefertigt:
50 ul der BAL-Zellen in PBS/1% BSA, bereits angeséir Zellzadhlung, wurden mit
PBS/1% BSA verdunnt in den Zelltrichter, der Eiasatler Zytozentrifuge, pipettiert.
Durch die Zentrifugation 5 min bei 700 rpm wurdea dellen auf einem Objekttrager
verteilt und die Flissigkeit wurde durch ein Fitt@pier aufgesogen. Die Praparate
wurden 1 h bei Raumtemperatur getrocknet und daittelsn Diff-Quick-Losung
gefarbt. Die Zelldifferenzierung erfolgte lichtmdskopisch bei 400-facher
Vergrolierung anhand morphometrischer Kriterien.

2.2.6.4 Gewinnung primarer Zellen
Die Maus wurde durch Gabe von 200 ul 5x Narkos@efdtet und die Milz und die
lokalen Lymphknoten der Lunge entnommen. Die Organeden in sterilem RPMI-

Medium auf Eis aufgenommen. Die Milz bzw. die Lyrapbten wurden durch ein
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Nylonsieb (Maschengrof3e 100 um) gedrickt, die dsfisnsion in ein Probengefald
gegeben und bis zur weiteren Verarbeitung auf Esseijt.

2.2.6.5Herstellung von Organlysaten

Die Organe wurden entnommen und in flussigem Stidkschockgefroren und bis zur
weiteren Verarbeitung bei —80°C gelagert. Zur Hglhwhg eines Organlysates wurde
das Organ gewogen und mittels eines in flussigeroksSoff gekihltem Moérsers

pulverisiert. Es wurden 100 pl PBS mit Proteinasdimor je 100 mg Gewebe

zugegeben. Sobald das Homogenisat anfing aufzutaustte wiederum gemdésert, bis
keine Eiskristalle mehr vorhanden waren und daneimProbengefald tGberfihrt. Es
folgte eine Zentrifugation bei 14000 g, 4°C fur blin. Der Uberstand wurde

abgenommen und bei -80°C bis zur weiteren Verarbgigelagert.

2.2.6.6Perfundieren der Lunge

Um differentiell Zytokine, Transkriptionsfaktorender den DNAzymgehalt im
Lungengewebe zu untersuchen musste das Blut alsidge entfernt werden, da sonst
Blutzellen mitanalysiert wirden. Den zu untersucienTieren wurde ca. 20 min vor
Beginn der Pr&paration 150 pul Heparin (2500 U/ngd) verabreicht. Die Tétung der
Tiere erfolgte dann durch Gabe von 200 pl 5x Nagkdie Bauchhdhle wurde nun
erdffnet und die Bauchaorta durchtrennt um das migglichst vollstandig zu entbluten.
Nach Eroffnen des Thorax wurde zuerst eine BAL kgeétihrt, s. Abschnitt 3.5.2. Mit
einem kleinen Schnitt wurde das rechte Atrium eréfff eine Kanule eingefuhrt und
Uber diese kalte 0,9%ige Kochsalzlésung in den Eokreislauf zugefuhrt. Durch
zyklisches Einblasen von Luft Uber den Tracheakd&thwurde das Blut aus der Lunge

gedrickt.

2.2.6.7Fixierung der Lunge

Zur morphometrischen Analyse der Lunge wurde diesdn der BAL Uber die Trachea
in situ mit 6%iger Paraformaldehyd-L6sung befilim Bereich der Trachea
abgebunden und entnommen. AnschlieBend wurde dimgduin 6%igem
Paraformaldehyd gelagert.
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2.2.7.Lungenhistologie

Bei der fixierten Lunge wurden die noch vorhand@nachea und das Herz entfernt.
Dann wurde die Lunge in flissiger Losung aus 2%rés@und 2% Agar Agar in Aqua
dest., geben und 1 Stunde bei 4°C gekuhlt. Nachdierd\garose fest war wurde die
Lunge in 2 mm dicke Scheiben geschnitten und iardibene in eine rechteckige Form
gelegt und mit 2%iger Agarose Uubergossen. DieserckBlwurde dann in eine
Einbettkassette Uberfuhrt und paraffiniert. Von derParaffin eingelegten Praparaten
wurden mittels Mikrotom Dunnschnitte von 3 pum Saitdlicke hergestellt.

Bei den initialen Versuchen wurde noch keine Ageeatbettung durchgefuhrt, hierbei
wurde die Lunge direkt paraffiniert.

Zum Entparaffinieren wurden die Schnitte 2 h béi@Gnkubiert und dann fir 20 min
in Xylolersatz und mittels absteigender Alkoholeeitehydriert (je 1 min 100%, 90%,
80%, 70% Ethanol, Aqua dest.).

Als Ubersichtsfarbung wurde die Hamatoxylin-EosHE] -Farbung durchgefihrt.
Hierbei verwendet man zwei Farbstoffe, das basefataurophile Hamatoxylin das Uber
positiv geladene Komplexverbindungen des Alauns aegativ geladene
Phosphatgruppen von Nukleinsduren bindet und sdraitZellkerne blau farbt. Das
Eosin bindet hingegen an positiv geladene Gruppef. Proteine, mittels
elektrostatischer Absorption, das Zytoplasma wiotl angefarbt. Zuerst wurden die
Schnitte fur 10 min in Hamatoxylin nach Gill 11l geben, dann folgte das Blauen mit
warmen Leitungswasser fur 10 min, anschlieRendeBpiiit Aqua dest., dann Farbung
mit Eosin fir 5 min und Spilen mittels Aqua dest.

Um die mukusproduzierenden Gobletzellen darzustelerwendet man die Periodic-
Acid-Schiff (PAS) — Farbung, dabei werden Mukoplaysharide, Polysaccharide,
Muko- und Glykoproteine angeféarbt. Die Perjodsadient dabei als Oxidationsmittel
indem es Glykolgruppen der Polysaccharide zu Aldghyppen oxidiert, welche das
Sulfit vom Schiff-Reagenz binden. Das bei diesewzPss freiwerdende Fuchsin farbt
dann die Mukopolysaccharide rot an. Die Zellkerrexden mittels Hamatoxylin nach
Gill blau angeféarbt. Durchgefiihrt wurde die PASHtiArg wie folgt: 5 min Perjodsaure,
3 min flieBendes Leitungswasser, spulen mit Aqus. d&5 min Schiffs-Reagenz, 3 min
flieRendes Leitungswasser, spilen mit Aqua desmjr2Hamatoxylin nach Gill 1, 3
min flieBendes Leitungswasser.

Eine Sirius-Red / Fast-Green-Farbung wurde verweundefibrillares Kollagen in der

Lunge spezifisch anfarben zu kénnen. Der Farb&oifis-Red lagert sich in die Tripel-
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helix-Struktur des Kollagenmolekiils ein. Die Faseé&h-Farbung dient dabei als
Gegenfarbung. Die Schnitte wurden fur 20 min miteei gesattigten Losung aus
Pikrinsdure und Aqua dest., welche zusatzlich 0,E&4t-Green FCS und Sirius Red
enthalt, gefarbt, danach wurden die Schnitte mis¥¢aabgesplilt.

Alle Schnitte wurden nach der Farbung durch einisteigende Alkoholreihe (70 —
100% Ethanol, Xylol-Ersatz) entwassert und mit mineEindeckmedium auf
Phenolbasis, Histomount, eingedeckt.

Um die CD3-Zellen im Lungengewebe wurde eine Immunhistochenie
Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Ali Onder Yildirim dingefiihrt. Die Schnitte wurden
entparaffiniert (3x 15 min Xylol, 2x Ethanol 100%)hnd dann geblockt mit einem
Methanol/HO,-Gemisch (200 ml Methanol auf 6 ml,8,) fur 30 min und mit
Leitungswasser gespllt. Es folgte eine InkubatianlrmM Citratpuffer (Tri-Na-Citrat-
Dihydrat) fur dreimal 5 min in der Mikrowelle beb@ Watt. Die Schnitte wurden auf
RT abgekthlt und dann 5 min in TBS-Puffer (5,3 ¢CNand 1,2 g Tris auf 1 | Aqua
dest.) gespult und Uber Nacht bei 4°C in PBS lag&s folgte eine 20minttige
Inukbation mit 1:10 in PBS/2% Milchpuler verdinnt&aninchen-Normalserum. Ohne
zu spulen wurde der 1:800 verdinnte (in PBS/2% Wdilder) Primar-CD3e-Ak
zugegeben und 1 h bei 37°C inkubiert. Nach Smieitigspulen mit PBS erfolgte die
Inkubation mit dem 1:100 verdiinnten (in PBS/2% Kiilaler) anti-Ziege Sekundar-AK
fur 30 min. Es wurde wiederum mit PBS gespult. Nmarde der ABC-Komplex
zugegeben und 30 min inkubiert und der Schnittotgenhden gewaschen. Dann wurde
mit dem Substrat Diaminobenzidine (DAB) fur 10 niikubiert. Die Subatratldsung
setzte sich wie folgt zusammen: 200 mg DAB, 200Tn8HCI, 100 pl 30%iges #D,).
Die Schnitte wurden danach gewassert und kurz mgilaAdest. abgespult. Fur die
Gegenfarbung wurden die Schnitte 3 — 6 mal in May¢iimalaun getaucht und unter
flieBend Wasser geblaut. Nach kurzem Spulen mitaAdest., wurden die Schnitte
durch eine aufsteigende Alkoholreihe entwéssertdarh mit Entellan eingedeckt.

Die quantitative, morphometrische Auswertung dendan wurde freundlicherweise

von Herrn Dr. Ali Onder Yildirim der AG Fehrenbadarchgefiihrt (Foster, P.S. et al.,
2000).
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2.2.8. Isolierung von mononukledren Zellen (MNCs) warch

Dichtegradienten-Zentrifugation
Aus Organen hergestellte Zellsuspensionen enthalteten den infiltrierten
Mononuklearen Zellen (MNCs) auch diverse andere ébewellen. Zur Separation von
Leukozyten aus einer Organzellsuspension wurde rdaftie Dichtegradienten-
Zentrifugation durchgefuhrt. Hierfir verwendeterr wWias Dichte-Separationsmedium
PanColl das speziell fur die Isolation von lebendgymphozyten aus murinen
Zellsuspensionen entwickelt wurde.
Ein Volumen PanColl wurde vorsichtig mit Hilfe emasteurpipette mit dem gleichen
Volumen der Zellsuspension Uberschichtet. Die Ziemgation erfolgte dann bei 1200 g
fur 20 Minuten bei RT. Durch die Zentrifugation aleerten sich die MNC, zu denen
Lymphozyten, Monozyten und Makrophagen gehéremeininterphase an. Zellen mit
einer hoheren Dichte als das Separationsmediumz \BieErythrozyten, Granulozyten,
Epithelzellen, wurden durch das Medium hindurchztegiert und bildeten ein Pellet.
Die Interphase wurde mit einer Pasteurpipette gbtigj abgenommen. Das
Separationsmedium wurde durch dreimaliges WasclenZeéllen mit 10 ml PBS
(Zentrifugation 10 Minuten bei 350 g) vollstéandigtfernt. Danach wurden die Zellen
bis zur weiteren Verarbeitung auf Eis gelagert.

Um MNCs aus humanem Blut zu gewinnen wurde als Anggmaterial entweder
Vollblut (Lithium-Heparinat-Blut) oder aber Buffydats aus der Blutbank verwendet.
Als Dichte-Separationsmedium wurde das fur humaekez spezifische Histopaque-
1077 verwendet. In ein 50-ml-Probengefald wurdenm23Histopaque vorgelegt und
vorsichtig mit 25 ml Blut Gberschichtet. Es folgtgge 30minutige Zentrifugation bei
400g und RT, ohne Bremse. Die Interphase wurdeemdr Pasteurpipette vorsichtig
abgenommen. Das Separationsmedium wurde durch aliges Waschen der Zellen
mit 10 ml PBS (Zentrifugation 10 Minuten bei 350 g)lIstdndig entfernt. Danach
wurden die Zellen bis zur weiteren VerarbeitungBisfgelagert.

2.2.9. Anreicherung von humanen Monozyten mittels lgtriation

Diese Methode wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Aadr&aufmann, im Institut fur
Immunologie Marburg, durchgefihrt. Mit Hilfe deruiliation kénnen Zellen aufgrund
ihrer Gro3e und Dichte getrennt werden. Dies gedthiurch die Zentrifugalkratft,
erzeugt durch die Zentrifugation und der in entgegesetzter Richtung arbeitenden
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Pumprichtung, welche den Flussigkeitsfluss konedll Die Ausrichtung der Zellen
geschieht in der Sedimentationskammer, hier windSgdimentationsgradient erzeugt.
Je nach Einstellung der Flie3geschwindigkeit kame ebestimmte Zellpopulation
separiert werden. (Figdor, C.G. et al., 1983).

Es wurde das JE-6B Elutriationssystem mit dazuggédr Rotor und der
Seperationskammer (4,2 ml Volumen) verwendet. Digriation wurde bei 3000 rpm
und 4°C durchgefiihrt. Der verwendete Elutriatiorifgsu setzte sich aus PBS,
1% humanes AB-Serum und 0,01% EDTA zusammen undevauf 4°C gekihlt. Als
Probe wurden MNCs verwendet, welche aus Buffy Cgatsonnen wurden (s. 3.8).
Zuerst wurde die Zentrifuge auf 4°C vorgekihlt uhel Umdrehung auf konstant 3000
rpm eingestellt. Die Pumpe, welche den Elutriafpurffer in die Kammer pumpte
wurde auf 100 U/min eingestellt hierbei wurde elns von 7 mil/min erzeugt. Mit
dieser Geschwindigkeit wurde die Zellsuspensiong@aubmmen und in die
Serparationskammer eingefthrt. Die Pumpleistungde/unun langsam erhoht: Es
folgten 5 min bei 15 ml/min, 2 min bei 19 ml/minp#n bei 22,5 ml/min, 1 min bei 25
ml/min, 1 min bei 27 ml/min, 2 min bei 28,5 ml/milNun wurde der aus der
Separationskammer fuhrende Schlauch in ein stesDesl Probengefald gehalten, der
Fluss auf 36 ml/min erh6ht und 100 ml Zellsuspemsieelche die Monozyten enthielt,
aufgefangen. Die somit gewonnene Monozytensuspensiarden zentrifugiert (10
min, 350 g) und die Zellen in Medium (RPMI, 1% Le@min, 1%
Penicillin/Streptomycin, 5% humanes AB-Serum) antgamen.

2.2.10 Kultivierung von Zellen

2.2.10.1 Makrophagenzelllinien

Fur diein vitro Studien wurde folgende murine Makrophagenzellli@evendet.

Die Linie J774A.1 (bezogen von der Deutschen Samgfiir Mikroorganismen und
Zellkulturen, Braunschweig, D) Zelllinie wurde aAszites von weiblichen BALB/c-
Mausen gewonnen, welche an einem Retikulum-Zelkk@&arerkrankt waren (Ralph, P.
et al., 1975). Das verwendte Medium basierte alRMedium mit den Zusatzen 10%
hitzeinaktiviertes FCS, 1% Penicillin/Streptomycin1% L-Glutamin, 1%
Natriumpyruvat und 1% nicht-essentielle Aminosauren

Die Subkultivierung dieser Zellen lief wie folgt:abDas verbrauchte Medium einer 75

cn? Zellkulturflasche wurde vollstandig abgenommen @sdwurde 10 ml eiskaltes,
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steriles PBS zur Ablésung der Zellen zugegeben.nDaaorden die Zellen fur 10
Minuten auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden mitnem Zellschaber vorsichtig
abgeschabt und in ein Probengefald Uberfihrt. Naehn 2entrifugation fir 10 Minuten
bei 300 g wurde der Uberstand abgenommen, dierZelleden in frischem Medium
aufgenommen und in eine neue Zellkulturflasche fubet. Die Subkultivierung wurde
zweimal pro Woche durchgeftihrt, dabei wurden dikeBel .6 geteilt.

Als humane Makrophagen wurde die U937 Zellliniewastdet. Diese wurde 1974 aus
malignen Zellen abgeleitet, welche aus dem Plegussr eines Patienten mit
histiozystischem Lymphom stammen (Sundstrom, Calget1976). Die U937 Zellen
sind humane, monozytare Zellen die in Suspensiahsen. Durch Zugabe von 10 mM
PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate) kommt es 2ififerenzierung der Zellen und
zur Ausbildung der Adhéarenz. Als Medium wird RPMADEmit 10% FCS, 1% L-
Glutamin und 1% Penicillin/Streptomycin verwendBie Zellen wurde 2-mal pro
Woche umgesetzt.

2.2.10.2 Epithelzelllinien

HEK293 mit murinem TLR-9

HEK293-Zellen wurden mit der Sequenz fir den murif®&R-9 und einem NEB-
Luciferase-Reporter stabil transfiziert (Bauergsal., 2001). Diese Zellen wurden uns
freundlicherweise von Prof. S. Bauer, Institut fiimmunologie in Marburg, zur
Verfigung gestellt. Kultiviert wurden die Zellen DMEM mit hohem Glukosegehalt,
10% FCS, 1% L-Glutamin, 1% Penicillin/Streptomyeinter Zugabe von 176 |-
Mercaptoethanol je 500 ul Medium. Die Zellen wurdemal die Woche kultiviert,
hierbei wurde erst das alte Medium abgenommenZéiischicht mit PBS gewaschen
und durch Zugabe von Trypsin/EDTA und Inkubation ®¢°C fir ca. 10 min. vom
Zellkulturflaschenboden gelost. Die Trypsinierungrde durch Medium abgestoppt,
nach Zentrifugation (350 g, 5 min) erfolgte die Aafime der Zellen in frischem

Medium.

LA-4
Die Lungenepithelzelllinie LA-4 (Zedeck, M.S. et,al975) wurde urspringlich aus
Zellen eines murinen Lungenadenoms etabliert. KiKdltur dieser Zellen wurde F-12

Kaighn’s Nutrient Mixture mit folgenden Zusatzenwendet: 15% hitzeinaktiviertes
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FCS, 1% Penicillin/ Streptomycin, 1% L-Glutamin.@Wmsetzen der Zellen wurde,
wie bei den HEK293-Zellen bereits beschrieben, SiyfeDTA verwendet.

MLg

Die murine Lungenfibroblastenzelllinie MLg wurdespringlich aus Lungengewebe
neugeborener ddY-Mause etabliert (Hopkins, N. et #75). Fiur die Kultur wurde
MEM mit Bicarbonat und folgende Zusétze verwendét% FCS, 1 % L- Glutamin, 1
% Penicillin/Streptomycin, 1 % nicht essentielle iAosauren, 1 % Sodiumpyruvat.
Zum Umsetzen der Zellen wurde, wie bei den HEK288en bereits beschrieben,
Trypsin/EDTA verwendet.

2.2.10.3 T-Zelllinien

Als murine T-Zelllinie wurde die Suspensionszel#irEL4 verwendet. Diese Zellen
wurden von einem Lymphom gewonnen, welches in C5KBlusen durch 9,10-
Dimethyl-1,2-Benzantrazen induziert werden kann RER, P.A., 1950). In RPMI mit
10% FCS, 1% L-Glutamin und 1% Penicillin/Streptomywurden sie kultiviert.

2.2.10.4 Mastzelllinien

Die HMC-1-Zellen wurden aus einem metastasieren&suraerguss einer Patientin
mit Mamakarzinom gewonnen (Sato, T. et al., 1988).sind morphologisch gesehen
humane Mastzellen, welche in Suspension wachseeseDiZellen wurden uns
freundlicherweise von PD Dr. F. Petersen, Forscizegtirum Borstel, zur Verfiigung
gestellt. Diese Zellen wurden kultiviert in iscovevtedium mit 10% FCS, 2 mM L-
Glutamin, 25 mM HEPES, 1,2 mM Monothioglycerol uttb Penicillin/Streptomycin.

Die RBL-2H3-Zellen sind Ratten-Mastzellen gewonrars neonatalen Wistar Ratten
mit basophiler Leukamie (Eccleston, E. et al.,, 197Biese Zellen wurden

dankenswerterweise in der Arbeitsgruppe von FrDPIDr. Isabella Pali kultiviert.

2.2.11. Zellzahlung

Die Zellzahlung wurde mit einem Cell-Counter (CA§Yurchgefiihrt. Hierfiir wurde
die Zellsuspension 1:1000 mit einer geratespehiéisc Salzldsung (CASY Ton)
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verdunnt und mit Hilfe des Gerates gemessen. Dissprameter und die Verdinnung
der Zellsuspension wurden den jeweiligen Zelles@meichend eingestellt.

2.2.12. Restimulation von priméaren Zellenin vitro

MNCs, die aus der Milz von mit OVA behandelten Mé&ussoliert wurden, setzte man
mit einer Konzentration von 2xi@ellen/ml in eine 24-Well-Platte (1 ml/Well) eindin
fuhrt eine Restimulation mit 50 pg/ml OVA Grade fdt 72 h bei 37°C durch. Danach
erfolgt die Analyse der Zytokine aus den Uberstande

Die Stimulation von Zellen der lokalen Lymphkoterurde ebenso durchgefihrt,

allerdings erfolgte die Stimulation in 96-Well-R&t und einem Volumen von 200 pl.

2.2.13. Transfektion von Zellen mit DNAzym

Transfektion bedeutet das Einbringen von zellfrenialdA oder RNA in die Zielzelle
mittels physikalischer oder chemischer Methodee. lider verwendete Methode basiert
auf der Lipofektion, d.h. einer kationischen lippsgermittelten Transfektion. Bei dem
verwendeten Transfektionsmedium handelt es sich D®TAP (N-[1-(2,3-
Dioleoyloxy)propyl] N,N,N-Trimethylammonium Methyl$fat). Die Nukleinsdure, in
unserem Fall das DNAzym, wird hierbei von Liposonsémgeschlossen und kann auf
diese Weise von der Zelle aufgenommen werden.

Zur Durchfuhrung der Transfektion wurden die Zelggerntet, gezahlt und auf eine
Konzentration von 1xfZellen/ml eingestellt. 500 pl der Zellsuspensiamraen in ein
Probengefald gegeben und bis zur weiteren BearlgeitanBrutschrank aufbewahrt.
Nun wurde das DNAzym mit HBS-Puffer (20 mM HEPESQOImM NacCl, pH 7,4)
verdinnt, so dass eine Konzentration des DNAzyms @d pg/ul erreicht wurde.
DOTAP wurde im Verhaltnis 1:3,333 mit HBS-Pufferrdénnt. 50 pl des verdinnten
DOTAPS und 1,5 pg DNAzym in HBS-Puffer wurden namgscht und 10 min bei RT
inkubiert. Der DNAzym-DOTAP-Ansatz, 1,5 ug DNAzymai 7,5 pg DOTAP, wurde
nun mit Medium auf 500 pl aufgefillt. In der Zwisetzeit wurden die Zellen bei 300 g
fur 10 min zentrifugiert. Das Zellpelet wurde in®B@Ql des Transfektionsansatzes
resuspendiert und in ein Well einer 24-Well-Plaiberfihrt.

61



2. Material und Methoden

12 h nach der ersten Transfektion wurden die Zellam zweiten Mal transfiziert. Es
wurde derselbe Transfektionsansatz hergestelbediurde mit Medium aber nur auf
200 pl aufgefillt und vorsichtig zu den Zellen gegre.

12 h, 24 h und 36 h nach der zweiten Transfektiamden die Zellen geerntet,
zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und betG2@elagert und die Zellen in
RLT-Puffer mitp-Mercaptoethanol aufgenommen und bei -80°C gelagert

2.2.14, Konzentrationsbestimmung von Zytokinen
2.2.14.1 Zytokinbestimmung mittels Enzyme-linked mmunosorbent Assay
(ELISA)

Die ELISA-Technik dient der Quantifizierung von Aggnen und Antikérpern. Der fir
die Messung von Zytokinen durchgefuhrte ELISA ist 8andwich-ELISA. D.h. der
Primarantikorper wurde an die Platte gebunden, damurden freie
Proteinbindungsstellen abgeblockt. Es folgte deitrAg der Proben und der Standards,
welche das gesuchte Antigen enthielten, dann di&kubation mit dem
Sekundarantikorper, die Bindung eines StreptavitBrexidase-Komplexes und zuletzt
die Zugabe eines Substrates, welches durch dasrEomygesetzt wurde und danach

folgte die photometrische Auswertung der Farbremikti

Die Zytokin-ELISA fur IL-5 und IFNy wurden wie folgt durchgefuhrt:

Eine Flachboden-96Well-Mikrotiterplatte wurde miiner Losung aus 50 pl/Well
Primarantikorper (IL-5: 1 pg/ml, IFN=3 pg/ml) in 0,1 M NaHC®@pH 8,2, iber Nacht

bei 4°C, beschichtet. Die L6ésung wurde danach vdemound die Platte 4x mit
Waschpuffer (PBS mit 0,1% Tween 20) gewaschen.eFBandungsstellen wurden
anschlieBend mit 150 ul Blockpuffer (PBS mit 3% BS#Ad 0,1% Tween 20)

abgesattigt (Inkubation bei Raumtemperatur fir.2N&ch dem folgenden finfmaligen
Waschen erfolgte die Inkubation mit den Standahdglfster Standard: IL-5: 4 ng/ml,
IFN-y: 10 ng/ml - davon ausgehend 1:2 Verdinnungsreihe) und denefrob
Zellkulturiberstande bzw. BAL-Flussigkeit. Nach dekaftragen von 50 pl dieser
Proben erfolgte eine Inkubation Uber Nacht bei 4AGh nachsten Tag wurden die
Platten erneut 4x gewaschen. Es folgte der Aufttag Sekundarantikdrpers (IL-5:
2 pg/ml, IFNy: 1 pg/ml) welcher in Blockpuffer verdinnt wurdeieDinkubation

dauerte eine Stunde bei Raumtemperatur. Nach digenfben 5 Waschschritten wurde
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der Streptavidin/Peroxidase-Komplex aufgetraged0Q0 in Waschpuffer verdinnt)
und dann 30 Minuten im Dunkeln inkubiert wurde. N& Waschritten wurden pro
Well 100 pl Substratlosung (BM Blue POD) aufgetragBieses wurde solange im
Dunkeln inkubiert, bis die Abstufungen der Standardinnungen deutlich
unterscheidbar waren. Die eintretende Farbreakimamde durch Zugabe von 50 pl 2 M
Schwefelsaure abgestoppt. Letzteres bewirkte eksbumschlag von blau zu gelb,
dessen Absorption bei 450 nm in einem Absorptioaspheter gemessen wurde. Die
Auswertung der Messdaten erfolgte unter Zuhilferahaer Photometersoftware
Magellan.

Die Zytokin-ELISA fur das murine IL-10, IL-6 und #12p40 und fur das humane
TNF-q, IL-12p70, IL-8 wurden mit ELISA-Kits (OptEIR") der Firma BD Pharmingen
nach Anleitung durchgefiihrt. Das murine TMRmnd das IL-13 wurden mit dem Cyto
Set Mouse und das murine KC mit dem mouse CXC chkemoKC nach
Herstellerangaben bestimmt. Das Testprinzip erdispidem der oben beschriebenen
ELISA-Tests.

2.2.14.2 Zytokinbestimmung mittels Cytometric Beadirray (CBA)

Um mehrere Zytokine in einer Probe gleichzeitig lrestimmen wurde die CBA-
Technik verwendet und mit kommerziell erhaltlich@estkits durchgefihrt. Dieses
Testprinzip basiert auf Latexbeads die eine uneedtiche Grof3e aufweisen und bei
der Anregung mit einem Laser unterschiedliche Fspenz zeigen. Jede dieser
Partikelarten ist mit einem Primarantikorper besktat an den ein Zytokin spezifisch
bindet. Die Durchflihrung erfolgte nach Herstellgi@men. Nach Inkubation der Proben
mit den Partikeln erfolgte eine weitere Inkubatioit einem Fluoreszenz gekoppelten
Zweitantikorper. Die Probenlosung wurde im FACSgeimessen und mittels der Kit
zugehorigen Software ausgewertet.

Verwendet wurde der ,FlowCytomix Mouse Th1/Th2 ¥lvon Bender MedSystem.
Mit diesem kodnnen gleichzeitig die Zytokinkonzetibeen GM-CSF, IFNy, IL-1a,
IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-17 und TNFe gemessen werden. Ein Probenvolumen
von 25 pl ist hierfir ausreichend.
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2.2.15. Konzentrationsbestimmung von Serum-Immunglobulinen

mittels ELISA

Die Serumkonzentration OVA-spezifischer Immunglahell(Ig) der Subklassen IgE,
IgG; und 1gG, wurden mittels Sandwich-ELISA gemessen. Hierzudsutie 96-Well-
Flachbodenplatten mit 50 pul OVA Grade VI (verdiimmBeschichtungspuffer (0,1 M
NaHCQOs-Puffer, pH 8,3) beschichtet und Uber Nacht bei 4rikubiert. Die Platte
wurde nun viermal mit Waschpuffer (0,1% Tween 20PBS) gewaschen. Die ubrigen
Bindungsstellen wurden mit einem Blockpuffer (PR BSA) in einer zweistindigen
Inkubation bei RT abgesattigt. Die Platte wurdesatr@x gewaschen.

Es folgte der Auftrag der Serumproben, diese wuidenach lg-Subklasse verdinnt.
(Tab. 8). Gleichzeitig wurde eine Standardkurvegatrhgen. Die Verdinnung sowohl
der Proben als auch des Standards erfolgte in \Wa#eh. Die Inkubation wurde Uber
Nacht bei 4°C durchgeflhrt. Durch einen entspredbenWaschvorgang wurde
Uberflissiges Material entfernt und der biotinykeSekundar-Antikdrper verdinnt in
Waschpuffer aufgetragen und 2 h bei RT inkubietif &rneutes viermaliges Waschen
folgte die Zugabe des 1:1000 in Waschpuffer vertiEmrStreptavidin-Peroxidase-
Komplexes und die Inkubation bei 30 min im Dunkeln.

Nach erfolgtem achtmaligem Waschen wurden 100 D{30bstrat zugegeben. Dann
schloss sich eine Inkubation im Dunkeln an, bis dibstufungen der
Standardverdiinnungen deutlich zu unterscheidennwahe diesem Zeitpunkt wurde
die Reaktion mit 50 pul 2 M Schwefelsdure gestopphdurch es zu einem
Farbumschlag von blau nach gelb kam. Es folgteodeometrische Messung der Platte
bei 450 nm und die Auswertung der Messdaten mitietdMagellan Software.

Tab. 20 Ubersicht iiber die Verdiinnungen beim Immuntpbulin-ELISA

IgE 19G1 19G 24
OVA-Beschichtung 20 pg/ml 0,4 ug/ml 20 pg/ml
1. Standard 200 ng/ml 50 ng/ml 10 ng/ml
Probenverdinnung 1:10 1:20.000 1:2.000
Biotinylierter Ak 1:200 1:200 1:200
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2.2.16. Luziferaseassay

Bei diesem Assay wird die Luziferase-Aktivitdt gessen. Diese Aktivitdt kann in
Zellen gemessen werden, die mit einemxBHEuziferase-Reporter Vektor transfiziert
und dann stimuliert wurden. Die durch die Stimaatexpremierte Luziferase ist in der
Lage das Luziferin, enthalten im Substratpuffer,zusetzen. Die dabei entstehende
Lumineszenz kann dann im Luminometer gemessen werde

Der zu verwendende Substratpuffer ist folgendermafisammengesetzt: 470 uM D-
Luziferin, 270 puM Coenzym A, 33,3 mM DTT, 530 puM RT 1,07 mM
(MgCGQ3),*Mg(OH)2*5H-,0, 2,67 mM MgS@ 20 mM Tricin, 0,1 mM EDTA.

Es wurden 20 pl Zelllysat in eine weil3e 96-Welltgipettiert, dann wurden 50 pl

Substratlésung zugegeben und sofort 10 Sekundgritabhuminometer gemessen.

2.2.17. RNA-Isolierung

Die Technik der RNA-Isolierung mit der RNeasy MBéule kombiniert das selektive
Binden von RNA an eine Silica-Gel-Membran mit deresGhwindigkeit der
Mikrospintechnologie. Ein Puffersystem mit hohentz§ahalt ermdglicht die Bindung
von bis zu 100 pg RNA, die langer als 200 Baseqg lat)y an die RNeasy Silica-Gel-
Membran. Die Proben werden in der Anwesenheit eiheshdenaturierenden
Guanidine-Isothiocyanate enthaltenden Puffers (Ruffer versetzt mit B-
Mercaptoethanol), welcher sofort RNasen inaktiviedie Zellen lysiert und
homogenisiert.

Die RNA-Isolierung mir dem RNeasy Mini wurde nacherbtellerangaben
durchgefiihrt. Bei Zellzahlen (iber 1 x"Iellen wurde das RNeasy Midi Kit eingesetzt.

2.2.18. RNA-Quantifizierung und Qualitdtsanalyse

Messung der RNA-Konzentration

Die RNA-Konzentration wurde photometrisch bestimidan verdiinnte eine RNA-
Probe 1:50 mit RNase-freiem Wassers und ermittddex die Absorption der Probe bei
260 nm den RNA-Gehalt. Durch gleichzeitige Messbeg280 nm und Ermittlung des
Quotienten der Adsorptionen bei 260 nm/280 nm kermidem eine Aussage Uber die
Qualitat der RNA-Praparation erhalten werden. Baieg Praparationen liegt dieser

Quotient im Bereich von 1,8 bis 2,0.
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Qualitatsanalyse

Um die Qualitdt der aufgereinigten RNA eindeutigstteistellen wurde eine
Gelelektrophorese durchgefiihrt. Dazu wurde 1 pg RINB pl RNase freiem Wassers
mit 5 pl RNA-Sample-Buffer versetzt und 10 Minutéei 65°C inkubiert. Die

vorbereitete Probe und ein RNA-Marker wurden auf &90iges Agarosegel, dem
Ethidiumbromid zugesetzt wurde, aufgetragen. Derbiai verwendete Puffer war ein
Tris- (Acetat) EDTA-Puffer. Die Proben wurden fur $tunde bei 100 Volt

elektrophoretisch getrennt. Die Auswertung erfolgtarch die Analyse mittels

Geldokumentationsstation.

Im Gel sollten bei RNA-Proben von eukaryotischeliefe die 28S- und 18S-Banden
der ribosomalen RNA deutlich zu erkennen sein, i@$ed keine Abbauprodukte der
RNA ersichtlich sein.

2.2.19. Verdau der DNA

Um die gegebenenfalls kontaminierende DNA zu enéey fihrte man einen DNase-
Verdau durch. Hierzu verwendeten wir das Enzym Bysioonuclease | Amplifikation

Grade (DNase). Die RNA (500 pg in 8 pl RNase-freiéfasser) wurde mit 1 pl
DNase | und 1 pl Reaktionspuffer vermischt und Raumtemperatur inkubiert. Die
Reaktion des DNA-Abbaus wurde nach 15 Minuten dulegabe von 1 pl EDTA und
Inkubation bei 65°C gestoppt, durch diese Bedingungvird die enzymatische
Aktivitdt der DNase inaktiviert. Die DNA-freie RNAonnte weiterhin bei —80°C

gelagert werden.

2.2.20. Reverse Transkription

Bei der Reversen Transkription wird die aufgerdmignRNA als Matrize fir die

cDNA-Synthese verwendet, dieses geschieht mit Hitfes Enzyms Reverse
Transkriptase. In die Reaktion wurden 600 ng ddgexeinigten RNA (nach dem

Verdau mit DNase 1), 2 ul 10x Puffer, 2 ul dNTP Mnit einer Endkonzentration von
0,5 mM je dNTP, 2 pl Oligo-dT 18 Primer (Endkonzatiobn 1 puM) und 1 pl der

Omniscript Reversen Transkriptase und der Ansat2@ul mit RNase freiem Wasser
eingestellt. Der Reaktionsansatz wurde zunachgiGivlinuten bei 37°C und danach 5
Minuten bei 93°C inkubiert. Die entstandene cDNAkt bei -20°C gelagert werden.
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2.2.21. Qualitative Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
Mit Hilfe der PCR kann man beliebige DNA-Abschnigeplifizieren und sie durch

Einlagerung von Ethidiumbromid in einer Gelektrops® sichtbar machen.

2.2.21.1 HotStar-PCR

Die in unserem Labor bevorzugte Methode ist diecbiithrung der qualitativen PCR
mit dem HotStarTag Master Mix Kit von Qiagen. Digerbei verwendete Tag-
Polymerase wird erst durch einen Inkubationsschoitt 15 Minuten bei 95°C aktiviert.
In den Ansatz wurden 25 ul HotStarTaq Master Mixyllsense Primer (50 pmol/ul),
1 ul antisense Primer (50 pmol/ul), 1 ul cDNA aes Reversen Transkription und

22 1l Wasser pipettiert.

Das Programm fur den Thermocycler sah folgendermalis:

Aktivierungs-Schritt 15 Minuten  95°C

Denaturierung 1 Minute 94°C

Annealing 40 Sekunden 58-62°C 35 Zyklen
Extension 1 Minute 72°C

Final Extension 10 Minuten  72°C

Abkuhlen auf 4°C

Die korrekte Annealingtemperatur richtete sich naem verwendeten Primern und

wurde in Vorversuchen bestimmt. Die Primersequesaash unter 2.10 gelistet.

2.2.21.2 Pfx-PCR

Bei der Pfx-PCR handelt es sich um das gleiche ftamdprinzip wie bei der HotStar-
PCR, allerdings wird hierbei eine andere PolymerdgeAccu Prime Pfx-Polymerase,
verwendet. Diese Polymerase weist eine Proofredéimdtion auf, d.h. sie kontrolliert
die korrekte Herstellung des PCR-Produktes undoesnkt besonders bei langen PCR-
Produkten zu weniger Fehlern. Fir den Ansatz wardecDNA mit 5 pl Pfx Reaction-
Mix, 1,5 pl sense Primer (50 pmol/ul), 1,5 pl aetise Primer (50 pmol/ul), 0,5 ul Pfx
Polymerase und 40,5 pl Wasser versetzt.
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Das Programm fur den Thermocycler sah folgendermalis:

Aktivierungs-Schritt 2 Minuten 95°C

Denaturierung 15 Sekunden 95°C

Annealing 30 Sekunden 60°C 35 Zyklen
Extension 2 Minuten 68°C

Abkuhlen auf 4°C

2.2.21.3 DNA-Gelelektrophorese

Nachgewiesen wurden die PCR-Produkte mittels QGdbelghorese. Hierfir versetzte
man 5 pl des PCR-Produktes mit 1 ul Gel-Loadingssmt und trug diesen Ansatz und
parallel einen entsprechenden DNA-Marker auf ebf/dges ethidiumbromidhaltiges
Agarosegel auf. Als Laufpuffer wurde TBE-Puffer (1M TRIZMA Base, 90 mM
Borsaure, 4 mM N&DTA) verwendet. Die Durchfiihrung der Elektropheresfolgte
bei 100 Volt fur 1 h. Visualisiert wurde das Ergsbnmit der Gel-

Dokumentationsstation.

2.2.22. Quantitative Real-Time-PCR

Die von uns verwendete Methode ist die quantitatead-time PCR, die in einem Gerat
durchgefuhrt wird, das aus einer Kombination vonRR&erat mit Fluoreszenz-
Detektion besteht (RotorGeft88000 von Corbett). Die PCR wurde mit dem
QuantitTectSYBR®Green-Kit durchgefiihrt. Dieser enthélt eine TacyRwrase,
einen dNTP Mix, PCR-Puffer und den FluoreszenztafbsSYBR Green I. Dieser
Farbstoff interkaliert in doppelstrangige DNA undt idann fluoreszierend. Das
bedeutet, dass je mehr PCR-Produkt erzeugt wirdstodehdher ist die
Fluoreszenzintensitat der Probe. Nach jeder Elomgsthase misst der RotorGene die
Fluoreszenzintensitat und somit kann die ZunahmeR{&R-Produktmenge verfolgt
werden. Nach 55 Zyklen wurde eine Schmelzkurveryaeatiurchgefuhrt, dabei wurde
die Temperatur in Intervallen von 0,1°C erhoht udde Fluoreszenzintensitat
kontinuierlich gemessen. Da jede doppelstrdngige ADNeine spezifische
Schmelztemperatur besitzt, die definiert ist alsnperatur bei der 50% der DNA
einzelstrangig vorliegt, kann man aus dem Verlagif 8chmelzkurve erkennen, ob

neben dem jeweils spezifischen PCR-Produkt aucleiNabdukte entstanden sind.
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Der PCR-Ansatz fur die quantitative PCR wurde foligrmalen hergestellt:
5 pl QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix, 0,25sghse Primer (50 pmol/ul),
0,25 pul antisense Primer (50 pmol/ul), 1 pl cDNA aer Reversen Transkription und
3,5 pul Wasser werden gemischt und in ein geratésudes Probengefald pipettiert.

Diese wurden danach in das Geréat gestellt.

Das Programm fur den RotorGene sah folgendermali&n a

Aktivierungs-Schritt 15 Minuten  95°C
Denaturierung 15 Sekunden 94°C
Annealing 30 Sekunden 60°C 55 Zyklen
Extension 15 Sekunden 72°C

Schmelzkurve:

schnelles Hochheizen auf 95°C, dann schnelles Abkiduf 65°C
Temperaturgradient 65°C bis 95°C in Intervallen Qg C
Abkuhlen auf 40°C

Die optimale Annealingtemperatur richtete sich ndeh Primersequenzen und wurde
in Vorversuchen ermittelt.

Um quantitative Unterschiede in der Expressionziestellen, wurde zuerst eine PCR
mit dem Haushaltsgen GAPDH durchgeftihrt. AnhandElggbnisses aus dieser PCR
wurden alle Proben auf die Probe mit der niedrigs€enzentration durch Verdinnen

der cDNA abgeglichen. Zur Kontrolle des Abgleiciibrte man danach eine PCR mit
dem Haushaltsgen L32 durch, die dann fir alle Rr@iee sehr einheitliche Expression
aufzeigt. Danach wurde die PCR mit den Primerrdéig gesuchte Gen durchgefuhrt. In
allen PCRs wurde ein selbst hergestellter Standaitdefiihrt, anhand dessen die
quantitative Bestimmung erfolgte. Die Konzentratdes hochsten Standards wurde mit
1000 angegeben. Die in der Arbeit angegebene Karatem der Proben bezieht sich

auf den jeweils spezifischen Standard und steliedeelative Angaben dar.

2.2.23 In vitro Transkription
Mittels derin vitro Transkription kann cDNA in cRNA umgeschrieben vardDieses

ist nur méglich wenn eine RNA-Polymerase-Bindungigstvorhanden ist. Die von uns
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verwendete T7-RNA-Polymerase (MEGAscript Kit) begbtie folgende T7-Phagen
Polymerasen Promotor Sequenz: TAATACGACTCACTATAGGGA
Als Template wird linearisiertes Plasmid, als agEINA der die T7-Promotorsequenz

angehangt wurde, verwendet.

Die Templates wurden folgendermal3en hergestellt:

Die murine GATA-3-Sequenz war in den pGEM-7Zf Vakéinkloniert. Dieser Vektor

wurde freundlicherweise von Herrn Dr. Serdar Sel Yerfligung gestellt. Um das
Plasmid zu linearisieren wurde es mit dem Restnigénzym Bsp119I (Asull) verdaut:
108 ul Plasmid (=50 pg) wurden mit 17 pl nukleasgem Wasser, 15 pl 10x Puffer
Y*/Tango und 10 pl Bsp119I versetzt und 3 h bei 3nkDbiert. Die Wirksamkeit des

Verdaus wurde mittels DNA-Agarosgel (s. 3.20.3) tkolfiert. Die Extraktion des

linearisierten Plasmids aus dem Verdau erfolgtedam QIAQuick PCR Purification

Kit nach Herstellerangaben.

Die Sequenz fur das humane GATA-3 war in einen pCR2ktor einkloniert. Dieser
Vektor wurde freundlicherweise von Herrn Dr. Ser8at zur Verfugung gestellt. Um
das Plasmid zu linearisieren wurde es mit dem Réstrsenzym Bcul (Spel) verdaut:
22 pl Plasmid (=50 pg) wurden mit 13 pl nukleassen Wasser, 5 pl 10x Puffer
Y*/Tango und 10 upl Becul versetzt und 3 h bei 37°Qubikrt. Die Wirksamkeit des
Verdaus wurde mittels DNA-Agarosgel (s.3.20.3) koliert. Die Extraktion des
linearisierten Plasmids aus dem Verdau erfolgtedam QIAQuick PCR Purification

Kit nach Herstellerangaben.

Da fur die Ratte kein Vektor mit entsprechender @A3FSequenz zur Verfigung stand
wurde eine cDNA hergestellt welche eine T7-Prom@equenz enthalt. Hierfir
wurden einer gesunden Ratte die Milz und die Lynmgitgn entnommen und MNCs
isoliert (s. 3.8). Aus diesen Zellen erfolgte difARIsolierung mit dem RNeasy Midi

Kit nach Anleitung und im folgenden die Reverse nBkaiption (s. 3.19). Um die

vollstandige Sequenz des Ratten-GATA-3 zu erhaltemde eine HotStar-PCR (s.
3.20.1) mit den rGATA-3-fl Primern durchgefiihrt,bea wurde die Extensionzeit auf
2 min verlangert, da das PCR-Produkt eine Lange Mb#t bp aufwies. Die Bande
dieses Produkts wurde dann aus dem Agarosegelsaisgieen und die cDNA mit dem
QIAQuick Gel Extraktion Kit nach Herstellerangab&oliert. Die hierbei isolierte
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cDNA wurde dann 1:10.000.000 verdinnt in die PPHXRP(E. 3.20.2) eingesetzt die
hierbei verwendeten Primer basieren auf den inHig&tart verwendeten Primern, nur
der sense Primer enthielt zusatzlich die T7-Promsetuenz. Die Bande dieses
Produkts wurde dann aus dem Agarosegel ausgesshnitid die cDNA mit dem
QIAQuick Gel Extraktion Kit isoliert.

Die Templates fur die Sequenz des murinen NGF ubNBwurden freundlicherweise
von Fr. Antonella Carambia und das Template fi& miarine T-bet von Fr. Stephanie

Brand zur Verfliigung gestellt.

Die in vitro Transkription, mit dem MEGAscript Kit, wurde naéterstellerangaben
durchgefuhrt. Es wurden 0,5 — 1 ug linearisiertéssiid bzw. T7-PCR-Produkt
eingesetzt und die Inkubation erfolgte fir 1 - &1 37°C. Nach Zugabe der im Kit
enthaltenen DNase und Inkubation von 15 min beiC3Wurde die GATA-3-RNA
mittels RNA-Clean up (RNeasy Mini Kit) isoliert. ®s0 erhaltene RNA konnte dann in

den Cleavage Assay eingesetzt werden.

2.2.24. In vitro Untersuchung von DNAzymen auf Off-Target
Effekten
2.2.24.1 Untersuchung der DNAzyme bezuglich der Aikierung des TLR-9

Durch Transfektion von HEK293 Zellen mit TLR-9 karselektiv die TLR-9-
Aktivierung untersucht werden. TLR-9 ist der intlulare Rezeptor fir unmethylierte
CpG-Motive.

Die freundlicherweise von der AG von Prof. Bauer Yerfigung gestellten HEK293
Zellen sind stabil mit dem murinem TLR-9 und einéfkB-Reporter-Konstrukt
transfiziert (Bauer, S. et al., 2001). Die Zellearden in einer 96-Well-Platte mit einer
Konzentration von 2xI0 Zellen/Well in 100 pl Medium ausgesat. Nach einer
Inkubation von 8 h im Brutschrank sind die Zellesharent und kdonnen stimuliert
werden. Die Stimulantien wurden in Medium verdinnd in einem Volumen von
100 pl zu den Zellen gegeben, Endvolumen 200 4. Rdsitivkontrolle diente der
TLR-9-Ligand 1668 mCpG (0,05 — 1 uM). Die zu untetseenden DNAzyme wurden

in einer Konzentration von 1 uM eingesetzt.

71



2. Material und Methoden

20 h nach Zugabe der Stimulantien wurden die Zelben 350 g fir 10 min
zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und 50xullyisepuffer (Promega) zu den
Zellen gegeben. Bis zur weiteren Verwendung wumienProben bei —20°C gelagert.

Die Analyse der Proben wurde mittels Luziferaseafyssurchgefuhrt.

2.2.24.2 Analyse der Aktivierung von Makrophagen

Die verwendeten murinen Makrophagen der J774 Awdhi wurden geerntet und in
einer Konzentration von 1xi@ellen/ml in 24-Well-Platten mit 1 ml/Well ausgesa
Nach 24 h Inkubation im Brutschrank bei 37°C und 8%, wurde das Medium
gewechselt und die Stimulantien zugegeben. Als tivksntrolle fir die TLR-4
Aktivierung verwendeten wir 100 ng/ml LPS und fitR=9 0,5 - 1,0 uM 1668 mCpG,
die DNAzyme wurden in einem Bereich von 0,05 — 1\ eingesetzt. Die Stimulation
erfolgte Uber 24 h, dann wurde der Uberstand abgeren und bei -20°C bis zur
weiteren Analyse der Zytokinproduktion (IL-6, IL4320, TNFe) gelagert.

Um auch Effekte auf humane Makrophagen zu untessuchurden U937-Zellen

verwendet. Diese Zellen sind Makrophagenvorlaufesze Sie wurden in einer

Konzentration von 1,5xf0Zellen/ml in einer 24-Well-Platte ausgesat und cHur
Zugabe von 10 nM PMA differenziert. Nach 24 h In&tibn im Brutschrank bei 37°C
und 5% CQ wurde das Medium gewechselt und die Stimulantiegegeben. Als

Positivkontrolle fur TLR-4 Aktivierung verwendetewir 100 ng/ml LPS und flr

TLR-9 0,5 — 0,5 uM 2216 hCpG, die DNAzyme wurdereinem Bereich von 0,04 —
18,9 UM eingesetzt. Die Stimulation erfolgte tUbdr 2 dann wurde der Uberstand
abgenommen und bei -20°C bis zur weiteren AnalyseZgtokinproduktion (TNFe)

gelagert.

Untersucht wurde auch die Aktivierung von humanewonbtyten, welche durch
Elutriation (s. 3.9) angereichert wurden. Diesdedeurden in Medium (RPMI, 1% L-
Glutamin, 1% Penicillin/Streptomycin, 5% humanes -8&um) aufgenommen,
gezahlt, auf eine Konzentration von 1,2 X Z@llen/ml eingestellt und mit 0,5 ml/Well
einer 24-Well-Platte ausgesat. Es folgte eine lakob von 2 h bei 37°C im
Brutschrank. Nach der Inkubation wurde das alte iNadvon den adharenten Zellen
abgesaugt und frisches Medium mit nur 2% humanemn$eugefligt und Uber Nacht

im Brutschrank inkubiert. Am folgenden Tag wurde déte Medium abgesaugt und 0,5
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ml frisches Medium, mit 2% Serum und den Stimulamtzu den Zellen gegeben. Als
Stimulantien wurden das 2216 hCpG und verschiedBiAzyme mit einer
Konzentration von 0,05 bis 1 uM eingesetzt. Alsétzische Postitivkontrolle dienten
100 ng/ml LPS. Nach 24 h wurde der Uberstand abmeren und bis zur weiteren
Bearbeitung bei -20°C gelagert.

2.2.24.3. Ex vivo Stimulation von priméaren MNCs

Die Milzen zweier unbehandelter Balb/c Mause wuedenommen und mononukleére
Zellen (MNCs) wie unter Punkt 2.2.8. beschriebetiest. Diese Zellen wurden in einer
Konzentration von 2xfellen/ml in einer 24-Well-Platte (1 ml/Well) ausge und die
Stimulantien zugefiigt. Als Positivkontrolle fir einTLR-9 Aktivierung wurde
wiederum das 1668 mCpG verwendet. Die Stimulatidolgte tGber 24 h, dann wurde
der Uberstand abgenommen und bei -20°C bis zur evegit Analyse der
Zytokinproduktion (IL-6, IL-12, TNFe) gelagert.

2.2.24.4. Superoxidradikalfreisetzung von primarenhumanen Granulozyten
Werden Phagozyten aktiviert, so sind sie in dereLegpktive Sauerstoffradikale und
Stickstoffoxide zu bilden und freizusetzen. DieBeozess wird auch als ,respiratory
burst® bezeichnet. Zunachst wird ein Elektron var dhembranstandigen NADPH-
Oxidase auf molekularen Sauerstoff transferiert esdentstehen Superoxidradikale.
Diese werden dann spontan oder unter Beteiligung Sl@peroxiddismutase zu
Wasserstoffperoxid (#D.) umgesetzt. Die Myeloperoxidase (MPQO) generiegt dem
H.O, hochtoxische Metabolite. Dabei kommt es zu en&get instabilen
Zwischenprodukten. Wenn diese Molekile in ihren r@austand zurtickkehren wird
Chemilumineszenz abgegeben. Durch Zugabe von Luoicigkann die natirliche
Chemilumineszenz um den Faktor?a®® verstarkt und mittels eines Luminometers
gemessen werden.

Als Probenmaterial dienten 30 ml Lithium-Hepariwatiblut eines gesunden Spenders.
Um die Erythorzyten zu lysieren wurden 5 ml Volibiait 40 ml Ammonium-Chlorid-
Puffer (8,99 g NKCI, 1,0 g KHCQ, 0,037 g EDTA mit HO auf 1 | aufgefllt)
gemischt und 7 min bei RT inkubiert, dann 10 mim @0 g zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde erneut4h ml Puffer resuspendiert,
inkubiert und zentrifugiert. Um noch restliche HEngizyten zu lysieren wurden die

Zellen in 10 ml sterilem Wasser kurz resuspendigrdd dann mit PBS aufgefillt,
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zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Nun veumrdiie Zellen in Medium (RPMI,
10% FCS, L-Glutamin, Penicillin/Streptomycin) aufigenmen, gezéhlt und auf eine
Konzentration von 2x10Zellen/ml eingestellt. 200 pl der Zellsuspensiax1@®
Zellen) wurden in ein Well einer weil3en 96-Well{®tageben und eine Stunde bei
37°C im Brutschrank inkubiert. Als Positivkontrofiér die Superoxidradikalfreisetzung
diente Zymosan A. Dieses ist ein PolysacchariddmisZellwand von Saccharomyces
Cerevisiae, der Backerhefe. Diese Partikel habeeneDurchmesser von ~ 3 um und
kénnen phagozytiert werden. Die Partikel wurdeMadium aufgenommen und mittels
Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Es wurden als hochéemzentration 4x10
Partikel/Well verwendet. 1 h nach Aussaat der Zeleirde zuerst 25 pl Luzigenin (0,5
mg/ml) und dann 25 pl des Stimulans (DNAzym 6,280 pg/ml) bzw. Zymosan zu
den Zellen gegeben. Direkt im Anschluss erfolgte Messung im Luminometer
welches auf 37°C vorgeheizt wurde. Die Messung @tnarizontal bei einem Gain von
120 durchgefuhrt. Es erfolgten 30 Messzyklen mieeiMessdauer von 3 sec/Well in

einem Intervall von 120 sec. Die Daten wurden fsit@@eratesoftware ausgewertet.

2.2.24.5 Untersuchung zur Aktivierung von Mastzelle durch DNAzyme
Mastzellen setzen in Folge einer Stimulation ihrearla frei, diese enthalt
B-Hexoaminidase welche gemessen werden kann. lerdid&ersuch sollte untersucht
werden ob es zu einer Degranulation durch DNAzyorarken kann.

Zellen der humanen Mastzelllinie HMC-1 wurden figseen Versuch verwendet. Damit
keine storenden Bestandteile aus dem Medium nochawden waren, wurden die
Zellen geerntet und in Puffer (Dulbeccos PBS, 0 @aCh, 0,5 mM MgC$, 0,1%
BSA) zweimal gewaschen. Die Zellzahl wurde auf 5xZéllen/ml eingestellt und 120
ul Zellsuspension/Well in eine 96-Well-Platte pipat. Es folgte die Zugabe von 120
pl Stimulans. Als Positivkontrolle wurde lonomyqi®,049 — 100 pg/ml) verwendet.
Die DNAzyme wurden in einer Konzentration von 0,602 mg/ml eingesetzt. Nach
einer Inkubation von 30 min bei 37°C im Brutschramkrden die Zellen bei 250g 10

min zentrifugiert, der Uberstand abgenommen undG2afelagert.

2.2.24.6 p-Hexoaminidase-Freisetzungstest
Diese Analyse wurde dankenswerterweise im Laborfam PD Dr. Dr. Isabella Pali,
in Wien, durchgefuhrt (Scholl, 1. et al., 2007). $fizellen sind in der Lage durch eine

erfolgte Stimulation ihre Granula abzugeben. Dalmdenp-Hexoaminidase, Histamin
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und andere Mediatoren freigesetzt. Um [lielexoaminidase nachzuweisen wurde das
Substrat 4-Methylumbelliferyl N-Acety#-D-Glactosaminid (4-MUG) verwendet,
welches einen stabilen Komplex mit dem Enzym bilcds Zellen wurden Ratten
Basophile (RBL-2H3 Zellen) verwendet welche IgE iden FeRezeptor binden und
bei Kreuzvernetzung degranulieren kdnnen.

Die Zellen wurden geerntet und in einer 96-Welltelamit 4x13Zellen/100 pl/Well
ausgesat und tGber Nacht im Brutschrank bei 37°Qhigkt. Am nachsten Tag wurden
55 ul Uberstand abgenommen und 5 pl Serum/WellfiaggeDas Serum enthielt IgE in
Konzentrationen von 0, 50, 100, 1500 ng/ml IgE. INamer Inkubation von 2 h bei
37°C im Brutschrank wurde der Uberstand vollstaraditfernt und die Zellen zweimal
mit je 200 ul Tyrode/BSA-Puffer (Tyrodes Salz, 10AnHEPES, 11,9 mM NaHC$)
0,1% BSA, pH 7,2) gewaschen. Nun erfolgte die Zegaon Stimulantien, u.a.
DNAzym, im Volumen von 100 pl, verdinnt in Tyrod&B-Puffer. Als
Positivkontrolle diente lonomycin (4 pg/ml). Finei100%ige Degranulation wurden
10 pl einer 10%igen Triton-X-100-Losung verwend€&ie Inkubation mit den
Stimulantien erfolgte bei 37°C fiir 30 min. Dann dem 50 pl Uberstand abgenommen
und in eine neue 96-Well-Platte transferiert. Hslgte die Zugabe von 50 ul Assay-
Lésung (0,16 mM 4-MUG, 0,1 M Zitronensaure pH 4]8ach einer Inkubation von 1 h
bei 37°C wurde die Reaktion durch Zugabe von 10Glytin-Puffer (15 g Glycin und
11,7 g NaCl in 1 BD). Die Messung erfolgte in einem Fluoreszenzmegasdei einer
Excitation von 360 nm und einer Emission von 465umd einem Gain von 60.

Die Versuche wurden mit RBL-Zellen durchgefihrt dlen murinen FdRezeptor
exprimieren und mit Zellen die den humanerRe&zeptor exprimieren ohne vorherige
Zugabe von Serum. In einem weiteren Versuch wudienZellen mit dem humanen

FceRezeptor unter Zugabe von IgE-haltigem Serum dafthngt.

2.2.25 Bestimmung der Transfektionseffizienz mitls FACS

(Fluorescence associated cell sorter)
Mit Hilfe der Durchflusszytometrie (Flow cytometryist es moglich gleichzeitig
mehrere physikalische Merkmale einer Zelle zu nmesdazu gehdren die ZellgroRe
und —granularitat sowie die Fluoreszenz. Zellew, diirch einen Lichtstrahl gefihrt
werden erzeugen ein so genanntes Streulicht (Bcdite Forward-Scatter (FSC) ist
dieses ein Mal3 fur die ZellgréRe und im Side-Scd8SC) fur Granularitat der Zelle.
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Zusatzlich kénnen Fluorochrome, die Zellen von gelain wurden, Uber einen Laser
mit einer bestimmten Wellenlange angeregt werderas Dhierbei erzeugte
Emmissionspektrum wird dann detektiert.

Um nachzuweisen ob eine Zelle mit DNAzym transfizigerden konnte, erfolgte die
Transfektion mit einem FAM-markiertem DNAzym. FAM arfin reactive
succinimidylester von Carboxyfluorescein) ist eilmdfochrom, welches bei 488 nm
angeregt werden kann und emittiertes Licht bei@a5abgibt.

Der Gehalt der transfizierten Zellen wurde im Hggaomm ermittelt im Vergleich zu

Proben die nur mit Transfektionsmittel, onne DNAZlyehandelt wurde.

2.2.26. Proteinbestimmung mittels BCA

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgtétets BCA'™ Protein Assay Kit
von Pierce. Die Methode basiert auf der Reduktion €uf* zu Cd* durch Protein im
alkalischen Milieu (Biuret-Reaktion) in Kombinatiomit der kolorimetrischen
Detektion des CU durch Bicinchinonsaure (BCA). Hierbei entsteht eiiolettes
Reaktionsprodukt welches aus je zwei BCA-Molekilgn einem Cti-lon gebildet
wird. Die Absorption konnte dann bei 562 nm photbiaeh gemessen werden.

Der Test wurde nach Herstellerangaben durchgefihrt.

2.2.27. Untersuchung der enzymatischen  Aktivitat von

DNAzymenin vitro
Zur Untersuchung der enzymatischen Aktivitdt vonA2iMmen im zellfreien System
wurde die durch dien vitro Transkription (s. 3.23) hergestellte GATA-3-RNAtmi
DNAzymen inkubiert. Durch anschlieende Gelelekimpse konnte dargestellt
werden ob das DNAzym in der Lage war die vorliegeRMNA zu schneiden.
Zuerst wurde ein TNM-Mix bestehend aus 1 mM MgQ0O0 Mm NaCl und 50 mM
TrisHCI hergestellt. Fir den Reaktionsansatz wur@8¢gnpul TNM-Mix, 0,5 pl RNA
(250 — 500 ng), 1 pul DNAzym und 5 pl Wasser pigettigemischt und 1 h bei 37°C
inkubiert. Dann wurde die Probe auf Eis gestellif|SRNA-Sample-Buffer zugefiigt
und 10 min bei 65°C inkubiert. Es folgte der Auffrdes Ansatzes auf ein 1,5%iges
Agarosegel welches mit Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffeergestellt wurde. Nach einer

76



2. Material und Methoden

Laufzeit von mindestens 2 h bei 100 V erfolgte dMvaswertung mittels der
Geldokumentationsstation.

2.2.28 DNAzym-Nachweis

Um nachzuweisen, dass das DNAzym bei i.n. undVierabreichung in der Lunge
ankommt und um eine Vorstellung Uber die VerteilumgOrganismus zu bekommen

wurden zwei verschiedene Nachweissysteme verwendet.

2.2.28.1 DNAzym-Hybridisierungs-ELISA

Der DNAzym-ELISA wurde basierend auf dem bereit&domten Hybridisierungs-
ELISA fur Ribozyme (Brown-Augsburger, P. et al. 02D entwickelt.

Der erste Schritt ist eine Hybridisierung des DNAwy mit zwei antisense DNA-
Oligonukleotiden, welche sequenzspezifisch zum DAzynthetisiert wurden. Ein
Oligonukleotid ist am 3’-Ende an ein Biotin gekoftpsomit wird das DNAzym am 5'-
Ende mit einem Biotin markiert. Das andere Oligdaald ist am 5’-Ende an ein
Digoxigenin gekoppelt welches das DNAzym am 3'-Enakiert (Abb. 19).

Biotin-AAATCCTGCCCTCCGATC GTTGCTCACCAACGGAAA-Digoxigenin

A e
gd21: 5-AGGACGGGAGGCTAGCTACAACGAGTGGTTGCC-3’

Biotin-AAACACCTACCTCCGATC GTTGCTCAGAACCTCAAA-Digoxigenin

AR Ay
hgd40: 5-GTGGATGGAGGCTAGCTACAACGAGTCTTGGAG-3’

Abb. 19 DNAzym-Sequenz spezifische Hybridisierungsaktion fur gd21 (A) und hgd40 (B).

Der zweite Teil des DNAzym-ELISAs ist vom Prinzip &andwich-ELISA. Es werden
96-Well-Platten verwendet, welche mit Streptavidioeschichtet sind. Bei der
Inkubation des Hybridisierungsansatzes in diesattd?l wird das DNAzym Uber das
Biotin an das Streptavidin und somit an das Wellugelen. Die Detektion erfolgt mit
einem Antikdrper der gegen das Digoxigenin gerichted an eine Peroxidase (horse-
radish peroxidase) gekoppelt ist. Dieses Enzyministier Lage das Substrat TMB
umzusetzen, so dass es zu einer blauen Farbre&kimomt. Diese Reaktion wird durch
Zugabe von Schwefelsdure &0,) gestoppt und bewirkt einen Farbumschlag von blau
nach gelb (Abb. 20).
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TWE (POD-Substrat)

+ H,30,

450nm Absorptiong

i

GTT
LI

Streptavidin
Abb. 20 Schematische Darstellung des Funktionspritifzs des DNAzym-Hybridisierungs-ELISAs.

Durchfihrung:

Als erstes wurde der Hybridisierungsansatz bestehesws 109,835 ul
Hybridisierungspuffer (20 mM TrisCl, 50 mM NaCl,50mM MgCL, pH 7,4),
88 ul Serum-Verdiunnungspuffer (20 mM TrisCl, 0,5 nCl,, 2,5% SDS, pH 7,4),
0,055 ul biotinyliertes Oligonukleotid (1 mg/ml),,1a pl Oligonukleotid mit
Digoxigenin (0,5 mg/ml) und 22 ul Probe hergest&ibwohl die Proben als auch die
Standards (0,02 — 10 ng/ml) wurden in Serum-Verdiagepuffer verdiinnt. Serum als
auch Organlysat wurde 1:2 verdunnt. Die Inkubataes Hybridisierungsansatzes
erfolgte in 96-Spitzwell-Platten 5 min bei 75°C uddrauf folgend 5 min bei RT.
100 pul dieses Ansatzes wurden in ein Well einez@#avidin gecoateten 96-Well-Platte
(Strepta well high bind) tberfuhrt und 2 h bei 37t@ Schuttelinkubator inkubiert.
Nach 5-maligem Waschen mit Waschpuffer (20 mM Bése, 150 mM NaCl, 0,1%
Tween, pH 10) wurde 100 pl/Well Anti-DigoxigenintBgidase (250 mU/ml) verdiinnt
in Hybridisierungspuffer aufgetragen und 1,5 h I84°C im Schuttelinkubator
inkubiert. Nach 5-maligem Waschen erfolgte der fagtvon 100 pl/Well POD-
Substrat BM blue bei RT im Dunkeln. Auf jeder Rtattvurde eine DNAzym-
Standardkurve (0,02 — 10 ng/ml) mitgefuhrt (Abb).21
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25

1.5

Leerwertreduktion

0.5

0.01 0.1 1 10
Konzentration [ng/ml]

Abb. 21 hgd40 Standardkurve

2.28.2. Anionen-Austausch-Chromatographie
Da mit dem DNAzym-ELISA keine Aussage Uber den Gtedia Abbauprodukten in
der Probe gegeben werden kann, da nur vollstariaidgezymmolekile erfasst werden

koénnen, sollte eine weitere Methode zur Detektion DNAzymen etabliert werden.

Definition Chromatographi¢Mortimer, C.E. et al., 1996):
Stofftrennung in einem bewegten Medium (mobile Phasger Ausnutzung der

unterschiedlich starken Adsorption an einem feststden Medium (stationére Phase).

Da bekannt ist, dass DNA-Oligonukleotide mittelsUdP(High Performance Liquid
Chromatography) aufgetrennt werden kénnen solkksalMethode verwendet werden.
Bei dieser Art der Saulenchromatographie wird diebile Phase mit hohem Druck
durch eine speziell konstruierte Saule gepresssteE¥ersuche mittels RP-HPLC
Verfahren, hierbei wurde eine Umkehrphasen Chrognapthie (Reversed-phase; RP)
verwendet, zeigten, dass die Probe zu ionischristan der C18-RP-Saule (Clarity

Oligo-RP, Phenomenex) zu binden.
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Um dieses Problem zu I6sen wurde die AnionenausttaGhromatographie verwendet
die fur ionische Proben gut geeignet ist. Hierbghalt die stationdare Phase ionische
positiv geladene Gruppen z.B. NHwvelche mit ionischen negativ geladenen Gruppen
der Probenmolekile in Wechselwirkung treten (Meyei., 2004). Durch Erhéhung
der Anteile der negativ geladenen lonen in der teobPhase kommt es zu einer
Konkurrenz um die Bindung mit der Probe und je n&térke der Bindung wird die
Probe eluiert (Abb. 22).

atrix Lawe fanic
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Abb. 22 Schematische Darstellung einer Anionenaustachchromatographie
(modifiziert nach IEC Handbook Amersham Bioscience)
Nach der Aquilibrierung mit Puffer erfolgt der Bemauftrag. Hierbei binden die negativ
geladenen Bestandteile der Probe an die positadgele Matrix der Saule. Uberschiissiges,
nicht geladenes Material bindet nicht: erster, tbreunspezifischer Peak. Mittels eines
Gradienten, d.h. schrittweise Erhdhung der lonen&otration,wird die Probe eluiert:
spezifische Peaks.

Die verwendete Anlage ist ein AKTZpurifier (Amersham) welche eine FPLC (Fast
Performance Liquid Chromatographie) darstellt (A®B). Diese Anlage ist geeignet fur
Driicke bis 25 MPa, bei einem maximalen Fluss vonml/nin. Der AKTA™purifier
beinhaltet einen UV-Detektor zur gleichzeitigen €&on von 3 verschiedenen
Wellenlangen und einen Detektor zur Messung ded\gtes wahrend der Messung.
AulRerdem ist die Moglichkeit einer automatischerakBonierung vorhanden. Als
Software zur Steuerung der Anlage und zur spatuswertung der Chromatogramme

wurde das Programm Unicorn 4.12 verwendet.
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Puffer e

pH-Detektor
+ UV-Detektor

Fraktions-
sammler

Pumpe A und B

Abb. 23 Darstellung des AKTA"purifier (modifiziert nach Amersham / GE Halthcare).

Als Anionenaustauscher-Saule wurde die Gen-HakX Saule von Waters verwendet.
Hierbei handelt es sich um einen schwachen Aniamgaascher basierend auf DEAE
(Diethylaminoethylcellulose). Die Partikel habemen Durchmesser von 2,5 pm und
sind nicht pords. Die Saule ist eine 4,6 x 10 mahS&ule.

Zuerst wurde die Anlage und die Pumpen mit der teabPhase (PBS pH 7,45 steril
filtriert und entgast) gespult bei einem Fluss wml/min. Nach dem Einsetzen der
Saule wurde zuerst mit der mobilen Phase bei eifleiss von 0,5 ml/min gespuilt bis
keine Veradnderungen im Chromatogramm mehr erkenm@en. Nun folgte das

Spulen mit dem Eluent auf 100% (PBS/0,5 M NaCl)¥amin um Probenreste von der
Saule zu eluieren. Es wurde eine weiteres Mal B8 Bespult.

Der Probenlauf wurde mit folgendem, optimiertemdPaonm durchgefiuhrt:
Mobile Phase: PBS, pH 7,4

Eluent: PBS, 0,5 M NaCl, pH 7,4

Maximaler Druck 15 MPa

Flussrate 0,5 ml/min

Temperatur: 23 -25°C
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Programm:
0 ml 1 ml Probe injizieren
4 ml Probenschleife aus dem Fluss
5ml 1. Gradient 0 — 40 % in 10 min
10 ml 10 min bei 40 %
12,5 ml 2. Gradient 40 — 100 % in 55 min
45 ml Stopp

Nach der Messung erfolgte ein 30mindtiges SpulenRBIS bei einem Fluss von 0,5
ml/min. Dann wurde die S&ule unter Ethanol gesetzinommen und bis zur weiteren
Verwendung bei 4°C gelagert.

Wenn der Gegendruck zu hoch wurde, erfolgte eineifeng der Saule nach
Herstellerangaben mit Phosphorsdure. Dabei wurde die Probenschleife 5x je 1 ml
0,04 M Phosphorsaure injiziert und im FolgendenS#ale mit PBS gespult.

2.2.29. Statistische Auswertung

Die graphische Auswertung der Analysen-Daten, théissische Auswertung und die
Berechnung der Signifikanz wurde mit Sofware GraghPrisnt durchgefiihrt. Alle
Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler destéhiterts (SEM) angegeben. Zur
Uberprufung von Unterschieden zwischen den Vergtgicppen beziiglich ihrer
statistischen Signifikanz wurde der ANOVA-Test vendet. Ein p-Wert vor 0.05

wurde als signifikant festgelegt.
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3. Ergebnisse

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisiey und Beschreibung der
therapeutischen Wirksamkeit GATA-3-spezifischer Ddyfe. Zu Beginn der Arbeit
waren bereits GATA-3-spezifische DNAzyme, durch idebr. med. Serdar Sel in
unserer Arbeitsgruppe vorhanden. Aus einer Vielzabh theoretisch aktiven
GATA-3-spezifischen DNAzymen fir die murine und diemane GATA-3-mRNA
waren durchn vitro Versuche mittels Fragmentlangenanalyse, nach eMattiplex
Cleavage Assay, katalytisch aktive GATA-3-speziiscDNAzyme identifiziert
worden. Bei diesen DNAzymen handelt sich um daslgd®l das hgd40. Das gd21
ist in der Lage die murine GATA-3-mRNA zu schneidBas hgd40 dagegen spaltet
die humane GATA-3-mRNA. In der vorliegenden Arbeiirde zudem nachgewiesen,
dass hgd40 auRRerdem in der Lage ist die murinedie@®atten GATA-3-mRNA zu
spalten. FUr das gd21 lagen zu Beginn der Arbeiitseerste Daten aus vivo
Versuchen vor. In einem experimentellen Model dekuta allergischen
Atemwegsentzindung wurden durch die praventive Balnag mit gd21 eine
Reduktion der Entzindungsreaktion und eine pagti®lormalisierung der AHR
erreicht.

In der vorliegenden Arbeit sollten die GATA-3-sdessihen DNAzyme gd21 und
hgd40 beziglich ihrer katalytischen Aktivitat in vitro und in vivo Versuchen
charakterisiert werden. Aul3erdem sollten Analysembglichen Off-Target-Effekten
und der Bioverfugbarkeit erfolgen. In den Versuchearde zusatzlich zu den
genannten DNAzymen gd21 und hgd40 ein Kontroll-DM#Azverwendet. Dieses
wurde so konstruiert, dass es Uber die katalytedive Loopsequenz verfugt, aber
nur unspezifische, nicht bindende Bindungsarme e@twDieses Kontroll-DNAzym

wurde als ODNg bezeichnet.

3.1 In wvitro Charakterisierung der katalytischen Aktivitdt von
GATA-3-spezifischen DNAzymen

Zuerst wurde die enzymatische Wirksamkeit sowie $jpezifitat der DNAzymen
vitro untersucht. Hierfir wurde der so genannte Clea¥asay verwendet. Dabei
wird cRNA, die durch einen vitro Transkription hergestellt wurde mit DNAzym
inkubiert. 10-23 DNAzyme zeigen normalerweise edpéimale Aktivitat bei M-
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Konzentrationen im Bereich von 10 mM. Fir unseresuehe wurde allerdings
durchgehend eine MggKonzentration von 1 mM eingesetzt. Da diese die
physiologisch relevante Mg&Konzentration darstellt, die in diesem Bereich im
Zytoplasma vorliegt. Nach einsttindiger Inkubati@n &7°C wurde der Ansatz auf ein
Agarosegel aufgetragen und eine Elektrophoreséhdeafihrt.

In einem ersten Versuch wurde ein Cleavage Assdy nmuiriner und humaner
GATA-3-cRNA durchgefuhrt. Dabei wurden gd21, hgd4td zur Kontrolle ODNg
mit einer Konzentration von 1 uM verwendet. Im Aggagel sind bei der murinen
GATA-3-cRNA nach Inkubation mit gd21 und hgd40 dBanden erkennbar. Die
oberste Bande reprasentiert ungeschnittene cRN&,bdiden unteren stellen die
Spaltprodukte dar. Da gd21 und hgd40 an verschexd&tellen die GATA-3-cCRNA
schneiden, entstehen unterschiedlich grol3e Spdlipte. Die humane GATA-3-
cRNA wurde dagegen nur durch hgd40 geschnitten. Kadroll-DNAzym zeigte
keine katalytische Aktivitat (Abb. 24).

neg gd21 hgd40 ODNg neg/gd21/hgd40/ODNg

A b

4,0 3,0
3,0
2.0 GATA-3-cRNA

1,5 1. Spaltprodukt
1,0 1,5

0,5 }2. Spaltprodukt

1,0
0,2

Abb. 24 Nachweis der enzymatischen Aktivitdt der DMzyme gd21, hgd40 und ODNg
250 ng murine (A) und 500 ng humane (B) GATA-3-cRMArden mit 1 pM DNAzym 1 h
bei 37°C inkubiert. Der vollstandige Ansatz wurdé @in 1,5%iges Agarosegel aufgetragen.

Um zu untersuchen, in welchen Spezies hgd40 aktjiwwurden 250 ng GATA-3-

cRNA von der Ratte, der Maus und dem Menschen mitMLhgd40 inkubiert. Es

konnte eine ahnliche Aktivitdt von hgd40 fur mutiteimane und Ratten GATA-3-
CRNA gezeigt werden (Abb. 25).

Da DNAzyme durch Exonukleasen abgebaut werden kiinwarde untersucht, ob
degradierte DNAzyme noch die Fahigkeit besitzen,ARAu schneiden. Hierfur

wurden in einem Cleavage-Assay gd21-Molekiile eiegésdenen am 3’-Ende 3, 8
oder 12 Basen fehlen und die daher eine Gro3e 0025 bzw. 25 Basen haben.
Diese gd21-Varianten wurden mit muriner GATA-3-cRMNkubiert. Hierbei konnte
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gezeigt werden, dass nur das vollstandige gd2leinLdge ist, GATA-3-RNA zu
spalten. Gd21-Varienten ab n-3 sind nicht wirkséinb( 26).

Ratte Maus Mensch
Kb - hgd ODN - hgd ODN - hgd ODN [1 puM]

Abb. 25 Analyse der Speziesspezifitit des GATA-3-spifischen DNAzyms hgd40
Jeweils 500 ng der murine, humanen und Ratten GBIRNA wurden mit 1 uM DNAzym
1 h bei 37°C inkubiert. Der vollstandige Ansatz deirauf ein 1,5%iges Agarosegel
aufgetragen.

< GATA-3 cCRNA

} gd21-Varianten

- 3330 25 20
Anzahl der Basen des gd21

Abb. 26 Enzymatische Aktivitat von verschiedenen Vidaanten des DNAzyms gd21
250 ng murine cGATA-3-RNA wurden mit gd21 (1 uMhibei 37°C inkubiert. Es wurden
das 33 Basen lange, komplette gd21 und verkirz2d-yhrianten (30, 25, 20 Basen lang)
verwendet. Der vollstandige Ansatz wurde auf ef¥diges Agarosegel aufgetragen.

Um die Spezifitat des GATA-3 spezifischen DNAzynu28) genauer zu untersuchen,
wurden Cleavage-Assays durchgefiihrt, bei denen ciRNfAwonnen aus einém
vitro Transkription des Transkriptionsfaktors T-bet bzker Neurotrophine NGF und
BDNF, mit gd21 inkubiert wurden. Hierbei zeigte hsidass gd21 nur in der Lage
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3. Ergebnisse

war, die cCRNA von GATA-3, nicht aber der anderenl®kdle zu spalten (Abb. 27A).
Daruber hinaus konnte gezeigt werden, dass gd2fekdtinfluss auf die Gesamt-
RNA aus verschiedenen Zellen bzw. LungengewebeDredtir wurde Gesamt-RNA
aus Zellen der J774-, MLg- und LA-4-Zelllinie undsamurinem Lungengewebe
gewonnen und mit gd21 inkubiert (Abb. 27B).

B
<«—0d21
-+ - 4+ -+ - +4gd21 -+ -+ - + -+ gdz21
GATA-3 T-bet BDNF NGF cRNA J774 MLg LA-4 Lunge

MRNA

Abb. 27 Nachweis der Spezifitat der enzymatischenldivitéat von gd21 fir GATA-3-mRNA
(A) 250 ng cRNA, aus den vitro Transkription, der Transkriptionsfaktoren GATA-8dl
T-bet und der Neurotrophine wie BDNF und NGF wuraeih 1 pM gd21 fur 1 h inkubiert
und auf ein 1,5%iges Agarosegel aufgetragen. (B) 88 der vollstindigen mRNA der
Zelllinien J774, MLg und LA-4 sowie von murinem lLgengewebe wurden 1 h mit 1 uM
gd21 inkubiert und auf ein 1%iges Agarosegel avégen.

Um die Dosisabhangigkeit der enzymatischen Aktivii&a untersuchen, wurden
500 ng muriner GATA-3-cRNA mit ansteigenden Konzationen (0,2 — 20 uM)

gd21 fur 1 h inkubiert und auf einem Agarosegelgatragen und densitometrisch
ausgewertet. Mit steigenden DNAzym-Konzentratiok@mnte ein konzentrations-
abhéngiger Anstieg der Cleavage-Produktmenge umde eéAbnahme in der

Substratmenge dargestellt werden (Abb. 28).

Um zu vergleichen, ob die beiden GATA-3-spezifistiNAzyme gd21 und hgd40
eine ahnliche katalytische Aktivitat aufweisen, deirmurine GATA-3-cCRNA mit
steigenden Konzentrationen (0,5 — 10 uM) von gd2d kigd40 inkubiert. Hierbei
konnte gezeigt werden, dass die enzymatischen iékn von gd21 und hgd40 eine
vergleichbare Konzentrationsabhangigkeit zeigenes&s konnte anhand eines

Agarosegels nach densitometrischer Auswertung aaigewerden (Abb. 29).
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Abb. 28 Konzentrationsabhéngige Spaltung der murine GATA-3-RNA mittels gd21
500 ng muriner GATA-3-cRNA wurden mit ansteigend@nzentration (0,2 — 20 uM) gd21

1 h inkubiert und auf ein Agarosegel aufgetragen.

A %) gd21 hgd40

(uM) 05 1 5 10 05 1 5 10

- — N e <4 GATA-3 RNA
T2 00 s e S8 B &S &8 <« Cleavage Produkt

e R

‘ . < DNAzym
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100- /

—=—qd21
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Abb. 29 Vergleich der konzentrationsabhangigen Aktritat von gd21 und hgd40
500 ng murine GATA-3-cRNA wurden mit ansteigendesnKentrationen (0,5 — 10 pM) an
gd21 und hgd40 1 h bei 37°C inkubiert. Der vélistige Ansatz wurde auf ein Agarosegel

aufgetragen (A) und densitometrisch ausgewdstet (
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Die verwendeten 10-23-DNAzyme wurden etabliert,apezifisch die einzelstrangige
RNA eines Zielgens zu schneiden. Allerdings ist dsdglichkeit nicht

auszuschlie3en, dass die DNAzyme auch doppelsg@mgNA schneiden, was bei
therapeutischer Verabreichung zu Problemen fuhréndev Deshalb wurde diese
Maoglichkeit experimentell getestet. Daflr wurde lanma GATA-3 dsDNA mittels

PCR hergestellt und aufgereinigt. Diese GATA-3-DNWAIrde mit ansteigenden
Konzentrationen (0,1 — 20 pM) hgd40 fir 1 h inkubiend danach auf ein
Agarosegel aufgetragen (Abb. 30). Es zeigte siabs thgd40 die dsDNA von GATA-
3 nicht schneiden kann. Auch eine Interaktion neit BNA ist auszuschliel3en, da

dann eine Verschiebung der Lage der DNA-Bande pbdehten ware.

kbp
1,0
0,8 — - - —— s <— GATA-3 dsDNA

0,7
0,6
0,5

0,4
0,3

0,2

0,1

"“ <«— hgd40
1

0 01 01 1 5 510 10 WM hgd40
+ -+ - 4 - + -+ GATA-3-DNA

Abb. 30 Analyse der Interaktion von hgd40 mit GATA3 dsDNA
200 ng dsDNA des humanen GATA-3, aufgereinigtes f@&tiukt, wurden mit ansteigenden
Konzentrationen (0,1 — 20 uM) hgd40 fur 1 h bei@Tikubiert. Die Proben wurden auf ein
1,5%iges Agarosegel aufgetragen.

Da im Cleavage-Assay nur die Wirksamkeit in eineglifreien System untersucht
wird, wurde anschliel3end in eine@mvitro Versuch mit murinen T-Zellen untersucht,
ob GATA-3-spezifische DNAzyme in der Lage sind, GR3E in der Zelle zu

regulieren. Die EL-4-Zelllinie wurde verwendet, @s sich hierbei um murine
T-Zellen handelt, von denen bekannt ist, dass #i&A53 exprimieren. EL-4-Zellen

wurden zweimal im Abstand von 12 h mit den DNAzymgd21l bzw. hgd40

transfiziert. Als Transfektionsmittel wurde DOTARrwendet. 24 h und 36 h nach
der 2. Transfektion wurden die Zellen geerntet, RNgb®liert, eine reverse
Transkription und eine quantitative PCR bezlglicrer dExpression der
Transkriptionsfaktoren GATA-3 und T-bet durchgetiiz4 h nach Transfektion
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konnte eine Reduktion der GATA-3-Expression durem dEinfluss von gd21 und
hgd40 um bis zu 50% beobachtet werden. Nach waitéPeh stieg die GATA-3-

Expression wieder leicht an. Bei T-bet zeigte |chleichter Anstieg 24 h nach gd21
bzw. hgd40-Transfektion. 36 h nach Transfektion diar T-bet-Expression auf das

3-fache der basalen Expression gestiegen (Abb. 31).
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Abb. 31 Analyse der Wirksamkeit von GATA-3-spezifishen DNAzymen in EL-4-Zellen
EL-4-Zellen wurden zweimal im Abstand von 12 h r@ATA-3-spezifischem DNAzym
(gd21, hgd40) mit dem Transfektionsmittel DOTAPnstiziert. Sowohl 24 h als 36 h nach
der 2. Transfektion wurden Zellen geerntet und Ebgression der Transkriptionsfaktoren
GATA-3 (A) und T-bet (B) im Verhéaltnis zu L32 mittequantitativer PCR bestimmt. Gezeigt
ist der Mittelwert zweier Parallelansétze.

89



3. Ergebnisse

3.2 Etablierung von Nachweissystemen und Analyse de

Bioverflugbarkeit von DNAzymen
Um eine Substanz bezuglich ihrer Absorption, Disttion, Metabolisierung und
Exkretion (ADME) zu untersuchen, mussen spezifischend sensitive
Nachweisverfahren verwendet werden. Fir den seesitiNachweis wurde ein
Hybridisierungs-ELISA entwickelt, der sequenzspseeti das eingesetzte DNAzym
detektiert. Damit Aussagen Uber das Vorhandensein Abbauprodukten gemacht

werden konnen, wurde zuséatzlich eine HPLC-Methadbliert.

3.2.1 Etablierung von Nachweismethoden

3.2.1.1Hybridisierungs-ELISA

Als hochsensitive Nachweismethode wurde ein Hybiedungs-ELISA fir
DNAzyme etabliert. Im ersten Schritt wird dabei 8iIBAzym enthaltende Probe mit
zwei antisense-DNA-Oligonukleotiden (sogenanntenbritiysierungssonden), mit
komplementérer Sequenz zu dem verwendeten DNAzykapiert. Am 3’-Ende der
1. Sonde ist ein Biotin angefligt, dagegen ist dieSBnde am 5-Ende mit
Digoxigenin markiert. In der Hybridisierungsreaktikommt es zu einer Bindung der
Sonden an das DNAzym. Uber das Biotin bindet dag\{h dann an Streptavidin,
welches an die Wand einer Mikrotiterplatte gekopjpsl Die Detektion erfolgt im
nachsten Schritt mittels eines POD-gekoppeltenkénpiers, der gegen Digoxigenin
gerichtet ist. Nach Zugabe von POD-Substrat enwlickich in Abhéngigkeit der
DNAzym-Konzentration ein blauer Farbstoff. Die Hadktion wird mit
Schwefelsaure gestoppt und im Photometer geme&seHand einer Standardkurve
kann die DNAzym-Konzentration in der Probe quattithestimmt wurde (Abb. 32).

Die Etablierung des ELISAs erfolgte zunachst fu2hdwurde dann aber auch flur
hgd40 durchgefuhrt. Da die DNAzyme Uber einen Hiibarungsschritt detektiert
werden ist dies eine sequenzspezifische Nachwesmet Abbauprodukte kénnen
nicht detektiert werden, da in diesem Fall kein#st@ndige Hybridisierung mdglich
ist. Der Hybridisierungs-ELISA verfugte Uber eindfessbereich von 0,02 — 10
ng/ml. Mit einer Detektion von bereits 20 pg/ml Dk ist dieser ELISA um ein
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vielfaches sensitiver

als der Ribozym-HybridisiegshELISA auf dem unsere

Methode basiert.
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Abb. 32 Hgd40-Standardkurve im Hybridisierungs-ELISA

. Eine Verdinnungsreihe (0,02 — 10 ng/ml) von hgddede in Serum-Dilution-Puffer erstellt
und im Hybridisierungs-ELISA gemessen. Auf deAxhse ist die Konzentration des hgd40
[ng/ml] und auf der Y-Achse die optische Dichteziéglich des Leerwertes bei 450 nm
aufgetragen.

3.2.1.2 Anionen-Austausch-Chromatographie

Eine Methode zur Auftrennung von Substanzen bectiighirer Gré3e oder Struktur

ist die Chromatographie. Um mdgliche Abbauproduktechzuweisen wurde im

speziellen die HPLC verwendet. Dabei wurde zun&ahisteiner Reversed-Phase-

Methode gearbeitet. Es zeigte sich aber, dass iedebererwendeten Clarity-Oligo-
RP-Saule, mit C18-Reversed Phase Matrix zu keinedusig des DNAzyms an die

feste Phase kam. Eine Ursache hierfur ist verniyttiass die DNAzyme zu ionisch

sind. Deswegen wurde im n&chsten Schritt der Vérsogt einer Anionens-

Austauschersaule durchgefuhrt (MonoQ 5/50 GL). lbeekam es zu einer Bindung

der Probe an die Saule und auch die Elution miéhes NaCl-Gradienten war

erfolgreich. Da aber die Auftrennung noch nichtirmpd war, wurde im Folgenden

eine

Anionen-Austauschersaule

verwendet, welche enein kleineren
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Saulendurchmesser und eine kleinere Partikelgrifteedt (GenPak Fax). Mit dieser
Saule wurde die Methode optimiert und die im Fotign beschriebenen Versuche
durchgefuhrt. Zunachst konnte nachgewiesen wedbess 25 g gd21 mittels dieser
Methode in PBS detektiert werden kénnen. Da DNAzy®legonukleotide sind
werden sie bei einer Wellenlange von 260 nm gemeggsab. 33).

mAU 24.31 LmAU

<+—— gd21
500 500
400 400
300

300

200 r200

100 r100

7669 0. 2

| Fo
18‘19‘20‘21 22|23|24|25| 26| 27|28/ 29|30 Waste

0.0 5.0 100 15.0 20.0 25.0 30.0 350 40.0 ml

Abb. 33 Nachweis von gd21 mittels Anionenaustausd&®hromatographie
Chromatogramm fur 25 pg gd21. Dargestellt ist riarklrve bei 260 nm. Gelb angeféarbt ist
der Peak des gd21.

Um einen Ruckschluss von dem Chromatogramm aufVidiage an DNAzym zu
haben, wurden verschiedene Mengen (0,5 — 100 y2) ¢ga PBS) auf die Saule
aufgetragen. Durch Uberlagerung der Kurven istdantlicher Unterschied, sowohl
in der Hohe des Peaks als auch der Peakflachekearem (Abb. 34A). Indem man
die Flache im Bezug auf die gd21-Konzentrationiirem Diagramm auftrug konnte

eine Standardkurve generiert werden (Abb. 34B).
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Abb. 34 Standardkurve von gd21 mittels bei der Aninenaustausch-Chromatographie
(A) Uberlagerung der HPLC-Chromatogramme mit veiesdénen gd21-Konzentrationen (0,5
— 25 ug). Dargestellt ist das Chromatogramm beir#60 (B) Die Standardkurve wurde Uber
die Flache der gd21-Peaks, der Chromatogramme mienén-Austauscher-Chromatographie,
berechnet. Es wurden Proben von 0,5 — 100 pg indBgetragen.
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3.2.2. Untersuchung der Lagerungsstabilitat GATA-3spezifischer
DNAzyme

Fur Oligonukleotide wird von den Herstellern einptimale Lagerung bei -20°C
empfohlen. Auch unsere DNAzyme werden standardm&éBigdieser Temperatur
gelagert. Da DNAzyme bei der Applikatiom vivo fir eine langere Zeit der
Raumtemperatur und im Tier einer Korpertemperatur 87°C ausgesetzt werden,
wurde der Einfluss einer erhéhten Temperatur aufABDMne untersucht. Das
DNAzym gd21 wurde steril in PBS mit einer Konzetitm von 4 mg/ml geldst und
in 1,5 ml ProbengefalRe aliquotiert. Diese Probeifgefwurden zusatzlich mit
Parafilm verschlossen um eine Verdunstung auszegdmn. Des Weiteren wurden
die Probengefale mit Alufolie umwickelt, damit as keiner Degradation durch
Lichteinfluss kommen kann. Die Proben wurden Uleere Zeitraum von 4 Wochen
bei -20°C im Gefrierschrank, +4°C im Kihlschranigumtemperatur (~22°C) und
+37°C im Brutschrank ohne Unterbrechung gelageet. gRi21-Gehalt wurde mittels
DNAzym-ELISA ermittelt. Wie in Abb. 35 dargestelliyurden keine signifikanten
Einflisse verschiedener Lagerungsbedingungen aufGdalt an intakten DNAzym
festgestellt.

1.7%9
1.509
1.25
1.001
0.751
0.501
0.259
0.00

OD450 nm

+4 +22  +37
Lagerungstemperatur [°C]

Abb. 35 gd21-Gehalt der DNAzymproben nach Lagerun@pei verschiedenen Temperaturen
Die DNAzym-Konzentration der, bei verschiedenen peraturen gelagerten, gd21-Proben
wurde mittels DNAzym-ELISA ermittelt. Dargesteltidie OD bei 450 nm abziglich des
Leerwertes.

Um zu untersuchen, ob unterschiedliche Lagerungsbedgen einen Einfluss auf

die enzymatische Aktivitdt haben, wurde zudem ei@aGage-Assay durchgefihrt.
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Dazu wurden die verschieden gelagerten gd21-Probém einem
Konzentrationsbereich von 0,1 — 1,0 uM mit muri@&TA-3-cRNA inkubiert und
auf ein Agarosegel aufgetragen. Nach densitombégis@uswertung des Agarosegels
(Abb. 36) konnten keine Veranderung in der Aktitvd&r unterschiedlich gelagerten

DNAzyme gezeigt werden.

A Neg -20°C +4°C +22°C +37°C
0 01020510010205 1002 0510 0,1 0,2 0,5 1,0uM gd21

< GATA-3-RNA
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Abb. 36 Analyse der enzymatischen Aktivitdt von gdP nach Lagerung bei unterschiedlichen
Temperaturen
Gd21, steril gelést in PBS, wurde 4 Wochen bei €0f4°C, +22°C und 37°C gelagert. In
einem Cleavage Assay wurden 500 ng muriner GATANRARNIit ansteigender Konzentration
(0,1 — 1 uM) der unterschiedlich gelagerten gdXulert. Der vollstandige Ansatz wurde auf
ein Agarosegel aufgetragen (A). Densitometrischdeudie Starke der Bande des grof3eren
Cleavage-Produktes 1 ausgewertet, daraus ergibesic%-Angabe, und graphisch dargestellt

(B).
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Der DNAzym-ELISA ist in der Lage, den Gehalt an Istiindigem DNAzym zu
bestimmen. Um eine Auskunft Gber moégliche Degrasairodukte zu bekommen
wurde zusatzlich eine Anionenaustauschchromatogramlurchgefuhrt. Hierbei
wurden je 50 pg des gelosten und gelagerten DNAzaumh®ine GenPak Fax-Saule
aufgetragen, aufgetrennt und der DNA-Gehalt Uber d&-Detektor bei 260 nm
detektiert. Die Chromatogramme der unterschiediielagerten gd21-Proben wurden
Uberlagernd dargestellt (Abb. 37). Es sind keinéetéchiede zwischen den einzelnen
Proben nach unterschiedlicher Lagerung erkennlmdgli€h fiihrt eine Lagerung von

DNAzymen bis zu 37°C zu keiner Degradation des Kidke

mAU mS/cm
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5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 300 " mi

Abb. 37 Analyse der Abbauprodukte von gd21 nach Lagrung bei unterschiedlichen
Temperaturen
Es wurden in jedem Lauf 50 pug des gd21 nach Lagehe& verschiedenen Temperaturen
(-20, +4, +22, +37°C) auf eine GenPak Fax Saulegedtdgen. Dargestellt ist die
Uberlagerung der HPLC-Chromatogramme. Gezeigt wedie Daten des UV-Detektors bei
260 nm, gemessen in mAU. Die rechte Y-Achse zeigtletitfahigkeit des mobilen Phase
entsprechen ihres lonengehaltes an.

3.2.3. Einsatz der Nachweismethoden flir biologische Proben

Korperflissigkeiten oder Organlysate enthalten hdlengen an Protein, u.a.
Hamoglobin und Albumin. Diese kdnnen zu falsch s als auch falsch negativen
Ergebnissen fuhren. Um dies auszuschlieRen, wurdemrst sogenannte
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Matrixuntersuchungen durchgefiihrt, bei denen Prabiéeiner definierten Menge an
DNAzym versetzt wurden, um in spaterém vivo Versuchen dann realistische

Aussagen uber die Bioverfugbarkeit von DNAzymenhApplikation zu machen.

In einem ersten Versuch wurde die BAL einer unbdedean Balb/c Maus mit 10 pg
gd21 versetzt und auf die Saule aufgetragen (ABh. IBh Chromatogramm sind in
den ersten Fraktionen hohe Peaks bei der Analys&Elbenm erkennbar. Diese stellen
die Proteine dar, welche nicht an die Saule bing®h daher die S&ule ungehindert
wieder verlassen. Der Peak bei 25 ml hat den héoh&tisschlag im 260 nm Bereich
und stimmt mit der Retentionszeit fir gd21 in PB&rnéin. DNAzym ist also in der

BAL spezifisch zu detektieren.
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Abb. 38 Analyse von gd21 mittels HPLC in der BAL
Die BAL einer unbehandelten Maus wurde mit 10 pglgdersetzt und auf die HPLC-Saule
aufgetragen. Die rote Kurve zeigt die Werte bei B60und somit die DNA an. Die lila Kurve
steht fur Protein, gemessen bei 215 nm.

Da mit der HPLC-Methode nur gd21-KonzentrationenOzh pg detektiert werden
koénnen, wurde fur die sensitive Detektion im Serumd in Organlysaten der
Hybridisierungs-ELISA verwendet. Auch fur diese Mede wurden zuerst Versuche
zum Einfluss biologischer Matrizes durchgefihrt.

In ersten Versuchen wurde humanes Serum mit hgdesetzt. Da aus Vorversuchen

bekannt war, dass unverdinntes Serum zu falschsiErgebnissen fihren, wurde
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der Ansatz 1:2 bzw. 1:10 mit Serum-Dilution-Puffeorverdiinnt. Mit diesem
verdiinnten humanem Serum wurde eine hgd40-Stand@edkerstellt und im
Vergleich zu einer Verdinnungsreihe in Serum-DaltPuffer analysiert (Abb. 39).
Alle drei Kurven zeigen eine sehr gute Ubereinstimg) so dass kein bedeutender

Einfluss von Serum auf die DNAzym-Quantifizierurggtgestellt werden konnte.

hgd40 Standard-Kurve in humanem Serur
—s— Puffer

—4— Serum 1:2
2.67 —e— Serum 1:1¢
2.4

2.2+

2.8+

2.0+
1.89
1.64
1.4+
1.29

Leerwertreduktion

1.09
0.8+
0.6+
0.4+
0.2+

0.0 T 1
0.01 0.1 1 10

hgd40 [ng/ml]

Abb. 39 Vergleich der Standardkurven von hgd40 verdnnt in humanem Serum bzw. Puffer
Humanes Serum wurde 1:2 bzw. 1:10 mit Puffer vendiimd mit hgd40 versetzt. Mit dieser
Probe wurde eine Standardkurve erstellt und im Marly zu einer Standardkurve verdinnt in
Serum-Dilution-Puffer im DNAzym-ELISA gemessen.

Da fur toxikologische Untersuchungen in der Regatéh verwendet werden, wurden
zur Analyse von DNAzym in Organlysaten und Blut@obWistar wu Ratten
verwendet. Die BAL einer unbehandelten Ratte wuakir mit hgd40 versetzt und
eine Standardkurve (0,02 — 10 ng/ml) erstellt, watie BAL auch zur weiteren
Verdinnung eingesetzt wurde. Im Vergleich zu eiSéndardkurve mit Serum-
Dilution-Puffer zeigten sich keine Unterschiedemgokonnte gezeigt werden, dass
hgd40 in der BAL gemessen werden kann (Abb. 40).

Zur Analyse von DNAzym in Ratten-Blut wurde eine ui@ntnahme bei
unbehandelten Ratten durchgefuhrt und Serum urgirRlagewonnen. Diese Proben
wurden unverdinnt bzw. 1:2 und 1:10 verdinnt n626,ng/ml hgd40 versetzt und
dann im DNAzym-ELISA die hgd40-Konzentration genssgAbb. 41). In den
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unverdinnten Proben konnte DNAzym nicht korrektrqiaiert werden. In den 1:2
und 1:10 verdinnten Proben dagegen wurden die DMAgnzentration bestimmit,
welche der Serum- bzw. Plasmaprobe zugesetzt wderiin vivo Versuchen wurden
daher im Folgenden die Serum- und Plasmaproberfit:2ie Messung mit dem
DNAzym-ELISA verdinnt.

2.8 —=— Puffer
2.6 ——BAL Ratte

2.4
2.4
2.0
1.8
1.6
1.44
1.2
1.04
0.8
0.61
0.4

oD

0.2

0.0 T d
0.01 0.1 1 1C

hgd40 [ng/ml]

Abb. 40 Standardkurve von hgd40, verdinnt in RatterBAL im Vergleich zu PBS nach Analyse
im DNAzym-ELISA
BAL einer unbehandelten Ratte wurde mit hgd40 wetséMit dieser Probe wurde eine
Standardkurve erstellt und im Vergleich zu einean8ardkurve verdinnt in Serum-Dilution-
Puffer im DNAzym-ELISA gemessen. Auf der X-Achsé @ie Konzentration des hgd40
[ng/ml] und auf der Y-Achse die optische Dichte @djich des Leerwertes bei 450 nm
aufgetragen.
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Abb. 41 Nachweis von DNAzym in mit hgd40 versetztenRatten-Serum und -Plasma mittels
Hybridisierungs-ELISAs
Serum und Plasma von unbehandelten Ratten wurdiimetr (1:2, 1:10) und unverdinnt mit
0,625 ng/ml hgd40 versetzt. Die Messung der hgddbziéntration erfolgte mittels DNAzym-
ELISA.
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Fur die Analyse von Organlysaten wurden Nieren uabder unbehandelter Ratten
verwendet. Die Lysate wurden unverdinnt, 1:2 ud® zerdiinnt mit 0,625 und 1,25
ng/ml hgd40 versetzt und im DNAzym-ELISA die hgddOnzentration bestimmt
(Abb. 42). In den 1:2 und 1:10 verdinnten Probendem die Konzentrationen
gemessen, welche vorher zugesetzt wurden. In digenfdenin vivo Versuchen

wurden die Organlysate daher 1:2 verdinnt.
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Abb. 42 Nachweis von DNAzym in mit hgd40 versetztenRatten-Organlysaten mittels
Hybridisierungs-ELISAs
Organlysate von Leber und Niere einer unbehand®&#tdte wurden verdinnt (1:2, 1:10) und
unverdinnt mit 0,625 und 1,25 ng/ml hgd40 vers@i. Messung der hgd40-Konzentration
erfolgte mittels DNAzym-ELISA.

N N\

3.2.4. Initiale Versuche zur Bioverfugbarkeit

In denin vivo Versuchen wurden die GATA-3-spezifischen DNAzyme pbzw. i.n.)
lokal verabreicht. Um zu untersuchen ob es naclaléokApplikation zu einer
systemischen Verteilung im Organismus kommt, wurdimitiale Versuche
durchgefunhrt.

Dafur wurden Balb/c Mause mit 200 pg gd21 i.n. bbeledt (Protokoll s. 2.2.3.1.).
Nach verschiedenen Zeitpunkten (%2, 1%, 4, 8, 12 2#dh) wurde eine BAL
durchgefuhrt. Der zentrifugierte und steril filtie BAL-Uberstand wurde auf die
HPLC-Séaule aufgetragen, in Abb. 43 ist das Chrogratom der BAL 1,5 h nach i.n.
Behandlung dargestellt. Es ist ein deutlicher gB2ak sichtbar. In einer
VergroBerung ist der gd21-Peak, aber kein Abbawnto@rkennbar (Abb. 44).
Dagegen sind 8 h nach i.n. Behandlung mehrere Asbdukte ersichtlich (Abb. 45),

die zukunftig weiter charakterisiert werden mussen.
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Abb. 43 HPLC-Nachweis von gd21 in der BAL 1,5 h ndti.n. Applikation
Eine Maus wurde mit 200 pg gd21 i.n. behandelt.iNB& h wurde eine BAL durchgefihrt.
Die Probe wurde hochtourig zentrifugiert, steritriért und 200 pl auf die HPLC-Saule
aufgetragen. Die rote Kurve zeigt die AbsorptiorA(i) bei 260 nm und somit die DNA an.
Die braune Kurve stellt die Leitfahigkeit dar (m®jc

mAU 25.02 mS/cm
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400 0.0
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200 ‘
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Abb. 44 Gd21-Peak in der BAL 1,5 h nach i.n. Beharidng
Eine Maus wurde mit 200 pg gd21 i.n. behandelt.iNB& h wurde eine BAL durchgefihrt.
200 pl der zentrifugierten und steril filtrierterAB wurden auf die HPLC-S&aule aufgetragen.
Die rote Kurve zeigt die Absorption (mAU) bei 266hrund somit die DNA an. Die braune
Kurve stellt die Leitfahigkeit dar (mS/cm).
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Abb. 45 HPLC-Nachweis von gd21 in der BAL 8 h nachn. Applikation
Eine Maus wurde mit 200 pg gd21 i.n. behandelt.hiN&b wurde eine BAL durchgefiihrt. Die
Probe wurde hochtourig zentrifugiert, steril fd#ri und 200 pl auf die HPLC-Saule
aufgetragen. Die rote Kurve zeigt die AbsorptiorA( bei 260 nm und somit die DNA an.
Die braune Kurve stellt die Leitfahigkeit dar (m®ijc

Da mit der HPLC-Methode nur gd21-KonzentrationenOzb pug detektiert werden
konnen, wurde fir die Detektion im Serum und in &gsaten auch der DNAzym-
ELISA verwendet.

Auch fir diese Versuche wurden Wistar wu Ratterweadet. Diese wurden mit 1
mg hgd40 einmalig i.t. behandelt (s. 2.2.3.2). Na¢h 1, 2, 4 und 8 h wurde eine
retroorbitale Blutentnahme durchgefiihrt und Serueawannen. 24 h nach i.t.
Behandlung erfolgte die finale Blutentnahme zur @Gewng von Serum und Plasma
sowie die Entnahme der BAL und der Organe. Aus@aganen wurden Organlysate

hergestellt.

In der BAL wurden die Leukozyten differenziert, won untersuchen, ob es durch eine
DNAzym-Behandlung zur Induktion einer Entzindungkt®nen kommt. Dies
konnte ausgeschlossen werden, da es zu keinemegnat Neutrophilen oder
Lymphozyten kam (Abb. 46). Die DNAzym-Konzentratiasmrde auch in der BAL
bestimmt. Es konnten auch nach 24 h noch 16,6 niggadO nachgewiesen werden.
(Abb. 47).
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Abb. 46 Verteilung der Leukozyten in der BAL nach it. hgd40-Applikation
Ratten wurden mit 1 mg hgd40 i.t. behandelt. Nagdhh2wurde eine BAL durchgefihrt,
Zytospins erstellt und die Leukozyten nach morpbsichen Kriterien differenziert.

22.5
20.04
= 175
<
AP e
£ 15 e
10 12.5 R
o R
S 100 o
S P
< 75 s
S 5.01 e
P
2.5 —
P
0.0 T '
PBS hgd4cC

Abb. 47 Hgd40-Konzentration in der BAL 24 h nach it. Behandlung
Ratten wurden mit 1 mg hgd40 i.t. behandelt. Nadhh2wurde eine BAL mit 5 ml PBS
durchgefuhrt. Die Messung der hgd40-Konzentratiofolgte mittels DNAzym-ELISA.
Angegeben ist die Menge an hgd40, die sich in deagiten BAL befand.

Die Messungen der hgd40-Konzentration im Serumbengadass schon 30 min nach
i.t. Applikation hgd40 im Serum nachweisbar und gosystemisch verfligbar ist.
Nach 24 h war kein hgd40 mehr im Serum und nur nocthsehr geringer

Konzentrationen im Plasma detektierbar (Abb. 48).
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Abb. 48 Hgd40-Konzentration in Serum und Plasma nati.t. Behandlung mit hgd40
Ratten wurden mit 1 mg hgd40 i.t. behandelt. Nagh D, 2, 4, 8 h wurde eine Blutentnahme
durchgefuihrt und Serum gewonnen. 24 h nach i.t. aBelung erfolgte die finale
Blutentnahme zur Gewinnung von Serum und PlasmaMgissung der hgd40-Konzentration
erfolgte mittels DNAzym-ELISA.

In den Organen, die 24 h nach i.t. Applikation emtimen wurden konnte in Leber
und Niere hgd40 in geringer Konzentration detektregrden, in Hoden und Gehirn

war dieses dagegen nicht moglich (Abb. 49).
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Abb. 49 Hgd40-Konzentration in Organlysaten der Rate 24 h nach i.t. Behandlung mit hgd40
Ratten wurden mit 1 mg hgd40 i.t. behandelt. Nadhh2wurden die Organe entnommen,
schockgefroren und Organlysate hergestellt Die Msgsder hgd40-Konzentration erfolgte
mittels DNAzym-ELISA.
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3.3 Analyse von DNAzymen auf mdgliche immunstimulierend

Wirkungen

Neben der spezifischen Wirkung besteht die Mogkdhkdass therapeutische
Moleklle auch Uber Interaktionen mit anderen Strékt Effekte verursachen, so
genannte Off-Target-Effekte. Diese kdnnen zu eure@pezifischen Aktivierung des
Immunsystems fihren. Es ist bekannt, dass Zelleradgeborenen Immunitat (z.B.
Makrophagen, DCs) durch DNA direkt aktiviert werdkednnen. Eine besondere
Rolle spielt hierbei der TLR-9. Dieser Rezeptordmiurch DNA aktiviert, welche

unmethylierte CpG-Motive enthalt, wodurch die Zella. inflammatorische Zytokine
produziert. DNAzyme sind einzelstrangige DNA-Molékideren katalytische Loop-
Sequenz ein unmethyliertes CpG aufweist. Daduraebé die Méglichkeit, dass es
durch eine Behandlung mit DNAzym zu einer unspseifen Aktivierung der

angeborenen Immunantwort kommen kann. Aufgrund estesgurde eine intensive
Analyse in verschiedenen Systemen beziglich TLRy®nittelter als auch TLR-9-

unabhangiger Off-Target-Effekte durch die eingasetbNAzyme durchgefihrt.

3.3.1. Einfluss von DNAzymen auf TLR-9-transfiziere HEK-Zellen

Zunachst wurde spezifisch eine mdgliche direkte B:=Rktivierung durch
DNAzyme untersucht. In einem ersten Versuchansatzlen dafir HEK293-Zellen
verwendet, die stabil mit einem fir den murinen TR FRodierenden Vektor und
einem Vektor mit einem N&B-Luziferasereporter transfiziert waren. Wenn diese
Zellen Uber TLR-9 stimuliert werden, fuhrt dies emer Aktivierung von NkB und
nachfolgender Expression der Luziferase. Diese t séizziferin um wobei
Chemolumineszenz entsteht, die detektierbar ist.

Die mit dem murinen TLR-9 stabil transfizierten HE¥3-Zellen wurden 24 h mit
den DNAzymen (1 pM) gd21, hgd40 und ODNg inkubigkts Positivkontrolle
wurde der TLR-9-Ligand 1668mCpG und als Negativkaie negODN,
einzelstrangige DNA ohne CpG-Motiv, verwendet. Arlgfiend wurden die Zellen
lysiert und ein Luziferase-Assay durchgefuhrt. Ndas als Positivkontrolle
verwendete 1668mCpG war in der Lage, die Zellenr UHeR-9 zu aktivieren,
erkennbar an der gemessenen hohen Lumineszenz.efan€atz dazu zeigten die
eingesetzten DNAzym-Molekile keine TLR-9-Aktiviegi(Abb. 50).
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Abb. 50 Analyse der Luziferaseaktivitdt von TLR-9/Luziferase-Reporter-transfizierten HEK-
Zellen nach Stimulation mit verschiedenen DNA-Makilen
Stabil transfizierte HEK293-Zellen wurden fir 24kt ®NAzymen (1 uM) inkubiert. Als
Positivkontrolle wurde der TLR-9-Ligand 1668mCpGduals Negativkontrolle negODN
verwendet.

3.3.2. Invitro Einfluss von DNAzymen auf murine Makrophagen

Neben TLR-9 wurden mittlerweile eine Reihe weitsteleklle identifiziert, Uber die

DNA-Molekile zu einer Aktivierung von Immunzelleriihren kénnen. Solche
Aktivitaten wurden in dem beschriebenen HEK-Zelbt@yn nicht erfasst. Daher
wurden Zellen der murine Makrophagenzelllinie J@itdem DNAzym hgd40 (0,05
— 1,0 pM) stimuliert. Diese Zellen exprimieren matherweise TLR-9, aber auch
weitere DNA-erkennende Molekile. Als Positivkonkeolwurde wiederum das
1668mCpG und als Negativkontrolle das negODN vedeern24 h nach Beginn der
Stimulation wurden die Uberstande abgenommen urel Konzentration der

inflammatorischen Zytokinen IL-6, IL-12p40 und TNFmittels ELISA bestimmt. In

diesem Versuch konnte gezeigt werden, dass die DMAznicht in der Lage sind,
murinen Makrophagen zu stimulieren, da kein Anstigg der Freisetzung

inflammatorischer Zytokine beobachtet wurde (Abb). Nur in der Positivkontrolle

kam es, wie erwartet, zur Induktion aller untersaciytokine.
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Abb. 51 Zytokinfreisetzung muriner J774-Zellen nach Inkubation mit verschiedenen
DNA-Molekdilen
J774-Zellen wurden 24 h mit DNAzym hgd40 (0,05 6 1M) stimuliert. Als Positivkontrolle
wurde der TLR-9-Ligand 1668mCpG und als Negativkalig das Oligonukleotid negODN
verwendet. Im Uberstand wurden nach 24 h Stimulatiee Zytokine IL-6, IL-12p40 und
TNF-o mittels ELISA gemessen.
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3.3.3. Aktivierung primarer muriner mononuklearer Zellen invitro

Da es sich bei Zelllinien in den meisten Fallen Tmmorzelllinien handelt, die nicht
immer vergleichbare Reaktionen auf eine Stimulattemen, wie primare Zellen,
wurden im folgenden Versuch MNCs aus Milzen unbele#iar Mause isoliert und
dann fur 24 h mit dem DNAzym hgd40 (0,5 — 1,0 uhkinsliert. Als Positivkontrolle
wurde wiederum 1668mCpG (0,5 — 1,0 uM) und als MNekantrolle negODN
verwendet. Nach der Stimulation wurden die Ubedgiabgenommen und die
Konzentration der Zytokine IL-6, IL-12p40 und TNFmittels ELISA bestimmt. Es
zeigte sich auch hier, dass hgd40 nicht in der Liagemurine MNCs direkt zu
stimulieren. Es wurde lediglich ein Anstieg der @ghproduktion nach Stimulation
mit dem TLR-9-Liganden 1668mCpG beobachtet (Abb. 52

3.3.4. Analyse der Aktivierung von humanen Makrophgenin vitro

Auch der Einfluss von DNAzymen auf humane Makromrmagvurde untersucht.
Hierfir wurden Zellen der U937-Zelllinie verwenddtierbei handelt es sich um
immortalisierte humane Monozyten-Vorlauferzellere dunachst mit 10 mM PMA
fur 24 h ausdifferenziert wurden. Dann wurde dagliM@ bei den nun adharenten
Zellen gewechselt und die Zellen mit DNAzym (0,0418,9 uM) stimuliert. Als
Kontrollen wurde der humane TLR-9-Ligand 2216hCi%9 — 1,18 puM) und der
TLR-4-Ligand LPS (100 ng/ml) verwendet. Nach 24 hrae der Uberstand
abgenommen und die Konzentration der inflammatbesZytokine I1L-6 und TNFe:
mittels ELISA bestimmt. Ein Anstieg der Zytokinkargrationen konnte nur nach
Stimulation mit LPS erreicht werden (Abb. 53). Dengesetzten DNAzyme
stimulierten diese Zellen nicht. Auch das humank6dZpG zeigte keinen Effekt auf
die humanen Makrophagen. Dies lasst sich damitiesk| dass U937-Zellen TLR-9
nicht exprimieren. Aus den Ergebnissen dieses \asansatzes kann daher
geschlussfolgert werden, dass die DNAzyme die hemaviakrophagen nicht tber
TLR-9-unabh&ngige Signalwege stimulieren.
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Abb. 52 Stimulation primarer muriner MNCs mit versc hiedenen DNA-Molekilen
MNCs wurden aus Milzen unbehandelter Balb/c Magsdiart und 24 h mit hgd40 (0,5 -1
uM) stimuliert. Zur Positivkontrolle wurden 1668mGp (0,5 — 1 pM) und als
Negativkontrolle negODN (1 uM) eingesetzt. Die Kentrationen von IL-6, IL-12p40 und
TNF-o wurden mittels ELISA im Uberstand bestimmt. (n¥nicht detektierbar).

109



3. Ergebnisse

100(+ IL-6

9504
900+

850+

T - I -
y S
N
A
N

800
200+

IL-6 [pg/ml]

1504
1004

50+

13000 TNF-a

12000

11006

10000
2006

TNF-alpha [pg/ml]

1006

oL, !

- 100 1,18 0,59 1,18 4,00,07 0,45 0,30 0559 1,18 2,3573 9,45 18,9uM
Med. LPS neg 2216hCpG hgd40
ng/ml ODN

Abb. 53 Stimulation von U937-Zellen mit verschiedeen DNA-Molekilen
U937-Zellen wurden fur 24 h mit 10 mM PMA differéat. Dann folgte die Stimulation mit
hgd40 in ansteigenden Konzentrationen (0,04 — i&%ntsprechend 0,39 — 200 pg/ml). Zur
Kontrolle wurden die Zellen mit LPS (100 ng/ml),g@DN (1,18 uM) und 2216hCpG (0,59 —
1,18 puM) stimuliert. (Med=> Medium).

Wie auch im murinen System, sollten diese Ergelmss primaren humanen Zellen
bestatigt werden. Dazu wurden im folgenden Versowmonukleare Zellen aus
humanen Buffy Coats aufgereinigt und dann Monozytarch Elutriation

angereichert. Nach Differenzierung der Zellen zukiphagen durch erhéhte

Serumkonzentration (5%) im Medium Uber 2 h wurdem Zellen Gber Nacht in
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Medium mit 2% Serum kultiviert. Es folgte die Stilation mit dem DNAzym hgd40
in einem Konzentrationsbereich von 0,05 bis 1,0 |Ndch einer Stimulation Uber
24 h wurden die Uberstande gewonnen und die @&®nzentration mittels ELISA
bestimmt. Eine Induktion von TNé&-wurde nur durch die Stimulation mit LPS
erreicht. Die primaren humanen Makrophagen wurdeht durch das DNAzym
hgd40 stimuliert (Abb. 54). Dieses Ergebnis konittereinstimmend mit Zellen von
drei verschiedenen Spendern gezeigt werden. DaeiMakrophagen im Gegensatz
zu murinen Makrophagen keinen TLR-9 exprimierentdeuauch hier keine Zytokin-
Induktion nach Stimulation mit 2216hCpG beobachtet.
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Abb. 54 Analyse der TNFe-Freisetzung durch primére humane Makrophagen nachDNAzym-
Stimulation

Aus Buffy Coats wurden MNCs mittels Dichtegardierentrifugation separiert. Dann
wurden Monozyten durch Elutriation angereichert. ed®i wurden durch erhohte
Serumkonzentration (5%) differenziert. Nach tUberciNaKultivierung bei nur 2% Serum
wurden die Zellen fir 24 h mit DNAzym stimuliert,(® — 1 uM). Als Kontrollen wurden
LPS, negODN und 2216 hCpG verwendet. TiNfwurde im Uberstand mittels ELISA
bestimmt.

3.3.5. Untersuchung der Superoxidradikalfreisetzundiumaner Granulozyten
Neben der Zytokinfreisetzung gibt es weitere Patameum Nachweis einer
Aktivierung von Zellen des angeborenen ImmunsysterDszu gehort der

.Respiratory Burst. Dieser bezeichnet die Fahigkeon Phagozyten, nach
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Aktivierung reaktive Sauerstoffradikale freizusetzeDie bei diesem Vorgang
erzeugte Chemolumineszenz kann durch Zugabe voigénin verstarkt und im

Luminometer gemessen werden. Diese Analyse wumigesetzt, um den direkten
Einfluss von DNAzymen auf humane Granulozyten ziersuchen.

Fur diese Untersuchung wurde humanes Vollblut vedee Den gré3ten Anteil der
Zellen im Vollblut stellen die Erythrozyten daredilurch Lyse entfernt wurden. Die
verbleibenden Leukozyten, zum grof3ten Teil Grandtz, wurden fir 1 h in Kultur

genommen, dann wurden die Zellen mit hgd40 bzw. @OMN,6 — 200 pg/mli)

stimuliert. Als Positivkontrolle wurde Zymosan A rweendet. Diese Hefepartikel
stimulieren Zellen Uber TLR-2. Direkt nach Zugaber dStimulantien wurde

Luzigenin zugegeben und die LumineszenzfreisetZibey einen Zeitraum von 1 h
analysiert. Die Positivkontrolle mit Zymosan A Zeigeinen raschen Anstieg der
Superoxidradikalfreisetzung. Durch Inkubation ngd0 bzw. ODNg konnte keine
Superoxidradikalfreisetzung induziert werden (AS5).
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Abb. 55 Analyse der Superoxidradikalfreisetzung duch primare humane Granulozyten nach
DNAzym-Inkubation
Humane Granulozyten wurden aus Vollblut isoliertl umit ansteigenden Konzentrationen der
DNAzyme hgd40 und ODNg und der Positivkontrolle fygan stimuliert. Dargestellt ist die
mit Luzigenin-vergleichbare Lumineszenz als MagsdiéSuperoxidradikalfreisetzung (RLU
= relative Lichteinheit).
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3.3.6. Analyse der Degranulation humaner Mastzellenund basophiler
Granulozyten nach DNAzym-Stimulation
Mastzellen haben eine wichtige Bedeutung bei ddehdggnese des allergischen
Asthma bronchiale. Allergenspezifisches IgE bindeéer den FeR an Mastzellen,
kommt es dann zu einer Kreuzvernetzung dieses Rasegurch das Allergen, dann
schitten die Mastzellen Mediatoren (z.B. Histarhgykotriene) aus, die u.a. zu einer
akuten Bronchoobstruktion flhren. Daher sollte assglossen werden, dass
Mastzellen direkt durch DNAzym aktiviert werden, fitla wurde ein Mastzell-
Degranulationstest eingesetzt.
Hierflr wurden humane Mastzellen der HMC-1-Zellirdusgeséat und stimuliert. Als
Positivkontrolle wurde lonomycin verwendet (0,05160 pg/ml). Die DNAzyme
gd21 und hgd40 wurden in einem Konzentrationsbleremn 0,0005 — 2 mg/ml
verwendet. Nach einer Stimulation von 30 min bePG7%vurde der Uberstand
abgenommen und in diesem-Hexoaminidase als Mediator der Mastzell-
Degranulation analysiert (freundlicherweise durétige in der AG von Frau PD Dr.
Dr. I. Pali, Medizinische Universitat Wien). In dEm Versuch konnte nachgewiesen
werden, dass die eingesetzten DNAzyme keine Detaaomu von Mastzellen
induzieren (Abb. 56).

Auch basophile Granulozyten sind in der Lage, diKokuzvernetzung des &R zu
degranulieren. Wie fur Mastzellen beschrieben, kones auch hier zu einer
Freisetzung vonp-Hexoaminidase. Um den Einfluss von DNAzymen aué di
Degranulation von Basophilen zu untersuchen wueterd Folgenden beschriebene
Versuch im Labor von Frau PD Dr. Dr. I. Pali frelicderweise durchgefiihrt. Mit
murinem bzw. humanem &R stabil transfizierte RBL-Zellen wurden mit hgd40
(0,002 — 2000 pg/ml) stimuliert. Als Positivkonteolwurde lonomycin verwendet.
Zusatzlich wurde als Kontrolle Triton X100 eingesetlieses verursacht eine Zelllyse
und damit eine vollstdndige Hexoaminidase-FreisggzuNach einer 30minutigen
Inkubation wurde der Uberstand abgenommen und peilexoaminidase-Assay
durchgefuhrt (Abb. 57). In beiden Fallen konntenkeHexoaminidase-Freisetzung

nach hgd40-Inkubation beobachtet werden.
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Abb. 56 Hexoaminidase-Freisetzung humaner Mastzetlenach DNAzym-Inkubation
HMC-1-Zellen wurden ausgeséat und mit hgd40 und gd2dinem Konzentrationsbereich von
0,0005 — 2 mg/ml stimuliert. Als Positivkontrolleurde lonomycin (0,05 — 100 pg/ml)
verwendet. Nach einer 30miniitigen Inkubation be&iG3Wurde der Uberstand abgenommen
und p-Hexoaminidase im Uberstand nachgewiesen.
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Abb. 57 Hexoaminidase-Freisetzung von Basophilen oha Inkubation mit hgd40
Mit murinem (A) bzw. humanem (B) ERezeptor transfizierte RBL-Zellen wurden fur 30 min
mit hgd40 in verschiedenen Konzentrationen (0,0@0D60 pg/ml) inkubiert. Als Kontrollen
wurden lonomycin (lono.) und Triton X100 verwenddach einer 30minitigen Stimulation
wurde der Uberstand abgenommen undpdelexoaminidase-Assay durchgefiihrt. Angegeben
ist die B-Hexoaminidase-Ausschittung relativ zur Triton in@uter Freisetzung (100 %).

Bei einem Patienten mit allergischem Asthma braaehisind die FR mit
allergenspezifischem IgE besetzt. Um zu zeigens @@s auch in dieser Situation
durch DNAzym zu keiner Kreuzvernetzung mit ansdigieder Degranulation der
Mastzellen kommt, wurde der folgende Versuch koerip Hierfir wurden RBL-
Zellen mit dem humanen &R verwendet. Bevor die Stimulation mit dem DNAzym
(0,03 — 3 mg/ml) erfolgte, wurden die Zellen furh2mit IgE-haltigem humanem
Serum (50 — 1500 ng/ml IgE) inkubiert. Danach wardige Zellen fur 30 min mit
hgd40 (0,002 — 2000 pg/ml) stimuliert. lonomycinrdel wie bereits beschrieben als
Positivkontrolle verwendet. Auch beim Vorhandensein IgE fiihrt eine Inkubation

von DNAzym zu keiner Hexoaminidase-Freisetzung (Ai8).
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Abb. 58 Freisetzung vonp-Hexoaminidase durch Stimulation von Basophilen mithgd40 nach
vorheriger Inkubation mit humanem IgE
Rattenbasophile (RBL-Zellen), welche den humanetREzeptor trugen wurden zuerst mit
humanem IgE-haltigem Serum (50 — 1500 ng/ml IgE) Zth inkubiert. Dann wurden die
Zellen mit DNAzym hgd40 (0,03 — 3 mg/ml) stimuliefls Positivkontrolle wurde lonomycin
(lono.) und fir eine 100%ige Freisetzung Triton wemdet. Nach einer 30mindtigen
Stimulation wurde der Uberstand abgenommen ung-texoaminidase-Assay durchgefiihrt.
Angegeben ist diB-Hexoaminidase-Ausschittung in % von Triton.

3.3.7. Untersuchung von DNAzymen auf Off-Target-Effektein vivo

In den vorhergehenden Versuchen wurden DNAzyme ma@gliche Off-Target-
Effekte inin vitro Versuchen eingehend untersucht. Dabei wurde at@er nur die
Aktivierung spezieller Zellen unabhéngig voneinand@alysiert. Um DNAzyme
bezuglich mdglicher Off-Target-Effekte vivo zu untersuchen, wurden Balb/c-Mause
mit 200 ug DNAzym, gd21 bzw. hgd40, i.p. behandagls Positivkontrolle wurde
das 1668mCpG und als Negativkontrolle das negOPWNeijs 200 pg, eingesetzt. 24
h nach Applikation der DNA-Molekile wurde eine Remeallavage durchgefuhrt und
Serum gewonnen und die Zytokinkonzentrationen miEISA bestimmt. In diesem
Versuch konnte gezeigt werden, dass die verwend&ikzymein vivo keine lokale
und auch keine systemische Entziindungsreaktiorziaedin. Nur die Behandlung mit
dem TLR-9-Liganden 1668mCpG fuhrte zu einem Anstiaflammatorischer
Zytokine (Abb. 59).
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Abb. 59 Zytokinproduktion in Serum und Peritoneallavage 24 h nach i.p. gd21-Applikation
Balb/c-Mause wurden i.p. mit 200 pg DNA (mCpG166821, hgd40) i.p. behandelt. Nach
24 h wurde eine Peritoneallavage durchgefiihrt 8acum abgenommen. Die Analyse der
Zytokin erfolgte mittels ELISA.

3.3. Einfluss GATA-3-spezifischer DNAzyme auf die allegische

Atemwegsentziindungn vivo
In den bisher beschriebenen Versuchen konnte @ieifigche katalytische Aktivitat
der GATA-3-spezifischen DNAzyme nachgewiesen werdéuwf3erdem wurde
gezeigt, dass die eingesetzten DNAzyme keine imtmuakatorischen Eigenschaften

haben und 30 min nach i.t. Behandlung systemisdkigiear sind.

Die therapeutische Wirksamkeit der GATA-3-spezlie DNAzyme wurde nun
zunédchst in einem Mausmodell einer akuten allehgisc Atemwegsentziindung
untersucht. Dabei wurden weibliche Balb/c-Mausedztist gegen OVA sensibilisiert
und 10 Tage spater einem OVA-Aerosol exponiertaldrzur OVA-Provokation
erfolgte die i.n. Behandlung mit den DNAzymen gdizv. hgd40. In diesem System
stellt dieses eine praventive Behandlung dar, aa Zaitpunkt der Behandlung noch
keine pathologischen Veranderungen ausgepragt sibie Zahlung und
Differenzierung der BAL-Zellen ergab, dass sowad23 als auch hgd40 in der Lage
sind, die Gesamtzahl an Leukozyten als auch im islez die Anzahl der
eosinophilen Granulozyten in der BAL signifikant mduzieren, ohne dass dabei ein
Anstieg von Neutrophilen oder Lymphozyten beobaochtede (Abb. 60).
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Abb. 60 Leukozyten in der BAL nach praventiver Behadlung mit DNAzym
Balb/c Mause wurden, wie unter 2.2.2.2.a beschnight OVA sensibilisiert und provoziert.
Einen Tag vor der ersten Provokation (Tag 24) umdlen darauf folgenden Tagen 25 bis 27
wurden die Tiere mit 200 pg gd21 bzw. hgd40 i.maralelt. Die BAL wurde 48 h nach der
letzten i.n. Behandlung durchgefiihrt. Die Differiemang der Leukozyten erfolgte nach
morphologischen Kriterien. Signifikante Unterscliegegeniiber der unbehandelten OVA-
Gruppe: *** p<0,001; n.s=> nicht signifikant.
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Die Analyse der Zytokine in der BAL zeigte einersfikante Reduktion der Ratio
von IL-5 zu IFNy. Auch die BAL-Konzentration von IL-13 war signifikt reduziert.
Dieses Ergebnis konnte sowohl mit dem DNAzym gdBlaach mit hgd40 erreicht
werden (Abb. 61).
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Abb. 61 Zytokine in der BAL nach praventiver Behandung mit DNAzym
Balb/c Mause wurden, wie unter 2.2.2.2.a beschniebeét OVA sensibilisiert und provoziert.
Einen Tag vor der ersten Provokation (Tag 24) umden darauf folgenden Tagen 25 bis 27
wurden die Tiere mit 200 pg gd21 bzw. hgd40 i.marelelt. Die BAL wurde 48 h nach der
letzten i.n. Behandlung durchgefiihrt. Die Konzetigreen von IL-5 und IFNs wurden mittels
CBA und die IL-13-Konzentration mittels ELISA bestint. Signifikante Unterschiede
gegeniber der unbehandelten OVA-Gruppe: * p<0,85p%0,001.

Im nachsten Versuch sollte untersucht werden, elbdobachteten Effekte auch nach
einer weiteren Provokation jedoch ohne weitere Bdheng nachzuweisen sind.
Dafur wurden Balb/c-Méause wie im vorherigen Versuobschrieben mit OVA
sensibilisiert, einem OVA-Aerosol exponiert undgewaben beschrieben, mit 200 ug
gd21 i.n. behandelt. Zehn Tage nach der letzten ®Y#vokation wurden die Tiere
erneut an drei aufeinander folgenden Tagen einenA-@&fosol ausgesetzt, ohne
dass eine zusatzliche DNAzym-Behandlung erfolgt@.82.2.c). Am folgenden Tag
wurde die Atemwegsreaktivitait gegeniber MCh mitteléead-out Body-
Plethysmographie gemessen. Hier konnte gezeigtemerdass auch nach erneuter
Allergenexposition eine noch tendenziell verbesserAtemwegsreaktivitat
aufzuzeigen ist (Abb. 62).
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Abb. 62 Atemwegsreaktivitat gegeniiber Methacholin &i akut allergischer Atemwegsentziindung
14 Tage nach Absetzen der gd21-Behandlung
Balb/c Mause wurden, wie unter 2.2.2.2.c beschrielrét OVA sensibilisiert und provoziert.
Einen Tag vor der ersten Provokation (Tag 23) umdlen darauf folgenden Tagen 24 bis 26
werden die Tier mit 200 ug DNAzym i.n. behandel@ Tage nach der letzten OVA-
Provokation wurde erneut dreimal mit OVA-Aerosobyoziert. Am folgenden Tag wurde die
Messung der Atemwegsreaktivitat mittels Head-ouly\BBlethysmographie durchgefihrt.
n.s.—> nicht signifikant gegenuber unbehandelter OVA-Grelp

In der BAL wurde auch zu diesem Zeitpunkt eine Réidan der Gesamtzellzahl und
der Eosinophilen nachgewiesen, allerdings warersedignterschiede nicht mehr
signifikant (Abb. 63).

Auch konnte nach der wiederholten Provokation in BIl&L noch eine signifikante
Reduktion der Zytokine IL-13 und KC nachgewieserrdea. KC ist das murine
Homolog des humanen Chemokins IL-8 (Abb. 64).

Die Behandlung mit GATA-3-spezifischem DNAzym sgcfiei somit einen
anhaltenden Effekt auf eine akute allergische Ategsentzindung zu haben.
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Abb. 63 Leukozyten in der BAL 14 Tage nach Absetzeder gd21-Behandlung
Balb/c Mause wurden, wie unter 2.2.2.2.c beschrielrét OVA sensibilisiert und provoziert.
Einen Tag vor der ersten Provokation (Tag 23) umden darauf folgenden Tagen 24 bis 26
wurden die Tier mit 200 pg DNAzym i.n. behandel@ Tage nach der letzten OVA-
Provokation wurde erneut dreimal mit OVA-Aerosobyoziert. Die BAL wurde 48 h nach
der letzten OVA-Provokation durchgefihrt. Die Difazierung der Leukozyten erfolgte nach
morphologischen Kriterien. n.& nicht signifikant gegeniiber unbehandelter OVA-Gaaip
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Abb. 64 Konzentration der Zytokine IL-13 und KC in der BAL 14 Tage nach Absetzen der
DNAzym-Behandlung
Balb/c Mause wurden, wie unter 2.2.2.2.c beschrielrét OVA sensibilisiert und provoziert.
Einen Tag vor der ersten Provokation (Tag 23) umden darauf folgenden Tagen 24 bis 26
wurden die Tier mit 200 pg DNAzym i.n. behandel@ Tage nach der letzten OVA-
Provokation wurde erneut dreimal mit OVA-Aerosobyoziert. Die BAL wurde 48 h nach
der letzten OVA-Provokation durchgefiihrt. Die Masguder Zytokine erfolgte mittels
ELISA. Signifikante Unterschiede gegenlber der tialneelten OVA-Gruppe: * p<0,05.

Der Nachteil des praventiven Behandlungsmodellsdiass hier vor dem Einsetzen
der pathologischen Veranderungen des allergischsthrmda bronchiale mit der
Behandlung begonnen wird. Dies entspricht nicht Siéwation beim Patienten, wo
eine Behandlung erst bei bestehender Symptomagorimen wird. Um dies im

Tiermodell nachzustellen, wurden Balb/c-Mause mtACsensibilisiert und an den

Tagen 24 — 26 mit OVA-Aerosol provoziert. Zehn Tegpgiter wurden die Tiere
erneut einem OVA-Aerosol ausgesetzt und parallélgei2l behandelt (s. 2.2.2.2.b).
Die Behandlung erfolgte hier also zu einem Zeitgurdn dem die allergische
Entzindungsreaktion in den Atemwegen bereits ebhar, so dass hier von einer
therapeutischen Applikation gesprochen werden kann.

Um zusatzlich einen Hinweis Uber die Dosis-WirkuBgziehung zu bekommen
wurden drei verschiedene Konzentrationen des DNAzga21l (50, 200, 500 ug)
verwendet. 24 h nach der letzten Behandlung wurde Atemwegsreaktivitat

gemessen. Es stellte sich heraus, dass auch lbapéutischer Behandlung mit gd21
eine signifikante Verbesserung der Atemwegsred§tivierzielt werden kann

(Abb. 65).
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Abb. 65 Atemwegsreaktivitait nach  therapeutischer Beandlung mit  ansteigenden
DNAzym-Konzentrationen
Balb/c Mause wurden, wie unter 2.2.2.2.b beschrnigh@t OVA sensibilisiert und provoziert
(Tag 24 bis 26). Ein zweiter Zyklus aus drei OVAsfarkationen erfolgte an den Tagen 36 bis
38 wahrend dieses Zeitraumes erfolgte die i.n. Belag mit gd21 in verschiedenen
Konzentrationen (50, 200, 500 pg). Am folgenden Tagrde die Messung der
Atemwegsreaktivitat mittels Head-out Body-Plethygmaphie durchgefihrt. Signifikante
Unterschiede gegentuiber der unbehandelten OVA-Grupp<0,05; ** p<0,005; n.s> nicht
signifikant.

Am folgenden Tag wurde die BAL durchgefiihrt. Duttlerapeutische Behandlung
mit 200 pug und 500 pug gd21 konnte eine signifikd®éeluktion der Gesamtzellzahl
als auch der Eosinophilenzahl in der BAL erreicldraen. Eine Dosis von 50 g
gd21 dagegen hatte keinen signifikanten Effekt digf Zellzahlen in der BAL

(Abb. 66). Zur Beurteilung der Lungenpathologie @en die Lungen in situ fixiert, in
Paraffin eingebettet, Paraffinschnitte wurden m&BHbzw. PAS gefarbt. In der
H&E-Farbung ist eine starke peribronchiale und vyaekulare Infiltration von

Entziindungszellen in der OVA-Gruppe im Gegensatz PBIS-Gruppe erkennbar.
Durch die Behandlung mit 200 pg und auch mit 500gd81 konnte eine deutliche
Reduktion dieser Infiltration erreicht werden, 5@ jgd21 waren dazu nicht
ausreichend (Abb. 67).
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Abb. 66 BAL-Zellen nach therapeutischer Behandlung mit ansteigenden DNAzym-
Konzentrationen
Balb/c Mause wurden, wie unter 2.2.2.2.b beschrigh@t OVA sensibilisiert und provoziert
und therapeutisch mit gd21 in verschiedenen Komagahen (50, 200, 500 pg) behandelt.
Die BAL wurde 48 h nach der letzten OVA-Provokatidarchgefihrt. Die Differenzierung
der Leukozyten erfolgte nach morphologischen Kigter Signifikante Unterschiede
gegeniber der unbehandelten OVA-Gruppe:*p<0,05<8,005; *** p<0,001.
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Mit der PAS-Farbung werden mukusproduzierende Beellen rot angefarbt. Diese
Zellen sind in der OVA-Gruppe in grol3er Zahl vortlan und somit gut erkennbar. In
der Gruppe die mit 50 pg gd21 behandelt wurdegliesstes ebenfalls noch der Fall,
aber durch Behandlung mit 200 pg bzw. 500 pg gdfzinte eine starke Reduktion
der Anzahl der Becherzellen erreicht werden, scs dis Lungenhistologie nach
dieser Behandlung fast der von PBS-Tieren entspiidtb. 67).

In den bisher dargestellten Versuchen konnte genagden, dass die beiden GATA-
3-spezifischen DNAzyme gd21 und hgd40 sowohl beiventiver als auch bei
therapeutischer Behandlung in einer Dosis von nsiteess 200 pg einen positiven
Einfluss auf die Pathogenese einer akuten alldigisAtemwegsentziindung haben.
Wie einleitend dargestellt, werden in der Humanmedin der Praxis zum grof3en
Teil Glukokortikoide als Mittel der Wahl zur Theiapdes Asthma bronchiale
verwendet. Daher sollten in einem direkten Verdlaite Wirkung von hgd40 und
Budesonid (Pulmicort), das fir die humane Asthnmraghie Anwendung findet,
analysiert werden. Dafir wurde auf das praventivehahdlungsprotokoll
zuruckgegriffen. Balb/c-Mause wurden mit OVA zwelmsansibilisiert und 10 Tage
spater einem OVA-Aerosol exponiert. Parallel zur AORrovokation wurden die
Tiere mit 200 pg des DNAzyms hgd40, 200 pug des KtiDNAzyms ODNg oder
10 pg Budesonid (verdiunnt in PBS) i.n. behandel.s2.2.d).

Die Quantifizierung der Zellen in der BAL ergab,sdaes durch eine Behandlung
sowohl mit hgd40 als auch mit Budesonid zu eingnifikanten Reduktion der
Gesamtzellzahl als auch der Eosinophilenzahl ingMe&h zur OVA-Gruppe kam,
wahrend das Kontroll-DNAzym ODNg keinen Effekt zeig(Abb. 68). In der
mikroskopischen Analyse der Lungenhistologie konwntée erwartet, eine starke
Infiltration von Entziindungszellen in das Gewebeeén OVA-Gruppe im Gegensatz
zur PBS-Gruppe beobachtet werden. Diese Infiltnatiwurde durch hgd40-
Behandlung fast vollstandig verhindert, wahrends dierch Budesonid nur partiell
erreicht wurde. ODNg hatte keinen Effekt. Ebensarite gezeigt werden, dass es
durch hgd40 zu einer Verminderung der Anzahl arhBezellen gegentiber der OVA-
Gruppe kam. Dieser Effekt war in der Budesonid-@rupicht so stark ausgepragt
und in der ODNg-Gruppe nicht vorhanden (Abb. 69).
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Abb. 67 Lungenhistologie nach therapeutischer Behatiung mit gd21
Balb/c Mause wurden, wie unter 2.2.2.2.b beschrnigh@t OVA sensibilisiert und provoziert
und therapeutisch mit gd21 in verschiedenen Komagohen (50, 200, 500 ug) behandelt.
Die Lunge wurde in situ mit Formalinlésung fixieRaraffinschnitte wurden mit H&E und
PAS gefarbt.
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Abb. 68 Leukozytenverteilung in der BAL nach préveriver Behandlung mit DNAzym bzw.
Budesonid
Balb/c Mause wurden, wie unter 2.2.2.2.d beschrigh@t OVA sensibilisiert und provoziert
und mit 200 pg hgd40 bzw. Kontroll-DNAzym ODNg imekgleich mit 10 pg Budesonid
(Bud.) behandelt. Die BAL wurde 48 h nach der EtzOVA-Provokation durchgefiihrt. Die
Differenzierung der Leukozyten erfolgte nach moitph@schen Kriterien. Signifikante
Unterschiede gegenuber der unbehandelten OVA-Gruppx0,005; *** p<0,001.
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Abb. 69 Lungenhistologie nach praventiver Behandlug mit DNAzym bzw. Budesonid
Balb/c Mause wurden, wie unter 2.2.2.2.d beschrieb@t OVA sensibilisiert und provoziert
und mit 200 pg hgd40 bzw. Kontroll-DNAzym ODNg imekgleich mit 10 pg Budesonid
behandelt. Die Lunge wurde in situ mit Formalinléguixiert. Paraffinschnitte wurden mit
H&E und PAS gefarbt. Die Pfeile zeigen auf PAS-pesiZellen.
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In den tierexperimentellen Modellen einer akutdergischen Atemwegsentziindung
kommt es nicht zum Umbau (Remodelling) in den Ategen der Lunge. Dieser
Prozess ist jedoch charakteristisch fir die Pathege des humanen Asthma
bronchiale und kann durch chronische Allergenexmysauch im Tiermodell erreicht
werden (Wegmann, M. et al.,, 2005). Um den Einflues GATA-3-spezifischen
DNAzymen in einem Modell zu untersuchen, welches anesten die humane
Situation widerspiegelt, wurde der Einfluss von hd& einem chronischen Modell

das allergischen Asthma bronchiale untersucht.

Daflir wurden Balb/c-Mause mit OVA dreimal sensgért und Uber einen Zeitraum
von sechs Wochen zweimal pro Woche einem OVA-Adragsgesetzt. Erst danach
wurde mit der Behandlung mit dem DNAzym gd21 begonnDie Behandlung

erfolgte an drei aufeinander folgenden Tagen, walmeiden letzten beiden Tagen
zusatzlich eine Exposition mit OVA-Aerosol erfolgt®ieses Prozedere wurde
woOchentlich Uber einen Zeitraum von acht Wochercligefuhrt (s.2.2.2.3). Einen
Tag nach der letzten Behandlung wurde die Atemveadsivitat gegenuber MCh

bestimmt. Durch die i.n. Behandlung mit gd21 koreitee partielle Verbesserung der

Atemwegsreaktivitat erreicht werden (Abb. 70).
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Abb. 70 Atemwegsreaktivitat gegenliber Methacholin ach therapeutischer Behandlung im
chronischen Modell des allergischen Asthma bronchia
Balb/c Mause wurden, wie unter 2.2.2.3. beschrieb@h OVA sensibilisiert und provoziert
und mit 200 pg gd21 i.n. behandelt. Die MessungAtemwegsreaktivitit erfolgte mittels
Head-out Body-Plethysmographie. Signifikante Uridbiesde gegentber der unbehandelten
OVA-Gruppe: n.s=> nicht signifikant.

Um den Einfluss der Behandlung auf die humorale umamtwort zu untersuchen,

wurden im Serum die Titer OVA-spezifischer Immurglbne gemessen. In der
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OVA-Gruppe waren hohe OVA-spezifische Titer der lomglobuline IgE, IgG1 und
IgG2a messbar. In der PBS-Gruppe waren, wie zureamwakeine OVA-spezifischen
Immunglobuline detektierbar. Durch die Behandlung gu21 konnte eine leichte
Verminderung des IgE-Titers und eine signifikantedBktion von IgG1 und IgG2a
erreicht werden (Abb. 71).
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Abb. 71 Immunglobulinstatus nach therapeutischer Bleandlung mit gd21 im chronischen
Asthmamodell
Balb/c Mé&use wurden, wie unter 2.2.2.3 beschrieb@h ,OVA sensibilisiert und provoziert
und mit 200 pg gd21 i.n. behandelt. Die Seren wuetkeh nach der letzten OVA-Provokation
abgenommen. Die Bestimmung der OVA-spezifischen imgiobuline IgE, 1gG1 und 1gG2a
erfolgte mittels ELISA. Signifikante Unterschiedeeggniiber der unbehandelten OVA-
Gruppe: * p<0,05; *** p<0,001; n.s> nicht signifikant.

Hinsichtlich der Entziindungsreaktion in den Atemeregonnte gezeigt werden, dass
es durch eine Behandlung mit gd21 zu keiner Venamdein der Gesamtzahl der
Zellen in der BAL, aber zu einer signifikanten Rktilon der Eosinophilen nach
therapeutischer Behandlung auch im chronischen Mdaenmt (Abb. 72). Den
grol3ten Anteil an den BAL-Zellen stellten in diesdodell die Makrophagen dar,
die Infiltration von Entztiindungszellen in die BAdt hier generell deutlich schwécher
ausgepragt als in den akuten Modellen (Wegmanret L., 2005).
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Abb. 72 Leukozytenverteilung in der BAL nach theraputischer Behandlung im chronischen

Asthmamodell

Balb/c Mé&use wurden, wie unter 2.2.2.3 beschrieb@h,OVA sensibilisiert und provoziert
und mit 200 pug gd21 i.n. behandelt. Die BAL wurdehinach der letzten OVA-Provokation
durchgefiihrt. Die Differenzierung der Leukozytefoklgte nach morphologischen Kriterien.
Signifikante Unterschiede gegeniber der unbehamd&iA-Gruppe: * p<0,05.
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Zur Untersuchung der Entziindungssituation im Geweberlen die Lungen fixiert
und in Paraffin eingebettet. Durch immunhistocheimésAnfarbung mit Hilfe eines
anti-CD3 Antikorpers wurden T-Zellen im Gewebe #ien gemacht. In Abb. 73 A ist
deutlich zu erkennen, dass bei den Tieren der OVépge im Vergleich zu PBS-
Tieren eine hohe Anzahl an T-Zellen in das Gewaelfitriert sind. In der mit gd21
behandelten Gruppe sind deutlich weniger T-Zellekemnbar. Die Becherzellen
wurden mit PAS gefarbt und es zeigte sich, das®WA-Tieren auch in diesem
Modell deutlich mehr PAS-positive Zellen im Bronslepithel gegenuber der PBS-
Gruppe zu finden sind und dass diese Zahl durch-@#handlung deutlich verringert
werden konnte (Abb. 73 B).
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Abb. 73 Analyse  der therapeutischen DNAzym-Behandhg auf T-Zell-Infiltration,
Becherzellhyperplasie und Kollageneinlagerung im atonischen Modell
Balb/c Mause wurden, wie unter 2.2.2.3 beschrieb@h,OVA sensibilisiert und provoziert
und mit 200 pug gd21 i.n. behandelt. Die Lunge wuirdesitu mit Formalinldsung fixiert.
Paraffinschnitte wurden immunhistologisch mit abB3 (A) bzw. mittels PAS (B) oder
Sirius-Red/Fast-Green (C) angefarbt.
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Um einen genaueren Vergleich beziglich der BechHerzeu bekommen, wurden
Anzahl an Becherzellen und Mukusvolumen jeweilsogen auf die Epithelflache
morphometrisch bestimmt. Diese Untersuchungen wuifdeundlicherweise durch
Herrn Dr. Ali Onder Yildirim aus unserer Arbeitsgpe durchgefihrt. Die dabei
erhaltenen Daten zeigen, dass die in der OVA-Grupperliegende
Becherzellhyperplasie und Mukushypersekretion dugd1 signifikant reduziert
werden konnte (Abb. 74).
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Abb. 74 Einfluss der therapeutischen DNAzym-Behanding auf Becherzellhyperplasie und
Mukushypersekretion im chronischen Modell
Balb/c Mause wurden, wie unter 2.2.2.3 beschrieb@h,OVA sensibilisiert und provoziert
und mit 200 pg gd21 i.n. behandelt. Die Lunge wuirdesitu mit Formalinldsung fixiert.
Paraffinschnitte wurden mit PAS gefarbt. Die Sdeenivurden morphometrisch ausgewertet
indem der prozentuale Anteil der Becherzellen bemoguf die Epitheloberflache und das
Mukusvolumen bezogen auf die Epithelflache berechneden. Signifikante Unterschiede
gegeniiber der unbehandelten OVA-Gruppe: ** p<0,605p<0,001.

Ein wichtiger Parameter des Atemwegs-Remodellingis die Verdickung der

peribronchialen Kollagenschicht. Um diese zu anatgs, wurde Kollagen in den

Lungenschnitten mit Sirius-Red/Fast-Green-Farbungt r=angefarbt. In den

histologischen Praparaten ist deutlich zu erkenmass in den OVA-Tieren im

Vergleich zu den PBS-Tieren eine Verdickung didsalfagenschicht vorhanden ist.
Durch gd21-Behandlung konnte eine Verminderung<adiagenschichtdicke erreicht

werden (Abb. 73 C).

Die bereits in den akuten Modellen der allergiscAgamwegsentziindung gezeigten
therapeutischen Effekte von GATA-3-spezifischen DiyWden konnten somit auch in
einem chronischen Modell fir das allergische Asttmanchiale bestatigt werden.
Zudem wurden positive Effekte auf die EntwicklungsdAtemwegs-Remodellings

aufgezeigt.
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4. Diskussion

Das allergische Asthma bronchiale ist charaktatisidurch eine chronische
Entzindung der Atemwege mit Atemwegshyperreagiilitund erhéhter
Mukussekretion (Busse, W.W. et al., 2001). Daslardiiche Infiltrat der Lunge setzt
sich aus eosinophilen Granulozyten und Lymphozyasammen (Jeffery, P.K.,
1992). Aus den Atemwegen von Asthmatikern isoli€@®4’-T-Zellen zeigen eine
erhohte Expression des Transkriptionfaktors GAT/MN&kamura, Y. et al., 1999).
GATA-3 fordert die Th2-Zelldifferenzierung und -Akierung, gekennzeichnet durch
die Expression der Th2-Zytokine IL-4, IL-5 und I3;1und ist damit wesentlich an
der Entwicklung einer allergischen Immunantwortefiggt (Zhu, J. et al., 2006).
GATA-3 ist zudem nicht nur in Th2-Zellen exprimieth Thl-Zellen fuhrt eine
erhohte Expression von GATA-3 zu einer Suppressan T-bet und inhibiert somit
die Thl-Differenzierung (Kurata, H. et al., 1999y#&hg, E.S. et al., 2005). Auch in
Treg hat GATA-3 eine supprimierende Wirkung auf die Eegsion des fur diese
Zellen wichtigen Transkriptionsfaktors FoxP3. Didnibition erfolgt hier direkt durch
die Bindung von GATA-3 an den FoxP3-Promotor (MgnieY. et al., 2007). Des
Weiteren ist bekannt, dass eine UberexpressionGANA-3 in T-Zellen transgener
Mause spontan zu einer verstarkten Atemwegshypphigtit, einer verstarkten
subepithelialen Fibrose und zu einer Hyperplasie glatten Muskulatur fihrt
(Kiwamoto, T. et al., 2006; Yamashita, N. et aD08). GATA-3 hat folglich eine
zentrale Bedeutung in der Asthmapathogenese.

Die Therapie des allergischen Asthma bronchialeebagur Zeit primar auf einer
symptomatischen Therapie mit einer Kombination rasshwirksamen ICS und einer
Dauertherapie mit LABA. Diese fuhren jedoch bei gagitbehandlung haufig zu
Nebenwirkungen (Buhl, R. et al., 2006), weshalben8trategien zur Behandlung des
allergischen Asthma bronchiale notwendig sind. GAY Atellt auf Grund seiner
zentralen Rolle ein interessantes Zielmolekul fieeherapeutische Intervention dar.
Im Vergleich zu sezernierten Mediatoren, wie z.B.ytakinen, oder
Oberflachenrezeptoren, sind Transkriptionsfaktoranf Grund ihrer obligat
intrazellularen Lokalisation jedoch schwierig zuress$ieren. Die Entwicklung von
Inhibitoren mit herkdbmmlichen Methoden gestaltehsilabei als schwierig (Barnes,
P.J., 2006). Eine neue Mdoglichkeit stellen allegdimntisense-Strategien dar, die
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direkt mit der mRNA der Zielmolekule interagierddie in der vorliegenden Arbeit
verwendeten 10-23-DNAzyme kombinieren dabei die zBip& von Antisense-
Molekulen mit einer inhéarenten katalytischen AkKgwigegentber der Ziel-mRNA
(Santoro, S.W. et al., 1997).

In der vorliegenden Arbeit wurden GATA-3-spezifiscDNAzyme bezuglich ihrer
maoglichen Nebenwirkungen, Bioverfligbarkeit nachalek Applikation und ihrer
Wirksamkeit sowohl inn vitro als auch inn vivo Systemen untersucht. Zu Beginn
der Arbeit waren bereits durch Herrn Dr. med. Se8i aktive GATA-3-spezifische
DNAzyme in einem Multiplex-Cleavage-Assay mit arsf®ender Fragment-
langenanalyse entwickelt worden. Dabei handel&dseinerseits um gd21, welches
die murine GATA-3-mRNA spaltet und andererseitshgd40 welches spezifisch fur
die humane GATA-3-mRNA ist. Zusatzlich wurde dasnioll-DNAzym ODNg
verwendet, dass zwar Uber die katalytische Loop:Sexr) verflugt, aber aufgrund
nichtkomplementarer Bindungsarme nicht an die GAFARNA binden und somit
nicht schneiden kann. Zudem wurde durch AbgleichDaitenbanken sichergestellt,
dass auch keine anderen zellularen mRNAs Zielm&eKir dieses Kontroll-
DNAzym darstellen.

Aufgrund der evolutionar konservierten Zielsequevére hgd40 theoretisch in der
Lage, die humane, murine, als auch die Ratten GBITARNA zu degradieren. In
erstenin vitro Versuchen konnte dies in einem Cleavage Assaatigisiverden.
Gd21 ist dagegen nur in der Lage, die murine GATARRNA zu schneiden. Die
katalytische Aktivitat von gd21 und hgd40 ist konzationsabhangig und
vergleichbar bei Verwendung der murinen GATA-3-mRN¥ebenwirkungen durch
unspezifische katalytische Aktivitaiten gegenuberdemen mMRNAs konnten
experimentell ausgeschlossen werden. Untersuchdenhierbei unter anderem auch,
ob die verwendeten GATA-3-spezifischen DNAzyme mignfluss auf die T-bet-
MRNA haben. T-bet bewirkt eine Suppression von GATAUsui, T. et al., 2006),
d.h. wenn GATA-3-spezifische DNAzyme auf die T-be&RNA katalytisch wirken
wirden, so kame es zu einem unbeabsichtigtem AnateGATA-3. Im Cleavage-
Assay zeigte sich, dass dies nicht der Fall ist disdverwendeten DNAzyme keine
unspezifische katalytische Wirkung, auch gegenioelerenin vitro transkribierten
MRNAs sowie gegeniiber der Gesamt-mRNA verschiedéglésn, aufweisen. Auch

verklrzte Varianten von gd21 (ab n-3), die durcloritiklease-Aktivitat entstehen
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kénnen, zeigten keine katalytische Aktivitat. GABAspezifische DNAzyme zeigen
zudem weder eine katalytische Aktivitat gegenulsdNIA noch binden sie an diese.
Folglich fuhrt eine DNAzym-Behandlung diesbeziglidicht zu genotoxischen
Effekten.

4.1 GATA-3-spezifische DNAzyme verursachen keine Off-Tiget
Effekte

Neben der Zielmolekul-spezifischen Wirkung ist wtellbar, dass therapeutische
Molekile auch udber Interaktionen mit anderen Stmeki Effekte verursachen,
sogenannte Off-Target-Effekte. Im Fall von therdigehhen Nukleinsduren sind
insbesondere unspezifische Aktivierungen des Imysiams in Betracht zu ziehen.
Mustererkennungsrezeptoren (PRR: pattern recognitzeptors) sind Rezeptoren
der angeborenen Immunanwort, die spezifische Mddekidn Krankheitserregern
erkennen und eine Immunantwort initiieren. TLRsdegr zu diesen PRRs gezahlt, sie
stellen eine bedeutende Komponente der angebotemannantwort dar, indem sie
mikrobielle Strukturen erkennen und antimikrobiedlewehrmechanismen aktivieren.
Derzeit sind 13 TLRs bekannt, TLR-1 bis -13. TLR-3, -8 und -9 werden von den
Zellen intrazellular im lysosomalen KompartimendufLR-1, -2, -4 und -5 auf der
Zelloberflache exprimiert. Die Liganden fur TLR-14,2 und -13 sind noch nicht
identifiziert worden (lwasaki, A. et al., 2004; 4itp D. et al., 2004; Yarovinsky, F. et
al., 2005; Wu, H. et al., 2008). Nukleinsauren k&miZellen Uber drei verschiedene
TLRs aktivieren, TLR-3 erkennt dsRNA, TLR-7 (-8) Rd¢A und TLR-9
unmethylierte CpG-Motive von ssDNA (Wagner, H. et 2006).

DNAzyme sind einzelstrangige Desoxyoligonukleotidige in ihrer katalytischen
Doméane ein CpG-Motiv enthalten. Da es sich um stigbh hergestellte
Oligonukleotide handelt, ist dieses CpG-Motiv niaigthyliert. Daraus ergibt sich die
Moglichkeit, dass DNAzyme ahnlich zu bakterielleN® Zellen des angeborenen
Immunsystems Gber TLR-9 aktivieren konnen. In desd-all wirde der
therapeutische Effekt der DNAzyme dann auf einesrwiinschten Aktivierung der
unspezifischen Immunantwort, ahnlich einer CpG-aper (Kline, J.N. et al., 1998),
beruhen. Dass solche Off-Target-Effekte fur die Ra@mkeit einer Antisense-

Technologie verantwortlich sein kdnnen, wurde lsréir eine VEGFA \ascular
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endothelial growth factor-A)-spezifische siRNA ngelwiesen. Die Suppression der
Angiogenese durch diese VEGFA-siRNA bei Patientent rohorioidaler
Neovaskularisation, basiert, nicht wie beabsichaigit der Suppression von VEGFA,
sondern auf einer TLR-3-Aktivierung mit anschlie@en IFNvy- und IL-12-
Produktion. Ein vergleichbarer Einfluss auf die Aggnese wurde auch durch
unspezifische, TLR-3-aktivierende siRNAs erreidlie{nman, M.E. et al., 2008)
Mittels stabil TLR-9-transfizierter HEK-Zellen wueduntersucht, ob die von uns
verwendeten DNAzyme zu einer TLR-9-vermittelten ididrung fluhren kdnnen.
Nach der Inkubation mit DNAzymen wurde allerdingsnie Aktivierung der Zellen
Uber den TLR-9 festgestellt. Auch murine Makrophager J774-Zelllinie, welche
ublicherweise TLR-9 und andere PRRs exprimiererrdesm mit DNAzym inkubiert,
wobei keine Induktion proinflammatorischer Zytokifestgestellt wurde. Ebenso
wurden primare murine MNCs nicht durch die verwegadeDNAzyme aktiviert.
TLR-9 ist, im Gegensatz zu murinen Zellen, nur awdénigen humanen Zellen
exprimiert. Dazu zahlen plasmazytoide, GD8CD11l DCs und B-Zellen (lwasaki,
A. et al., 2004). Eine Stimulation durch DNA istalauch TLR-unabhangig mdglich,
wie z.B. fUr neutrophile Granulozyten gezeigt wu(@é&abe, Y. et al., 2005; Trevani,
A.S. et al., 2003). Zusatzlich zu dem erwahnten -BL&nd mittlerweile andere PRRs
bekannt die zytosolische DNA erkennen und eine \Adding der angeborenen
Immunantwort induzieren konnen. Der Sensor DAl (DEBEP1) erkennt freie
zytosolische dsDNA, wodurch zwei Signalwege eingelleverden, der Interferon-
regulatory factor- (IRF) und der NB-Signalweg, wodurch die Expression
inflammatorische Zytokine (Typ-1-Interferone, IL-6TNF-o) induziert wird
(Takaoka, A. et al., 2008). Ein weiterer Sensorzytoplasmatische DNA ist AIM2.
Eine Aktivierung von AIM2 durch dsDNA fihrt zu emmeAktivierung von
Inflammosomen mit Aktivierung der Caspase-1, die Bildung der aktiven Form
proinflammatorischer Zytokine der IL-1-Zytokin-Fdrmaifordert (Burckstummer, T.
et al., 2009). Auf Grund dieser Kenntnisse Ubee dihR-9-unabhéngige Stimulation
von Zellen durch DNA wurde auch untersucht, ob DMAz humane Zellen
stimulieren, obwohl bekannt ist, dass sie keinerR-BLexprimieren. Dabei zeigte
sich, dass sowohl differenzierte Zellen der U93MkAe als auch isolierte humane
Monozyten nicht durch DNAzyme aktiviert wurden ukdine inflammatorischen

Zytokine produzieren.
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In vivo wurde in der Maus nach i.p. DNAzymbehandlung kehmstieg
inflammatorischer Zytokine sowohl in der Peritom@age als auch im Serum
detektiert. Auch nach i.t. Behandlung von Rattenrdsukeine Erhohung der
Neutrophilen in der BAL, die auf eine unspezifiscBetztiindungsreaktion deuten
wuirden, registriert.

Die bisher diskutierten Mechanismen beschreibelnlze¢ Reaktionen, bei denen auf
einer Bindung des Substrates DNA an spezifischezeiteren eine Freisetzung von
proinflammatorischen Zytokinen folgte. Aber auchdare zellulare Reaktionen
konnen die Folge einer Interaktion von DNA mit 2ell der angeborenen
Immunantwort sein. Zu diesen Zellen werden auchRiiagozyten (z.B. neutrophile
Granulozyten, Makrophagen) gezahlt. Phagozyten winder Lage bei Aktivierung
Sauerstoffradikale freizusetzen, dieser Prozess al# ,respiratory burst” bezeichnet.
Bei diesem Prozess fihrt eine rezeptorvermittefteeraktion mit extrazellularen
Stimulantien zu einer Aktivierung eines Signalwegeg Phosphorylierung der
NADPH-Oxidase. Diese katalysiert die Bildung vorp&roxid und HO,, aus denen
die Myeloperoxidase (MPO) hochtoxische Metaboliengyiert. Wahrend dieser
Reaktion werden energetisch instabile Zwischengttedgebildet, die, wenn sie in
Ihren Grundzustand zuriickkehren, Chemolumineszégelen. Diese kann durch
Luzigeninzugabe verstarkt und gemessen werden, (KeB. et al., 2002). Mit
humanen Granulozyten wurden dieses Experiment dafthrt. Dabei konnte gezeigt
werden, dass dieser Prozess nicht durch DNAzymeziad wird.

Auch Mastzellen oder basophile Granulozytenkdnrberoretisch durch DNAzyme
aktiviert werden. Eine Kreuzvernetzung voneRt auf Mastzellen und auch von
basophilen Granulozyten fuhrt zu einer Degranutatibei der Histamine ung-
Hexoaminidase freigesetzt werden (Kinet, J.P., 19B@ss es durch DNAzym zu
einer Kreuzvernetzung und damit zu einer Degraimdtommt, konnte fir humane
Mastzellen, der HMC-1-Zelllinie als auch fir Bast@mmit murinem, humanem oder
Ratten-FeR ausgeschlossen werden.

Zusammenfassend kann daher festgestellt werders das bezogen auf die
untersuchten Mechanismen, durch DNAzyme nicht nauktion von Off-Target-

Effekten kommit.
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4.2 DNAzyme sind nach lokaler Applikation systemisch wdtigbar

Zur Erhohung der Stabilitat verfigen die von unswendeten einzelstrangigen
10-23-DNAzyme am 3’-Ende Uuber eine Modifikation,n ei3’-3’-gekoppeltes
(inverses) Thymidin. Diese Modifikation kann die gdadation durch Exonukleasen
signifikant verhindern, u.a. konnte gezeigt werddass dadurch die Halbwertszeit im
Serum von 70 min auf 22 h erhoht wird (Dass, CRalge 2002). Um DNAzyme
bezuglich ihrer Stabilitat und Bioverfigbarkeit antersuchen, sind hochspezifische
und sensitive Nachweissysteme erforderlich, welgheder vorliegenden Arbeit
entwickelt wurden. Ein hochspezifischer Hybridisiegs-ELISA wurde zunachst fur
das gd21, basierend auf einem Ribozym-HybridisigstlBLISA (Brown-Augsburger,
P. et al.,, 2004) entwickelt. Diese Methode kombinidie sequenzspezifische
Hybridisierung von gd21 an markierte Antisense-Qiigkleotide mit der sensitiven
Detektion eines Sandwich-ELISAs. Ein Nachteil diespezifischen und sensitiven
Methode ist, dass es nicht mdglich ist, Abbaupreelu detektieren. Daher wurde
zur Detektion von Abbauprodukten von DNAzymen eitleLC-Methode basierend
auf einem Anionenaustauscher etabliert. Diese Migthist allerdings nicht sehr
sensitiv und kann nur mit Proben durchgefihrt werddie mindestens 500 ng
DNAzym enthalten. Mittels dieser beiden Methoden nriken initiale
Stabilitatsuntersuchungen durchgefiihrt werden. Diatrente eine hohe Stabilitat der
GATA-3-spezifischen DNAzyme auch bei einer Lagerutgr einen Zeitraum von
4 Wochen unter verschiedenen Temperaturbedingureg®, +4, +22, +37°C)
aufgezeigt werden. Dabei hatten die Lagerungsbadogn auch keinen Einfluss auf
die katalytische Aktivitatin vivo konnte zudem gezeigt werden, dass nach einmaliger
i.n. Applikation von DNAzym nach 1,5 h noch keinblfauprodukte des DNAzyms
in der BAL mittels HPLC detektierbar sind. 8 h na@bhandlung waren hingegen
neben intaktem DNAzym auch mehrere Abbauprodukte @nromatogramm

erkennbar.

Ein wichtiger Aspekt fur die Behandlung mit AntiseaMolekilen ist die Art der
Applikation und deren Aufnahme. In bereits vorabrctigefihrten in vivo

Experimenten wurde gezeigt, dass eine i.v. Appkidkavon GATA-3-spezifischem
DNAzym im experimentellen Modell der allergischertrefwegsentziindung keine

Wirkung hat. Verschiedene Studien zeigten dagegeriarversuchen, dass eine i.n.
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Behandlung mit Antisense-Oligonukleotiden effeksein kann (Duan, W. et al.,
2005; Nyce, J., 2002). Auch wurde eine effektivefm@nme von sogenannten
inhalativen Antisense-Oligonukleotiden (RASON) inellBn der Lunge nach
Inhalation bereits nachgewiesen (Ali, S. et al.0D0 Auch in unseren Versuchen
konnte gezeigt werden, dass GATA-3-spezifisches DA nach i.t. bzw. i.n.
Applikation aufgenommen wird. So war bereits 30 mexch i.t. Behandlung mit
hgd40, DNAzym im Serum nachweisbar. Nach 24 h kerWAzym nur noch in
Homogenisaten der Leber und Niere in geringer Kotraton detektiert werden. In
den immunologisch, privilegierten Organen wie Hodem Gehirn wurde dagegen
kein DNAzym detektiert. Eine Erklarung hierfir istass DNAzyme moglicherweise
nicht in der Lage sind, die Blut-Hirn- bzw. Blut-Hen-Schranke zu passieren. Die
schnelle systemische Verfiigbarkeit von hgd40 na&halér Applikation zeigt, dass
DNAzyme sehr schnell die epithelialen und endo#iheh Barrieren Uberwinden
kénnen. Dies ist ein Indiz dafir, dass der Kontaktlen subepithelial akkumulierten
Zielzellen gewahrleistet sein sollte.

Durch welchen Mechanismus es zur Aufnahme von DMAzly Zellen der Lunge
kommt, ist bis jetzt ungeklart. Eine mdgliche Erkidg fur die Aufnahme in die
Zellen der Lunge kénnte das Surfactant in der Lus®ge. Surfactant wird von Typ II-
Pneumozyten gebildet und besteht zu 67% aus Phigsiplea (Frosolono, M.F. et al.,
1970). Furin vitro Transfektionen werden haufig kationische liposomemmittelte
Transfektionsmittel verwendet. Entsprechend iststedlbar, dassin vivo das
Surfactant als endogenes Transfektionsmittel dilellaee Aufnahme von DNAzym
fordert (Frosolono, M.F. et al., 1970; Nyce, J.Wak, 1997). Tatséchlich konnte in
Vorversuchen gezeigt werden, dass fluoreszenznmsgie DNAzym durch
Transfektion mit  synthetischem  Surfactant (Alvetfac von  humanen
Lungenepithelzellen der A549-Zelllinie aufgenommérd (Daten nicht gezeigt).

Die gute Bioverfugbarkeit von DNAzymen nach i.ndurt. Applikation stellte eine
gute Ausgangsituation fur die nachfolgenderivo Versuche dar.

4.3 Wirksamkeit von GATA-3-spezifischen DNAzymenin vivo

Da gezeigt werden konnte, dass die verwendeten Ga8pezifischen DNAzyme

keine Off-Target-Effekte verursachen und zumindestitro eine gute Stabilitat
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besitzen, wurden die DNAzyme hinsichtlich ihrerguttellen therapeutischen Effekte
untersucht.

Zunachst wurde die Wirksamkeit von GATA-3-spezifisn DNAzymerin vitro nach
Transfektion von entsprechenden Zielzellen anatyS@ATA-3 wird von Th2-Zellen
exprimiert und férdert nicht nur die Differenzieguinund die spezifische
Zytokinproduktion dieser Zellen, sondern unterdtiglkichzeitig die Expression des
Th1l-stimulierenden Transkriptionsfaktors T-bet (LJ3u et al., 2006; Hwang, E.S. et
al., 2005). Daher ware zu erwarten, dass die Ihbibvon GATA-3 einen Anstieg
der T-bet-Expression zur Folge haben konnte. Thlis#icresultierte die Transfektion
von murinen T-Zellen der EL-4-Zelllinie mit GATA-8pezifischen DNAzymen in
einer Reduktion von GATA-3, und verursachte zditMerzogert einen Anstieg in der
Expression von T-bet in diesen Zellen.

Basierend auf dein vitro nachgewiesenen Wirksamkeit wurden die DNAzyme
anschlieend inin vivo Versuchen eingesetzt. Um allergische Atemwegs-
entziindungern vivo zu untersuchen, wurden etablierte Mausmodellehderanen
Erkrankung  eingesetzt.  Zur  Ausprdgung einer  akuteallergischen
Atemwegsentzindung wurden Tiere mit dem artfremBestein OVA systemisch,
z.B. durch i.p. Applikation eines Proteinprazipgmtmit dem Adjuvans Al(OH)
sensibilisiert (Jungsuwadee, P. et al.,, 2004). Zaitpunkt der Provokation mit
einem Allergen-Aerosol haben die Tiere bereits eiaesreichende Anzahl
allergenspezifischer Immunzellen (Th2-Zellen, Bi&e) ausgebildet, die dann eine
lokale Atemwegsentziindung hervorrufen kdnnen, dik durch eine Eosinophilie,
AHR und Mukushypersekretion auszeichnet. Th2-Zelemd entscheidend fir die
Auspragung dieses Phanotyps, denn in lle4dider STAT-6 knock-out-Tieren ist es
nicht moglich, eine allergische Atemwegsentzindzmmgnduzieren. Durch das fehlen
des IL-4-Rezeptors IL-4&k und dem STAT-6, wird die Expression von GATA-3
verhindert, da der Signalweg von IL-4 Uber ILeARINd STAT-6 zu GATA-3
unterbrochen ist. Ein Differenzierung von Th2-Zellgann damit nicht erfolgen
(Cohn, L. etal., 1997; Cohn, L. et al., 1998).

In Vorversuchen wurden die in dieser Arbeit unterden und in unserer
Arbeitsgruppe konzipierten GATA-3-spezifischen DNA®e erstmals im Tierversuch
eingesetzt. In einem experimentellen Mausmodell &ine akute allergische

Atemwegsentzindung wurde die Wirkung verschiedé&misense-Strategien gegen
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GATA-3 bei praventiver i.n. Behandlung untersudkg. konnte gezeigt werden, dass
das verwendete GATA-3-spezifische DNAzym gd21 ewignifikant starkere
Reduktion der Eosinophilen in der BAL im Vergleizh siRNA und asDNA zur
Folge hatte und auch die Atemwegsreaktivitdit gegeniMCh signifikant
verbesserte. Zudem fihrte die DNAzym-Behandlung kainen entzindlichen
Nebenwirkungen, wie durch die unveranderte Anzail Neutrophilen und der

MCP-1-Konzentration in der BAL gezeigt wurde.

In den in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrtenvivo Versuchen wurde die
Wirkung der GATA-3-spezifischen DNAzyme gd21 undii§ weiter charakterisiert,
und zur Abgrenzung von unspezifischen Immunreaktiodas Kontroll-DNAzym
ODNg parallel eingesetzt. Die praventive Behandlmgden GATA-3-spezifischen
DNAzymen, gd21 und hgd40 zeigte einen positiverfl&ss auf die Pathogenese der
akuten allergischen Atemwegsentziindung. Bei devgmtiven Behandlung erfolgte
die erste i.n. Applikation einen Tag vor der ersédlergen-Provokation, zu diesem
Zeitpunkt wiesen die Tiere noch keine pathologisch&nzeichen auf. Die
Behandlung resultierte in einer signifikanten Redrk der Eosinophilenzahl, der
IL-13-Produktion und der IL-5/IFN-Ratio in der BAL. Die reduzierte IL-5/IFN-
Ratio bestétigte die Beobachtung dewitro Versuche, in denen eine Reduktion von
GATA-3 parallel in einer verstarkten T-bet Induktiogesultierte. Der praventive
Effekt der Behandlung mit gd21 war tendenziell aueh Tage nach Ende der
Behandlung noch messbar, obwohl die Tiere nochre@em OVA-Aerosol ohne
weitere DNAzym-Behandlung ausgesetzt wurden. Zgeadre Zeitpunkt wurde noch
eine tendenzielle Verbesserung der AHR und Reduktey Eosinophilen in der BAL
beobachtet. Zudem konnte eine signifikante Redokties Th2-Zytokins IL-13 und
des Chemokins KC in der BAL nachgewiesen werdea.Bahandlung mit GATA-3-
spezifischem DNAzym hat somit nicht nur einen kertigen positiven Effekt auf
Parameter einer akuten allergischen Atemwegsentzigndsondern scheint einen
anhaltenden immunmodulierenden Effekt aufzuweifBeses Ergebnis unterstreicht
den kausalen Therapieansatz und kénnte sich spéteder Therapie der humanen
Erkrankung positiv auswirken, da dann mdoglicherev@ge Behandlung in grél3eren
Intervallen ausreichend sein kdnnte. Hierfur sildrdings noch weitere detaillierte

Studien erforderlich.
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Bei einem praventiven Ansatz sind zur Zeit des Bdhagsbeginns noch keine
pathologischen Symptome vorhanden. Fir eine spétgrieche Anwendung ist es
aber entscheidend, ob auch eine etablierte Erkrankiverapiert werden kann. Um
dieses zu untersuchen, wurde ein Tiermodell der teaku allergischen
Atemwegsentzindung verwendet, bei dem erst 10 fiagh OVA-Provokation mit
der Behandlung mit DNAzym begonnen und die Tieralpe erneut einem OVA-
Aerosol ausgesetzt wurden. Aus vielen Untersuchungar bekannt, das zum
Zeitpunkt des Behandlungsbeginns eine etabliertemiMegsentzindung vorliegt
(Lommatzsch, M. et al.,, 2006) und dementsprecheiet &ine therapeutische
Behandlung erfolgt. Auch die therapeutische DNAZyetandlung hat einen
positiven Einfluss auf die charakteristischen Pat@m der allergischen
Atemwegsentzindung, wie einer partiell normalisiert Atemwegsreaktivitat,
Reduktion der Eosinophilen in der BAL und Infiliiat von Entziindungszellen in das
Lungengewebe. Zugleich wurde eine optimale Dosism 200 pg GATA-3-
spezifischem DNAzym je Applikation bei der Maus étatt.

Neben GATA-3 wurden in den letzten Jahren weiteneressante Zielmolekile
identifiziert, die wesentlich an der Pathogenese Althma bronchiale beteiligt sind.
Ein Beispiel dafir ist CCR-3. Dieser Chemokinrepepffir Eotaxin wird
insbesondere von Eosinophilen exprimiert. Eine [l&&d Expression im
Bronchialmukus von Asthmatikern wurde in Studienchgewiesen. In einem
experimentellen Modell der chronisch allergischetemwegsentziindung wurde
daher ein CCR-3-Antagonist oral appliziert (Wegmaih et al.,, 2007). Diese
Behandlung resultierte ebenfalls in einer normalisn Atemwegsreaktivitat
gegeniber MCh, der Reduktion von Becherzellen, riegsiilen und des Atemwegs-
Remodellings. Nachteilig ist, dass der Einstrom &osinophilen nicht ausschlie3lich
abhangig vom CCR-3 ist. So ist experimentelles msthin CCR-3-defizienten
Mausen induzierbar und assoziiert mit dem Einstk@mn Eosinophilen (Wegmann,
M. et al., 2007). Auch andere Transkriptionsfakokeurden bereits therapeutisch
addressiert. STAT-6 ist wie auch GATA-3 wichtig fdie Differenzierung von Th2-
Zellen und der direkten Regulation der IL-13-Expres, und folglich an der
Pathogenese des allergischen Asthma bronchialgligfieté/on Mc Cusker und
Mitarbeitern wurde ein dominant negatives STAT-@RE entwickelt welches, in
Zellen eindringen kann (McCusker, C.T. et al., 200A einem experimentellen

Modell einer allergischen Atemwegserkrankung wurdarch praventive i.n.
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Behandlung mit diesem inhibitorischen STAT-6-Peptaine Reduktion der
Atemwegsreaktivitat, der Th2-Zytokinproduktion urdkr Atemwegsentziindung
erreicht. Desweiteren sind ASONs zur Inhibition dr5, einem Th2-Zytokin,in
vivo eingesetzt worden. Ein intravenos verabreichtes-ASON (ISIS 20391) wurde
praventiv. in einem experimentellen Modell der akuteallergischen
Atemwegsentzinudng eingesetzt und resultierte imerei Reduktion der
antigeninduzierten Lungeneosinophilie und einerbtion der AHR (Karras, J.G. et
al., 2000).

Bei diesenn vivo eingesetzten Molekulen wurden Zielmolekile jewmilsbiert. Zur
Therapie Th2-bedingter Fehlregulationen des Immstesys besteht aber auch die
Moglichkeit, durch Induktion einer Thl-getriggerteimmunreaktion eine
Gegenregulation zu induzieren, so dass die Balameechen Thl und Th2 wieder
eingestellt wird. Ein Ansatz dazu basiert auf detuktion einer Th1-Antwort durch
Applikation von Oligonukleotiden, die unmethylier@G-Motive enthalten. Diese
aktivieren Zellen der angeborenen Immunantwort UBER-9, was letztlich zur
Induktion einer Thl-Antwort fuhrt. In einem murineisthmamodell fuhrte die
praventive Behandlung mit CpG-Oligonukleotiden zinee Reduktion der
Eosinophilie, Th2-Zytokinproduktion, IgE-Produktiomnd AHR. Daten zu einer
therapeutischen Anwendung liegen allerdings nicnt(Kline, J.N. et al., 1998).

Die vorgestellten Therapiemoglichkeiten mit einel@RE3-Antagonisten oder einem
inhibitorischem STAT-6-Peptid fuhren zwar auch viieim GATA-3-spezifischen
DNAzym zu einer Reduktion der allergischen Atemvesgsiindung, aber sie greifen
nur einen bestimmten Punkt in der Pathogense tegiathen Asthma bronchiale an.
Die von uns verwendeten DNAzyme inhibieren den 3kaptionsfaktor GATA-3
welcher in verschiedenen allergierelevanten Ze#gprimiert wird. Dadurch kann
frihzeitig eine Intervention in die Pathogeneseieht werden. Bei der Therapie mit
CpG-Oligonukleotide ist nachteilig, dass eine Thitunantwort mit der Produktion
proinflammatorischer Zytokine, z.B. IF{-induziert wird. Demgegeniber steht die
Therapie mit  GATA-3-spezifischem  DNAzym, hierbei rdi Kkeine
proinflammatorische Immunantwort induziert sondedre Th2-Antwort direkt
inhibiert.

Sowohl der praventive als auch der therapeutisaisa&x mit zwei Challenge-Phasen
beschreiben Tierexperimente, denen eine akutegaltdre Atemwegsentziindung zu

Grunde liegt. Die Provokation mit dem Allergen dgfchierbei nur tGber einen kurzen
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Zeitraum. Das humane Asthma bronchiale stellt aee chronische und somit
langzeitige Erkrankung dar. Um die Wirkung der vemadeten DNAzyme auch in
einer chronischen Situation zu untersuchen, wuide\Wrksamkeit auch in einem
Tiermodell fur chronisches Asthma analysiert. Hegrbrfolgte zunachst wiederum
eine Sensibilisierung mit OVA in Kombination mit nemm Adjuvans. Die
Allergenexposition wurde aber im Gegensatz zumeakdodell Gber einen Zeitraum
von mehreren Wochen durchgefiihrt. Durch diese kargrliche Allergenexposition
wird die Situation der humanen Erkrankung bessdergespiegelt.

Die entstehende Gewebsentziindung ist im chronis€re@modell gepragt durch die
Infiltration von Eosinophilen und Lymphozyten sowdam die proximalen als auch in
die distalen Abschnitte der Atemwege. Durch die I[&@rung der
Entzindungsreaktion in das Lungengewebe sind gaend<onzentrationen der
Zytokine IL-4, IL-5 und TNFe. und Anzahl an Eosinophilen in der BAL zu finden.
Gleichzeitig steigt die Konzentration von T@F-an. AufRerdem wird eine
intraepitheliale Eosinophilie und eine Infiltratioron mononukleéren Zellen in die
Lamina propria, ohne dass es zu einer Alveolitisikd, beschrieben und zudem eine
bestehende Becherzellhyperplasie festgestellt, zien Atemwegsremodelling
beitragen (Wegmann, M. et al.,, 2005). Durch die |Agarung der mukosalen
Entzindung in die peripheren Atemwege und diethatibn von Entziindungszellen
in das Lungengewebe wird die Symptomatik des hum#&sthmas besser dargestellt.
Zudem kommt es beim chronischen Modell zu einemmiitegsremodelling, einem
wichtigen Merkmal der humanen Erkrankung, das imtedk Modell nicht abgebildet
wird.

Basierend auf dem von Wegmann und Mitarbeiternlietéddm Modell (Wegmann,
M. et al., 2005) wurde eiin vivo Versuch zur Induktion eines experimentellen
chronischen Asthma Bronchiale mit therapeutischeha®dlung mit GATA-3-
spezifischen DNAzym durchgefiihrt. Die OVA-Expositicerfolgte tber einen
Zeitraum von sechs Wochen, zweimal pro Woche. &gain Zeitpunkt sind bereits
typische Symptome eines allergischen Asthma bratehausgebildet. Erst dann
wurde mit der therapeutischen Behandlung mit GATF#p8zifischem DNAzym
begonnen. Die Behandlung wurde uUber einen Zeitraam acht Wochen mit
gleichzeitiger Allergenexposition durchgefuhrt. lEsnte hierbei eine Verbesserung
der Atemwegsreaktivitat erzielt werden. Allerdingar der Unterschied zwischen der

unbehandelten OVA-Gruppe und der gesunden PBS-@rgapinger als bei der
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induzierten akuten Atemwegsentziindung. Eine skpnifie Reduktion war dagegen
bei den OVA-spezifischen Immunglobulinen IgG1 ug&2a zu beobachten. Zudem
konnte eine Reduktion der Eosinophilenzahl in dét Baber vor allem eine stark
verminderte Infiltration von Entzindungszellen iasdGewebe erreicht werden.
Desgleichen wurde durch DNAzym-Behandlung die im debehandelten Gruppe
vorliegende Mukushypersekretion und Becherzellhylesie reduziert. Ein

bedeutender Parameter des Atemwegsremodellings dist Verdickung der

peribroncholaren Kollagenschicht. Durch DNAzym ktaine Verminderung dieser

Schicht erreicht werden.

Die positive Wirkung auf die Pathogenese des aiehgn Asthma bronchiale wurde
sowohl im akuten als auch im chronischem Modell hngaraventiver und
therapeutischer Behandlung mit GATA-3-spezifiscbdhAzymen gezeigt. Dabei ist
hervorzuheben, dass im chronischen Modell auch eWeminderung des
Atemwegsremodellings erzielt wurde. Neue Therapmeiissen aber im direkten
Vergleich zur Standardtherapie besser oder zumirglesh gut wirksam sein und
dabei moglichst zu weniger Nebenwirkungen fiihreren DGoldstandard der
Asthmatherapie stellen derzeit ICS dar. Ein flur Memschen zur Inhalationstherapie,
zugelassenes ICS ist Budesonid. Auch im experitienteMausmodell einer
allergischen Atemwegsentzindung fuhrte die Behargdlonit Budesonid zu einer
Reduktion der Eosinophilen in der BAL und einer b&sserung der AHR (Shen, H.
et al., 2002; Robinson, D. et al., 1993; Neuhaes8tetz, U. et al., 2000). Auch die
Behandlung mit hgd40 fihrte zu einer Reduktion @esamtzellzahl in der BAL,
hauptséachlich durch Reduktion der EosinophilensBieeffekt war vergleichbar mit
dem des Budesonids, wohingegen das Kontroll-DNAkgme Wirkung aufwies. Die
Lungenhistologie zeigte eine starke Infiltrationnv&ntziindungszellen und eine
erhohte Anzahl an Becherzellen in der unbehandel@®wA-Gruppe. Durch
DNAzym-Behandlung wurde die entzindliche Infiltcatiim Gewebe und auch die
Anzahl der Becherzellen reduziert. Auch durch Bodes konnte ein reduzierender
Einfluss auf die Entziindung ausgetbt werden, atigedsieht die Reduktion der
Becherzellen nicht so deutlich aus wie nach DNAZBemandlung. Die
therapeutischen Effekte GATA-3-spezifischer DNAzymmd somit mindestens

vergleichbar mit denen der ICS, der am haufigseswendeten Asthmatherapeutika.
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Vor allem bei der Langzeitbehandlung mit GlukoKariden werden haufig

Nebenwirkungen  beschrieben, z.B. Glaukombildung, pp8ession der

Nebennierenrindenfunktion (Buhl, R. et al., 2008)ebenwirkungen durch die
Behandlung mit GATA-3-spezifischen DNAzymen wurdamwohl in den akuten als
auch im chronischen Modellen nicht beobachtet. Audst die Behandlung mit
GATA-3-spezifischem DNAzym eine spezifische Theeapei der nur die Expression
des GATA-3 reguliert wird. Dagegen sind Glukokooidke in der Lage uber 3000
Gene zu regulieren und erzielen damit eine ehepamigsche Wirkung (Lu, N.Z. et
al., 2007), wodurch die Wahrscheinlichkeit fur NelWwekungen erhdht wird. Fur ICS
ist bekannt, dass es zu einem sogenannten Rebdfekd-Eommen kann. Dies
bedeutet, dass es nach einem Absetzen der Thempi@iner signifiknaten

Verschlechterung der Symptome kommt. Um dies zhindern muss die Therapie
ohne Unterbrechung fortgefihrt werden. Experimémeirde gezeigt, dass es im
Mausmodell einer allergischen Atemwegsentziindueg Wochen nach Beendigung
der  Budesonidbehandlung zu einer  verstarkten Beelieyperlasie,

Verschlechterung der Atemwegsfunktion und Erhéhuley IL-13-Konzentration

kam. Diese Parameter waren zu diesem Zeitpunkt rsagggentber der
nichtbehandelten OVA-Gruppe deutlich erhoht (SomhB.S. et al., 2008). Fur das
GATA-3-spezifische DNAzym wurden hinsichtlich disseEffektes bereits

ansatzweise Untersuchungen durchgefuhrt. Dabeitkodar positive Effekt auch
noch 10 Tage nach Abschluss der Behandlung trateuger Allergenexposition
nachgewiesen werden. Fir die Zukunft ware irivivo Versuch sinnvoll, bei dem
basierend auf dem bereits durchgefiihrten chronmsciedell nach Abschluss der
Behandlung die M&ause noch weitere vier Wochen mere OVA-Aerosol wirden,

ohne dabei eine weitere Behandlung zu erhaltediesem Ansatz konnten mdgliche
Rebound-Effekte einer GATA-3-spezifischen DNAyzmhBadlung analysiert und
mit denen der ICS verglichen werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden GATA-3-spezifisctDNAzyme eingehend
charakterisiert. lhre katalytische Aktivitat istegifisch nur gegen die GATA-3-
MRNA gerichtet, auch konnten sowahlvitro als auchn vivo mdgliche Off-Target-
Effekte durch diese Moleklle ausgeschlossen werdee schnelle Aufnahme nach
lokaler Applikation wurde in Analysen zur Biovertimykeit gezeigt. Dien vivo

Wirksamkeit auf die Pathogenese des allergischéinmdes bronchiale wurde in akuten
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als auch im chronischen Modell nach praventiver tinedapeutischer Applikation von
GATA-3-spezifischen DNAzymen eingehend belegt. Seiim direkten Vergleich mit
dem derzeitigen ,Goldstandard® der Asthmatherapsm dCS zeigten GATA-3-
spezifische DNAzyme mindestens genauso gute Wirkedwie das Budesonid.

Im Hinblick auf eine spatere Anwendung im Menschad Planung einer klinischen
Phase | missen nun nach dem préaklinischen Nachtesis,Proof of Principles”
Untersuchungen bezuglich der Toxizitat erfolgenlBéndem ist eine Optimierung der
Formulierung notwendig, damit das DNAzym fur deti€tdaen einfach, z.B. in Form
eines Inhalers, anzuwenden ist. Eine Verbesserengddfnahme von DNAzymen
konnte durch Modifizierungen erfolgen mit denen DiyAe an Moleklle der

Zielzellen spezifisch binden kénnen.
Abschlie3end kann gesagt werden, dass die intriendgmlikation von GATA-3-

spezifischem DNAzym bei allergischem akutem undoolachem Asthma eine

vielversprechende neue Therapieform darstellt.
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6-FAM amin reactive Succinimidylester von Carboxygilescein

A Adenin

Abb. Abbildung

ADRB2 B2-adrenerger Rezeptor

AHR Atemwegshyperreagibilitat

Ak Antikorper

APC Antigenprasentierende Zelle

ASON Antisense-Oligonukleotid

BAL Broncho-alveolare Lavage

BCR B-Zell-Rezeptor

BDNF Brain-Derived Neurotrophic Factor

Bio Biotin

bp Basenpaare

C Cytosin

cAMP Zyklisches Adenosin-Monophosphat

CD Cluster of differentiation

CpG Cytosin-Guanin-Dinukleotid-Motiv

DC Dendritische Zelle

DEAE Diethylaminoethylcellulose

Dig. Digoxigenin

DNA Desoxyribonukleinsaure

DOTAP N-[1-(2,3-Dioleoyloxy)propyl] N,N,N-Trimethylammoom
Methylsulfat

dsDNA Doppelstrang DNA

dsRNA Doppelstrang RNA

DTT Dithiothreitol

ELISA Enzym-linked Immunosorbent Assay

FACS Fluorescense assacuated cell sorter

FCS Fetales Kalberserum

FceRI Fce-Rezeptor-I

Foxp3 Forkhead box transcription factor 3

FPLC Fast Performance Liquid Chromatographie

G Guanin

GATA-3 GATA binding protein 3

gd GATA-3-DNAzym

Gfi-1 Growth factor independent-1

GM-CSF Granulozyten-Makrophagen-koloniestimulieemi8aktor

GR Glukokortikoidrezeptor

GRE Glucocorticosteroid response element

HEK Human embryonal kidney cells

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-PiperazineethansulonodA

hgd humanes GATA-3-DNAzym

HLA-DRB1 | humanes Leukozytenantigen DRB1

HPLC High perfomance liquid chromatography

i.n. intranasal

i.p. intraperitoneal
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I.t. intratracheal

ICS Inhalative Glukokortikosteroide

IFN-y Interferony

Ig Immunglobulin

IgE Immunglobulin Typ E

IgG; Immunglobulin Typ G

9G24 Immunglobulin Typ G,

IL Interleukin

IL-13Ral Interleukin-13-Rezeptarl

IL-4 Interleukin-4

IL-4R Interleukin-4 Rezeptor

ISAAC International Study of Asthma and AllergiesChildhood
IkBa Inhibitor of nuclear factokBa

LABA langwirksame32-Sympathomimetika
LPS Lipopolysaccharid

LTA Lymphotoxin alpha

LTC, Leukotrien G

mAU Mili-Amper-Einheit

MCh Methacholin

MHC-II Haupthistokompatibilitatskomplex Il
MNC Mononukleare Zellen

MPO Myeloperoxidase

n.d. nicht detektiert

n.s. nicht signifikant

NF«B Nuklearere Faktox von aktivierten B-Zellen
NKT-Zellen | Naturliche Killerzellen

NGF Nerve growth factor

ODN Oligonukleotid

OVA Ovalbumin

PBS Phosphate Buffered Saline

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PIV Parainfluenzavirus

PMA Phorbol 12-Myristat 13-Azetat

POD Peroxidase

RASON Lungengangiges Antisense-Oligonukleotid
RH Rhinovirus

RLU Relative Lichteinheit

RNA Ribonukleinsédure

RSV Respiratorisches-Synzytial-Virus

RT Raumtemperatur

RV Rhinovirus

SABA kurzwirksame32-Sympathomimetika
SCIT spezifische subkutane Immuntherapie
SDS Sodiumdodecylsulfat

SIT spezifische Immuntherapie

SLIT spezifische sublinguale Immuntherapie
SNP Single-Nukleotid-Polymorphismus
SSDNA einzelstranige DNA

SSRNA einzelstrangige RNA
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STAT Signal transducer and activator of T cells
T Thymin

Tab. Tabelle

TAE Tris Acetat EDTA

TBE Tris Borat EDTA

T-bet T-box expressed in T cells
TCR T-Zell-Rezeptor

TGF$ Transforming growth factds
Th T-Helferzelle

TLR Toll-like Rezeptor

TNF-o Tumornekrosefaktos-

Treg Regulatorische T-Zelle
TSLP thymic stromal lyphopoietin
u.a. unter anderem

z.B. zum Beispiel
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Das allergische Asthma bronchiale ist eine chrdnisotziindliche Erkrankung der
Atemwege begleitet von einer erhdhten Mukussekrmetiond Atemwegs-
hyperreagibilitat. Die haufigste Therapie basieift @ner Kombination von inhalativen
Kortikosteroiden (ICS) und langwirksam@pSympathomimetika. Diese Medikamente
wirken allerdings rein symptomatisch, verursachearwiinschte Nebenwirkungen und
sind bei einem Teil der Patienten nicht wirksamdén vorliegenden Arbeit sollte daher
ein neuer, kausal wirksamer und mdglichst nebemwmigkarmer Therapieansatz fur das
allergische Asthma bronchiale entwickelt werdens Zlelmolekil der Interventions-
strategie wurde der Transkriptionsfaktor GATA-3 génNt, der durch seine Funktion bei
der Differenzierung und Aktivierung von T-HelferZzllen (Th2) und der Expression
in Eosinophilen, Mastzellen und natirlichen Killer(NKT-) Zellen eine zentrale Rolle
bei allergischen Entziindungsreaktionen spielt. Jkaptionsfaktoren liegen
intrazellular vor und sind therapeutisch folglicthwierig zu adressieren. Antisense-
Strategien stellen daflr eine neue Mdglichkeit diar,sie direkt mit der mRNA des
Zielmolekuls interagieren. Als therapeutisches Wedg wurden von unserer
Arbeitsgruppe entwickelte GATA-3-spezifische DNAzgwerwendet. Dabei handelt es
sich um einzelstrangige Desoxyoligonukleotide nuhdér Spezifitat fur die GATA-3-
MRNA und inharenter RNA-spaltender katalytischettiitét. Eingesetzt wurden die
GATA-3-spezifischen DNAzyme gd21 und hgd40, sowias dKontroll-DNAzym
ODNg. Letzteres besitzt die katalytische Sequemmnkaber GATA-3-mRNA nicht
binden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die GATA-3-gfischen DNAzyme bezlglich
ihrer Spezifitat und mdglichen Off-Target-Effektar £harakterisieren, Nachweis-
systeme zur Untersuchung von Stabilitdt und Biaigivhrkeit zu entwickeln und die
Wirksamkeit in experimentellen Modellen fir allesghe Atemwegsentziindungen zu
untersuchen.

Analysen zur Spezifitat ergaben, dass gd21 nurntieine und hgd40 die humane,
murine und Ratten-GATA-3-mRNA dosisabhéngig scheeikdonnen. Die katalytische
Aktivitat ist nur spezifisch fur GATA-3-mRNA, aufndere mRNAs bzw. GATA-3-
DNA wurde kein Einfluss beobachtet. Mit Fokus aubgiiche Off-Target-Effekte
konnte inin vitro undin vivo Experimenten ausgeschlossen werden, dass die DN&\zy

eine Aktivierung angeborener Immunmechanismen essivdere durch Interaktion mit
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dem Toll-like-Rezeptor-9 (TLR-9), bewirken. Fir ©@rduchungen zur Stabilitat und
Bioverfugbarkeit der GATA-3-spezifischen DNAzyme nmdan ein sensitiver
Hybridisierungs-ELISA  und eine Anionenaustauschadtatographie-Methodik
entwickelt. Mittels dieser Methoden konnte gezeigtrden, dass die verwendeten
DNAzyme auch bei erhdéhter Lagerungstemperatur kitigzstabil sind. Der Nachweis
von DNAzym im Serum nach lokaler Applikation in dienge bestatigt, dass DNAzym
Uber die Lunge aufgenommen und somit bioverfughat.w

Die in vivo Wirksamkeit von GATA-3-spezifischen DNAzymen wurde
tierexperimentellen Modellen der akuten allergiscB¢emwegsentzindung untersucht.
Sowohl eine praventive als auch eine therapeutisgpplikation von GATA-3-
spezifischen DNAzymen fiihrte zu einer Reduktion Hetzindungsreaktion in der
Lunge und zu einer deutlichen Verbesserung der Wwesgsreaktivitat. Im direkten
Vergleich von hgd40 mit dem ICS Budesonid wurdeeggiz dass die Wirkungen der
DNAzyme auf die akute allergische Atemwegsentzigdeergleichbar oder besser zu
denen des Budesonids sind. Auch in einem Modelkhionisch allergisches Asthma
bronchiale, das noch besser die Situation des hemaAsthma bronchiale
widerspiegelt, konnten positive therapeutische lE&enachgewiesen werden, die hier
auch eine Verminderung der Umbauprozesse der AtgmwéRemodelling)
einschlossen.

Schlussfolgernd kann festgestellt werden, dass idteanasale Applikation von
GATA-3-spezifischen DNAzymen eine viel versprechendeue Therapieform fur
allergisches Asthma bronchiale darstellen kannerd&¥irksamkeit nun bei humanen

Asthmapatienten bestatigt werden muss.
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Summary

Allergic asthma is a chronic inflammatory diseasecompanied by increased mucus
secretion and airway hyper responsiveness. The swsmon therapy comprises a
combination of inhaled corticosteroids (ICS) anadecting f,-agonists. However
these drugs are only able to reduce the symptorseciased with the disease.
Furthermore, they cause unwanted side-effects lamdherapy fails to work in some
patients. Therefore, new antisense-acting theragseneed to be developed with no or
little side-effects. Of the potential candidates welected GATA-3 as the target
molecule for intervention. GATA-3 is a key regulataf Th2 cell differentiation and
activation, and is also expressed in eosinophiéstroells and natural killer cells. Thus,
GATA-3 plays a central role in allergic inflammatio Transcription factors like
GATA-3 are intracellular molecules and consequeinltlgy are difficult to address
therapeutically. However, antisense strategies igeowew opportunities since they
interact directly with the mRNA of the target malée As therapeutic strategy GATA-
3-specific DNAzymes were developed in our groupedéh molecules are single-
stranded desoxyoligonucleotide molecules with @ tggecificity to GATA-3 mMRNA
with an inherent RNA-cleaving enzymatic activity.eWised the GATA-3-specific
DNAzymes gd21 and hgd40 and additionally the cdmdAzyme ODNg. The control
DNAzyme possesses the catalytic sequence butiiotdnnd the GATA-3 mRNA. The
aim of the present work was to characterize GAT#p8cific DNAzymes with regard
to their specificity, potential side-effects, stapj and bioavailability. Additionally,
these DNAzymes were also tested for their effeogs in an experimental models of
allergic asthma.

With regard to species specificity, the DNAzyme fdas able to cleave only the
murine GATA-3 mRNA and the hgd40 could cleave thienan as well as the murine
and rat GATA-3 mRNA in a dose dependent fashiore Gatalytic activity was found
to be specific for GATA-3 mMRNA, there was no influe on other mRNAs or GATA-3
DNA. With regard to potential off-target effectsewould exclude an activation of the
innate immune system via Toll-like receptor-9 (TBIR4n vitro and in vivo. To
investigate the stability and bioavailability of GA-3-specific DNAzymes, a sensitive
hybridization ELISA and an anion exchange chromaplgy method was developed.
Based on these methods, we could show that thestigaged DNAzymes are stable

over a long time at different storage temperatuidse detection of DNAzymes in
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serum after local application confirmed their apson into the lung and that the
DNAzymes became bioavailable.

The effectiveness of GATA-3-specific DNAzymes waslidated in vivo in
experimental models of acute allergic airway inflaation. The preventive as well the
therapeutic application of GATA-3-specific DNAzymiesl to reduced inflammation in
the lung and a clear improvement of the airwaytrei@¢. A direct comparison of the
hgd40 to the ICS budesonide revealed that the tefégaess of DNAzyme in a mouse
model of acute allergic airway inflammation wadeatst comparable to budesonid. We
further tested the effectiveness of GATA-3-specididAzymes in a model of chronic
allergic bronchial asthma, with better represerte human situation. A positive
therapeutic effect could be observed includingducgon in remodelling processes in
the airways.

In summary, we could establish that intranasal iegipbn of GATA-3-specific
DNAzymes represents a novel promising strategythf@rapy of bronchial allergic

asthma, whose effectiveness needs now validatibanman asthmatic patients.
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