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1 Einleitung

1.1 Klinik

Asthma bronchiale ist eine chronische Entziindung der Atemwege, die sich

durch rekurrierende reversible Bronchialobstruktionen mit Dyspnoe und aus-
kultatorischem Giemen dufert (Kroegel, 2002). Ausgelost werden diese ob-

struktiven Episoden durch spezifische Allergene oder, aufgrund der sich ent-

wickelnden Atemwegsiiberempfindlichkeit, auf unspezifische Reize wie Che-

mikalien (O, SO3), Kéilte, Stress, Feuchtigkeit oder Staub. Aber nicht nur

reversible Obstruktionen sind charakteristisch fiir diese Krankheit, sondern

auch eine kontinuierliche Verschlechterung der Lungenfunktion geht mit

langjahrigem Krankheitsgeschehen einher. Pro Jahr nimmt die Ein-Sekunden-
Kapazitdt des Asthmapatienten um durchschnittlich 38 ml ab, die des Lun-

gengesunden dagegen nur um 22 ml/Jahr (Lange, 1998). Dies ldsst darauf

schlief3en, dass nicht nur die akuten allergischen Reaktionen und die Atem-

wegshyperreagibilitit (AHR) zur Morbiditdt des Asthma bronchiale beitra-

gen, sondern dass die dauerhafte Entziindung bleibende Spuren hinterlasst

und zu einem Atemwegsumbau (Airway remodeling) fiihrt.

1.2 Epidemiologie

In den letzten Jahrzehnten hat die chronisch entziindliche Erkrankung Asth-
ma bronchiale deutlich an Interesse fiir die medizinische Forschung gewon-
nen, da vor allem in den westlichen Lindern mit einem hohen Lebensstan-
dard ihre Pravalenz dramatisch angestiegen ist (Beasley, 1998). Die epide-
miologische Studie ISAAC (International study of Asthma and Allergy in
Children) fand die hochste Priavalenz von Asthma in Australien, Neuseeland
und Grol3britannien, wo im Jahr 2003 in der Altersgruppe von Kindern zwi-
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schen 13-14 Jahren jeder 5. {iber asthmatische Symptome klagte, in China
und Zentralafrika dagegen nur jeder 20. (ISAAC 1998) (s. Abb. 1.1).
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Abbildung 1.1: Ein-Jahres-Prdvalenz asthmatischer Symptome in 13-14-
jahrigen Jugendlichen (entnommen aus: World wide variation in prevalence
in asthma, allergic rhinoconjunctivitis, and atopic eczema: ISAAC. Lancet
1998; 351: 1225-32).
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Die Préavalenz innerhalb von Europa betragt durchschnittlich 8 6% (Lod-
denkemper, 2003) In Deutschland liegt die Priavalenz von Asthma bei Kin-
dern bei 10%. Es ist somit die hdufigste chronische Erkrankung unter heran-
wachsenden Deutschen (Maziak, 2003).

1.3 Pradisponierende oder protektive Faktoren

Nicht alle Menschen reagieren auf den inhalativen Kontakt mit potentiell all-
ergenen Stoffen mit einer allergischen Entziindung der Atemwege. Es muss
also Faktoren geben, die einen Teil der Menschen dafiir pradisponieren, eine
allergische Immunantwort auf ein harmloses Protein auszubilden.

Eine genetische Disposition wird zu einem Teil fiir diese immunologische
Fehlantwort auf harmlose Substanzen verantwortlich gemacht. Es sind eine
Vielzahl verschiedener Genvarianten bekannt, die mit der Entstehung von
allergischem Asthma korrelieren (Hoffjan, 2003). Dabei kann der Defekt bei
einem beliebigen, an der Pathogenese des Asthma beteiligten Genes liegen.
Beispielsweise konnten bestimmte Interleukin-4 (IL-4) oder Immunglobulin-
E(IgE)-Rezeptor-Allele mit einem erhohten Asthmarisiko in Zusammenhang
gebracht werden (Sandford, 2000; Hizawa, 2000). In neueren Studien wur-
den Single Nucleotid Polymorphisms (SNPs) in Regionen, welche die Tran-
skripitionsrate des Gens ORMDL3 steuern, mit einem erhohten Asthmarisiko
in Verbindung gebracht. ORMDL3 kodiert fiir ein transmembranes Protein
im Endoplasmatischen Retikulum (Galanter, 2008; Moffatt, 2007; Taven-
dale, 2008). Genetische Faktoren konnten eine Erklarung dafiir sein, warum
die Inzidenz des Asthma in Australien, Neuseeland und Grofbritannien be-
sonders hoch ist. Die Bevolkerung in Australien und Neuseeland ist zum
grofdten Teil aus Grol3britannien ausgewandert, und somit besteht ein ver-
gleichbarer Genpool. Der Pravalenzanstieg in den letzten Jahren ist jedoch
nicht durch genetische Faktoren zu erkldren, da sich diese nicht in so kurzer
Zeit verdndern konnen.

Daher werden exogene Faktoren fiir das aktuell vermehrte Auftreten von
Asthma in den Industrienationen verantwortlich gemacht (s. Abb. 1.2).
Nach der Wiedervereinigung Deutschlands wurden Studien an einer weitge-
hend genetisch identischen Bevolkerung durchgefiihrt, die sich jedoch in ih-
ren Lebensbedingungen unterschied. In West-Deutschland wurde trotz, oder

gerade aufgrund, des westlichen Lebensstils eine hohere Priavalenz von all-
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Abbildung 1.2: Allergische Sensibilisierung und positives Feedback (ent-
nommen aus: Gould HJ, Sutton BJ. IgE in allergy and asthma today. Nat
Rev Immunol. 2008 Mar;8(3):205-17)

ergischen Erkrankungen festgestellt (von Mutius, 1992). Westlicher Lebens-
stil geht einher mit immer weiter verbesserten hygienischen Mafinahmen, so
dass bakterielle Infektionen immer seltener werden. Die Hygiene-Hypothese
(Strachan, 1989) schreibt jedoch gerade diesen Infektionen protektive Ei-
genschaften beziiglich der Entwicklung einer Atopie zu. Ein friiher Krippen-
eintritt von Kindern, das heif3t frithe Konfrontation mit Krankheitserregern,
senkt beispielsweise das Atopierisiko (Krdmer,1999). Ebenso das Leben auf
einer Farm, was mit dem Kontakt mit einer grof3eren mikrobiellen Flora ver-
gesellschaftet ist (Riedler, 2001).

Viele Folgestudien belegten den Zusammenhang zwischen friihkindlichen
Infektionen bzw. vermehrtem Kontakt zu mikrobiellen Komponenten und
einem vermindertem Allergierisiko.
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1.4 Pathophysiologie des Allergischen Asthma

Es kann unterschieden werden zwischen dem intrinsischen Asthma, welches
durch nicht allergische Faktoren ausgelost wird, und dem allergischen Asth-
ma, welches durch allergische Faktoren, wie vor allem Aeroallergenen, z.B.
Hausstaubmilbenkot, Katzenepithelien und Birken- sowie Gréserpollen, in-
duziert wird. Das allergische Asthma ist mit 90% die haufigere Asthmaform
(Romanet-Manent, 2002).

1.4.1 Die akute allergische Atemwegs-Reaktion

Janeway (2001) definierte eine allergische Reaktion als eine Immunantwort
von bereits existierenden Antikorpern oder von priméir aktivierten T-Zellen
auf einen Zweitkontakt mit harmlosen Umweltantigenen oder Allergenen.
Meist geht das Allergen eine Verbindung mit IgE-Antikorpern auf Mastzellen
ein.

Eine allergische Immunantwort wird in zwei Phasen unterteilt: die Sensibi-
lisierungsphase gefolgt von der Effektorphase.

1.4.1.1 Sensibilisierung

In der Sensibilisierungsphase findet der Erstkontakt mit dem Antigen statt.
Die inhalative Sensibilisierungsphase beim allergischen Asthma folgt auf
das Einatmen eines Aeroallergens, welches der mukozilidren Clearance ent-
geht und dem es gelingt, die Barriere des Epithels zu durchbrechen. Dieses
wird von Antigenprasentierenden Zellen (APZ), die sich in der Atemwegs-
wand befinden, wie z.B. Alveolarmakrophagen oder dendritischen Zellen
(DC), aufgenommen (Holt 2000; Maddox und Schwartz 2002). Diese wan-
dern daraufhin in die drainierenden Lymphknoten. Dort prédsentieren sie das
in Peptidfragmente zerlegte Antigen iiber den Haupthistokompatibilitats-
komplex Klasse II (MHC-II) (Racioppi, 1993), welches dann von antigenspe-
zifischen T-Zell-Rezeptoren (TCR) auf naiven Cluster-of-Differentiation4+-
(CD4+)-T-Zellen (Davis, 1998), oder von B-Zell-Rezeptoren (BCR) auf B-
Lymphozyten erkannt wird.

Die T-Zell-Antwort Die durch den Antigen-MHCII-Komplex stimulierten
CD4+-T-Zellen (ThO) differenzieren sich je nach Umgebungsbedingungen
zu Th1- oder Th2-Zellen bzw. zu weiteren Subklassen (Firestein, 1989).
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Die ThO-Zelle entwickelt sich zur Th1-Zelle, wenn sie mit hohen Antigen-
dosen und den Zytokinen IL-12, IL-18 und IFN-v, welche von aktivierten
DC, Makrophagen und T-Lymphozyten sezerniert werden, konfrontiert wird
(Hsieh, 1993).

Kommen niedrige Allergendosen und das von Mastzellen, eosinophilen Gra-
nulozyten und T-Lymphozyten produzierte IL-4 mit der ThO-Zelle in Kon-
takt, so entsteht die Th2-Zelle (Schmitt, 1990).

Fiir Th1-Zellen ist die Produktion von IL-2, Interferon-y (IFN-v) und Tumor-
nekrosefaktor-3 (TNF-{3) charakteristisch, wiahrend Th2-Zellen vermehrt IL-
4, IL-5, IL-6, IL-9 und IL-13 sezernieren (Abbas, 1996; Mosman, 1986).

Bei Asthmapatienten wurde in Bronchialbiopsien der Atemwege und Zel-
len von bronchoalveoldren Lavages (BAL) eine erhohte Expression des Th2-
Transkriptionsfaktors GATA-binding-protein-3 (GATA-3) festgestellt (Cara-
mori 2001, Erpenbeck 2006, Nakamura, 1999). Der Thl-Transkriptions-
faktor T-bet ist in der BAL von Asthmapatienten nicht detektierbar (Finotto,
2002). Der Nachweis von hohen GATA-3 Konzentrationen in der Lunge von
Asthmatikern und die mafgebliche Beteiligung der Th2-Zellzytokine an der
allergischen Entziindung spricht fiir eine Th2-Zell-dominierte Immunant-
wort bei Asthmatikern.

Die B-Zellantwort Aber nicht nur die T-Zell-Differenzierung wird durch
Allergen-Kontakt getriggert, sondern auch die Aktivierung der B-Lymphozyten
zur Plasmazelle.

Reagiert der CD40+-Rezeptor auf dem B-Lymphozyten dann noch mit dem
CD40-Liganden auf dem T-Lymphozyten in Anwesenheit von IL-4 oder IL-
13 (Bacharier, 1998, Wills-Karp 1998) wird ein Isotypenwechsel in den B-
Lymphozyten zu Antikorpern der Klasse IgE induziert. Das daraufhin sezer-
nierte antigenspezifische IgE zirkuliert im Blutkreislauf durch den Korper
und bindet an die hochaffinen Fcel-Rezeptoren (FceRI) auf Mastzellen und
basophilen Granulozyten bzw. an die niedrig affinen FceRII auf eosinophilen
Granulozyten und aktivierten Makrophagen (Bacharier, 1998).

Ein Th2-Phanotyp und hohe systemische Spiegel an antigenspezifischem IgE
sind somit Kennzeichen einer stattgefundenen allergischen Sensibilisierung
(Holt, 1999; Maddox und Schwartz 2002).
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1.4.1.2 Effektorphase

Die zweite Phase der Immunantwort ist die sogenannte Effektorphase in der
es zu einem erneuten Kontakt mit einem bereits bekannten Allergen kommt.
Dieser fiihrt zu einer lokalen Entziindungsreaktion, einer Uberempfindlich-
keitsreaktion vom Typ 1 nach Gel und Coombs. Einzuteilen ist diese in eine
Frithphasereaktion und eine Spatphasereaktion.

Frithphase In der Frithphase bindet das Allergen an allergenspezifische
IgE-Antikorper, welche an die FceRI auf Mastzellen und basophilen Granu-
lozyten gebunden sind. Dies fiihrt zu einer Kreuzvernetzung der FceRI, mit
der Folge, dass vorgeformte pro-inflammatorische Mediatoren, wie Hista-
min, Prostaglandine und Leukotriene, ausgeschiittet werden (Kinet, 1999;
Lane und Lee, 1997; Theoharides, 2006). Im Vordergrund steht bei der aller-
gischen Sofortreaktion die durch Histamin (aber auch durch andere Media-
toren) ausgeloste Kontraktion der glatten Atemwegsmuskulatur, die schnell
zu einer Verringerung des Atemwegskalibers und damit zur akuten Dyspnoe
im Asthmaanfall fithrt (Bousquet, 2000; Busse, 2001).

Spéatphase Die initial freigesetzten Mediatoren verursachen jedoch nicht
nur eine akute Bronchokonstriktion, sondern ebenfalls eine Vasodilatation,
eine Steigerung der Vasopermeabilitdt mit konsekutivem Schleimhautédem
und massiver Plasmaexsudation in die Atemwege (VanVyve, 1995). Eine
Steigerung der Schleimsekretion in den Bronchien fiihrt zur Entstehung ei-
nes Mukuspropfen in den Atemwegen (Persson, 1995) und zur Immigration
und Aktivierung von Immunzellen. Diese langsamen bronchoobstruktiven
Prozesse benotigen etwa drei bis acht Stunden bis zu ihrer vollen Entfal-
tung; somit sind sie maf3geblich an der Dyspnoe-Symptomatik der Spatpha-
se der allergischen Reaktion beteiligt. Ebenso kommt es zu einer erneuten
Kontraktion der glatten Atemwegsmuskulatur aufgrund von Mediatorenan-
flutung der sich akkumulierenden Entziindungszellen (Busse, 2001).

Das Hauptmerkmal der spaten Phase der Entziindungsreaktion ist die Infil-
tration des Gewebes mit aktivierten Entziindungszellen, wie eosinophilen,
neutrophilen und basophilen Granulozyten, CD4+-T-Zellen und Makropha-
gen (Bousquet, 2000). Eine besondere Bedeutung als Effektorzellen fallt da-
bei den eosinophilen Granulozyten zu. Diese Immunzellen, deren terminale
Differenzierung sich unter Einwirkung des Th2-Zytokins IL-5 vollzieht (San-
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derson, 1992), iibernehmen zwei wichtige Effektorfunktionen: Erstens tra-
gen sie durch die Freisetzung toxischer Granulae mit Proteinen wie z.B. Ma-
jor Basic Protein (MBP) zur Destruktion des Atemwegsepithels bei, zweitens
fiihren die von ihnen sezernierten Entziindungsmediatoren (z.B. Prostag-
landine, Leukotriene und Th2-Zytokine) zur weiteren muskuldren Broncho-
konstriktion, zur gesteigerten Vasopermeabilitdt und zur weiteren Einwan-
derung von eosinophilen Granulozyten (Bousquet, 2000; Maddox 2002).

1.4.2 Chronische allergische Atemwegsreaktion

Kennzeichen der akuten allergischen Atemwegsreaktion ist die hervorste-
chende Prasenz von eosinophilen Granulozyten und Th2-Zellen in der Lunge
(Jeffery, 1992). Im chronischen Krankheitszustand ist eine groRere Zelldi-
versitit zu verzeichnen. Nicht nur chemotaktisch angelockte Zellen wie eosi-
nophile Granzuloyten, Th2-Zellen und Makrophagen, sondern auch ortsan-
sassige Zellen, wie Mastzellen, Epithelzellen, Fibroblasten und glatte Mus-
kelzellen werden in der chronischen Entziindung aktiviert und nehmen dar-
an Teil. Es kommt zu strukturellen Umbauprozessen in der Lunge (Airway
remodeling), so dass Asthma nicht als komplett reversible Erkrankung an-
gesehen werden kann.

Airway remodeling Die strukturellen Verdnderungen der Atemwegswan-
de, Airway remodeling, werden auf die Wirkung zytotoxischer Mediatoren
und die chronische Entziindung in den Atemwegen zuriickgefiihrt (Homer,
2000). Von eosinophilen Granulozyten freigesetzte proinflammatorische und
zytotoxische Mediatoren schédigen die Strukturzellen und die Barriere- und
Clearancefunktion des Atemwegsepithels wird beeintrachtigt. Auch schiitten
die geschédigten Zellen selbst proinflammatorische Mediatoren aus und un-
terhalten somit die Entziindung. Kérpereigene Reparaturmechanismen fiih-
ren nun zum eigentlichen Airway remodeling (McMillan, 2004). Zu diesen
Umbauprozessen gehoren eine Verdickung der Atemwegswand, eine sub-
epitheliale Fibrose, eine erhohte Mukussekretion, ein vermehrtes Auftreten
mukusproduzierender Becherzellen, eine Hyperplasie von Myofibrozyten,
eine Hypertrophie und Hyperplasie von Myozyten, sowie eine Hypertrophie
der Atemwegsepithelzellen (Wilson 2001; Aikawa, 1992, Vignola 2003) (s.
Abb. 1.3). Diese Verdnderungen konnen entlang des gesamten Bronchial-
baumes und in allen Schichten der Atemwegswand beobachtet werden (Jef-
fery, 2001).



KAPITEL 1. EINLEITUNG 9

Ty2- and Tl-cell

cytokines (such as

’ Environmental agents‘ IL-13, TNF and [FNv)
Inflammatory-cell
products; environmental
agents

\ & Epithelial
cell d
APC B \

| LN A
B cell or T cell ' Ga‘ﬁ
(Myo)fibroblast —— X\ “SA2 ]
© =
IL-3, ”7 \El IL-5, Smooth muscle / \
IL-9 GM-CSF
cell % ‘
© Q0,0
8% )
200 s T Production of EGF, TGFp, Blood
Mast cell Eosinophil FGFs, IGF1, VEGF and PDGFs vessel

= Myofibroblast activation
» Mesenchymal hyperplasia

 Mucous metaplasia
Pro-inflammatory mediators, | «— |« Structural changes in
chemoattractants the airway wall

Abbildung 1.3: Inflammatorische und Remodeling Antworten im Asthma
(entnommen aus: Holgate ST, Polosa R. Treatment strategies for allergy and
asthma. Nat Rev Immunol. 2008 Mar;8(3):218-30)

Die Gesamtheit der Pathomechanismen des ,, Airway remodelings® ist noch
nicht geklart. Fibroblasten werden aktiviert und lagern vermehrt kollagene
Fasern vom Typ I, III und V unter dem Epithel ein (Vignola, 2002). Vor al-
lem dies und die Hyperplasie und Hypertrophie der glatten Muskelzellen in
den Atemwegen (Stewart 2001, Elias 2000) fithren zu einem erheblichen
Anstieg der Dicke der Atemwegswand. Im Vergleich zum Gesunden ist die-
ser bei moderaten Asthmapatienten 10-100%, bei Patienten mit schwerstem
Asthma sogar 50-300% grofer (Jeffery, 2001). Im Epithel der Atemwege fin-
det ebenfalls ein Umbau statt. Die subepithelialen mukosen Driisen nehmen
an Zahl und GroRRe zu (Epstein 2004) und ihre Verteilung weitet sich distal
bis in die peripheren Bronchiolen aus, wo sie bei gesunden Individuen nicht
zu finden sind (Jeffery, 2001). Die Mukushypersekretion setzt die Oberfla-
chenspannung in der Lunge herab und geht mit der erhohten Gefahr eines
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Atemwegkollapses einher. Auch kann der Schleim zu einer Verengung der
Atemwege und somit zu einem letalen Ausgang einer schweren asthmati-
schen Krise fithren (Elias 1999).

Atemwegshyperreagibilitit (AHR) Das ,Airway remodeling“ und die per-
sistierende Entziindung in den Atemwegen fiihren schlieRlich zu einer AHR
und einer allergen-unabhingigen bronchioobstruktiven Uberreaktion auf un-
spezifische Reize (Boushey, 1982), zum Beispiel ausgelost durch kalte Luft,
Zigarettenrauch, Umweltnoxen und Methacholin. Diese AHR wird mit der
Anwesenheit von Mastzellen in der glatten Muskulatur in Verbindung ge-
bracht (Brightling, 2002). Die AHR macht dem Asthmatiker im Alltag selbst
bei Allergenvermeidung Probleme.

1.5 Die besondere Rolle der T-Zellen

Asthmapatienten haben eine erh6hte Anzahl an CD4+T-Zellen in den Atem-
wegen. Diese sind iiberwiegend Th2-Zellen, wéahrend in gesunden Atemwe-
gen Th1-Zellen dominieren (Meyer, 2008).

Der T-Zelle kommt in allen Schritten der Entstehung des Asthma bronchiale
eine besondere Bedeutung zu. Reagiert die T-Zelle auf einen Antigenkontakt
iiberwiegend in Richtung Th2-Zelle, so kommt es zu einer allergischen Re-
aktion. Th2-Zellen und ihre Zytokine sind durch direkte Einfliisse auf das
Epithel, die glatte Muskulatur und die neuronale Versorgung der Atemwe-
ge, oder durch indirekte Einfliisse iiber die Stimulation von B-Lymphozyten,
Mastzellen und eosinophilen Granulozyten, malf3geblich an der Entstehung
der allergischen Atemwegsentziindung, der AHR und dem , Airway Remo-
deling“ beteiligt (s. Abb. 1.4).

Durch die Sekretion von IL-4 und IL-13 wird die IgE Produktion von B-Zellen
eingeleitet. Studien an IL-4 defizienten Tieren hoben die Rolle dieses Th2-
Zytokines bei der Entwicklung des asthmatischen Phinotypes hervor (Ha-
melmann, 2000; Brusselle, 1995; Gavett 1997). Das Th2-Zytokin IL-13 ist,
durch seine direkte Wirkung auf das Atemwegsepithel und die glatte Musku-
latur, fiir die Genese von Asthma bronchiale ebenfalls von Bedeutung. Hohe
IL-13 Serumspiegel korrelieren positiv mit einer starken Auspragung der Er-
krankung (Wills-Karp, 2003). IL-5 ist verantwortlich fiir die Entwicklung
eosinophiler Granulozyten im Knochenmark und der Unterhaltung ihrer Re-
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Abbildung 1.4: Inflammation und in die Entziindungsantwort involvierte
Zellen (entnommen aus: Barnes PJ. Immunology of asthma and chronic ob-
structive pulmonary disease. Nat Rev Immunol. 2008 Mar;8(3):183-92)

aktivitdt im Asthma bronchiale (Yamaguchi, 1988; Hamelmann, 1999), die
ebenfalls essentiell fiir die Entstehung dieser Krankheit ist. IL-4, IL-9 und
IL-13 fiihren zur Proliferation von Mastzellen und deren weiterer Differen-
zierung (Hu, 2007).

Die Th2-Zelle mit ihren Zytokinen hat somit eine zentrale Rolle in der Pa-

thogenese des Asthma.

1.6 Immundeviation in Richtung Th2-Zellantwort

Der Transkriptionsfaktor GATA-3 ist verantwortlich fiir die Differenzierung
der ThO-Zelle zur Th2-Zelle und reguliert deren Zytokinausschiittung (Ho,
2007). Werden der TCR und der CD28 Ko-Rezeptor von den APCs simul-
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tan ligiert, so fiihrt dies zu einer Phosphorylierung und Aktivierung des
Transkriptionsfaktors GATA-3. Es folgt eine Translokation von GATA-3 vom
Zytoplasma in den Kern. Dort aktiviert GATA-3 die Transkription von Th2-
Zytokinen (Maneechotesuwan, 2007). Die GATA-3 Expression wird durch
den Transkriptionsfaktor STAT-6 reguliert, dessen Auspragung durch den IL-
4 Rezeptor gesteuert ist. IL-4 als Th2-Zytokin unterhélt somit einen positiven
Riickkopplungsprozess (Barnes, 2008; Maggi, 1992; Paroncchi, 1992).

Die ThO-Zelle entwickelt sich zur Th1-Zelle, wenn sie mit hohen Antigen-
dosen und den Zytokinen IL-12, IL-18 und IFN-v, welche von aktivierten
DC, Makrophagen und T-Lymphozyten sezerniert werden, in Kontakt kommt
(Hsieh, 1993). Reguliert wird dies durch den Transkriptionfaktor T-bet. Er
ist fiir die Entwicklung der ThO-Zellen zur Th1-Zelle und fiir die Produktion
ihrer Zytokine verantwortlich. Das phosphorylierte T-bet kann auRerdem
eine Verbindung mit GATA-3 eingehen und inhibiert diesen, indem er des-
sen DNA Bindung verhindert (Hwang,2005). T-bet reguliert ebenfalls die
Ausschiittung von IL-27, einem Zytokin aus der IL-12-Familie, welches die
Expression von T-bet fordert und die von GATA-3 unterdriickt (Yoshimoto,
2007). GATA-3 wiederum hat die Fahigkeit, den Transkriptionsfaktor von
IL-12 (STAT-4) zu inhibieren (Usui, 2006).

Aber nicht nur diese beiden T-Zellpopulationen stehen in direkter Verkniip-
fung miteinander. Auch regulatorische T-Zellen (T-reg) unterdriicken eine
Th2-Zellantwort. So wurde eine verminderte Konzentration an CD4+ und
CD25+ T-reg, die den Transkriptionsfaktor Forkhead Box P3 (FoxP3) expri-
mieren in Individuen mit allergischer Rhinitis festgestellt. Scheinbar erlaubt
dieses Defizit an T-reg die Entwicklung von hohen Zahlen an Th2-Zellen
(Ling, 2004).

Th17-Zellen stehen seit neuestem in der Diskussion bei Asthma, da ihr
Hauptzytokin IL-17 in Sputumproben von Asthmatikern vermehrt vorkommt
(Bullens, 2006). Th17-Zellen spielen eine Rolle in entziindlichen und au-
toimmunen Krankheiten (Stockinger, 2007; Weaver 2008). Ihr Zytokin IL-21
fordert die Entstehung von Th17-Zellen, unterdriickt jedoch die Expression
von FoxP3 und somit die Entwicklung von T-regs (Nurieva, 2007; Spolski
2007). So beeinflussen sich alle T-Zellpopulationen gegenseitig in ihrer Aus-
pragung.

Auch genetische Faktoren, die Eigenschaften des Antigens (Janeway, Travers
et al. 2004) und Umwelteinfliisse auf den Organismus (z.B. Kontakt mit
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Mikroben) spielen eine wichtige Rolle fiir die Immundeviation in Richtung
einer der T-Zellsubtypen.

So reguliert ein komplexes Zusammenspiel von den unterschiedlichsten Fak-
toren die Polarisierung der Th-Zellantwort (siehe Abb. 1.5).

T cell phenotypes in allergy
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Abbildung 1.5: Schematischer Uberblick der T-Zell-Phinotypen im allergi-
schen Asthma (entnommen aus: Schmidt-Weber CB, Akdis M, Akdis CA.
TH17 cells in the big picture of immunology. J Allergy Clin Immunol. 2007
Aug;120(2):247-54.)

1.7 Tierexperimentelle Asthmamodelle

1.7.1 Tiermodell der akut allergischen Atemwegsentziindung

Um die Pathogenese der Entziindungsreaktion des Asthma bronchiale bes-
ser untersuchen zu konnen, wurden experimentelle Tiermodelle entwickelt,
die bei der Hausmaus (Mus musculus) eine akute asthmatische Atemwegs-
reaktion initiieren.
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Das Prinzip beruht auf einer systemischen Sensibilisierung mit einem Aller-
gen, auf die die inhalative Provokation mit demselbigen folgt.

Eine systemische Sensibilisierung kann z.B. durch eine intraperitoneale (i.p.)
Applikation des Antigens in Verbindung mit dem Adjuvans Aluminiumhy-
droxid (Al(OH),) induziert werden (Jungsuwadee, 2004). Die alleinige Ap-
plikation von Al(OH), stimuliert die Produktion von verschiedenen Th2-
Zytokinen. Die Sensibilisierung von T-Zellen durch geringe Mengen eines
Antigens in einem Th2-dominierten Zytokinmilieu fiihrt, wie in der Patho-
genese des Asthma beschrieben, zu einer Th2-dominierten Immunanwort
(Alkan, 1996).

Nur bei einer ausreichend hohen allergenspezifischen Th2-Zellzahl fiihrt ei-
ne erneute, lokale, inhalative Provokation mit dem Antigen zu einer allergi-
schen Atemwegsentziindung mit Eosinophilie, AHR und Mukushypersekreti-
on (Cohn, 1997). Wird das Allergen dagegen nur inhalativ verabreicht, ohne
vorherige Sensibilisierung, kommt es nicht zu einer asthmatischen Reakti-
on (Sedgwick, 1985). Werden unsensibilisierten Tieren aktivierte protein-
spezifische Th2-Zellen transferiert, so reagieren diese auf lokale inhalative
Behandlung mit dem Protein mit einer allergischen Atemwegsentziindung
(Hogan, 1998). Sind die T-Zellen in Tieren nicht fihig, addquat auf das An-
tigen zu reagieren, beispielsweise wenn ein STAT-6 knockout vorliegt, kann
kein experimentelles Asthma induziert werden (Mattes, 2001).

Diese Erkenntnisse zeigen die grof3e Bedeutung der antigenspezifischen Th2-
Zellen fiir die Ausbildung von Asthma.

1.7.2 Tiermodell fiir chronisches Asthma

Das experimentelle Vorgehen zur Simulation von chronischem Asthma ist
dhnlich dem der akuten allergischen Atemwegsentziindung. Auf die i.p.
Sensibilisierung folgt die inhalative Allergenexposition. Diese wird jedoch
iiber einen Zeitraum von mehreren Wochen wiederholt. Dieser Versuchsauf-
bau entspricht eher den Lebensbedingungen eines Asthmatikers. Durch die
fortwahrende Allergeninhalation konnten Charakteristika des ,Airway re-
modeling“ , wie die Hyperplasie von Becherzellen und subepitheliale Fibro-
se, auch bei Médusen induziert werden. Es kommt zu einem Riickgang des
IgE-Spiegels im Blut (Temelkovski, 1998). Die Gewebsentziindung ist im
Gegensatz zum akuten Modell nicht nur in den proximalen sondern auch in
den distalen Atemwegen vorhanden. Der vorherrschende Entziindungszell-
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typ sind T-Lymphozyten, statt, wie in der akuten Entziindung, eosinophi-
le Granulozyten, T-Lymphozyten und Makrophagen. Die Inflammation im
Atemwegslumen nimmt jedoch mit der Zeit ab. Damit verbunden ist eine
Veranderung des Zytokinmilieus, welches sich von einer IL-4, IL-5 und TNF-
«a Dominanz in der akuten asthmatischen Reaktion zu einer iiberwiegenden
TGF-8 Dominanz in der chronischen Phase verdndert. Es kommt zur Ausbil-
dung einer persistierenden AHR (Wegmann, 2005). Diese Veranderungen
charakterisieren den Zustand des chronischen Asthmatikers, wihrend die
Entziindungssitutation des akuten Modells dem Geschehen in der akuten
Asthmaexzerbation entspricht.

1.8 Hypothese

Aufgrund der Bedeutsamkeit der Th2-Lymphozyten bei der Entstehung und
Unterhaltung der allergischen Atemwegsreaktion kommt die Frage auf, ob
aulBer den bereits bekannten Zytokinen auch weitere Zellprodukte der T-
Zellen an der Krankheitsentstehung des Asthma beteiligt sind.

Michael Wegmann identifizierte in seiner Dissertation ,,Zur Initiation, Pro-
gression und Chronifizierung des allergischen Asthma bronchiale“ mittels
Micro-Array einige bisher nicht ndher bekannte Gene, deren Expression in
T-Zellen sich bei Tieren mit akutem im Vergleich zu Tieren mit chronischem
Asthma unterschied. Diese Genprodukte konnten Anteil an den Prozessen
haben, die zur Chronifizierung der allergischen Atemwegsentziindung fiih-
ren. Damit stellen sie gegebenenfalls einen interessanten Angriffspunkt fiir
die Therapie des Asthma bronchiale dar. Diese beschrinkt sich bisher iiber-
wiegend auf eine symptomatische Therapie, die Chronifizierung des Asthma
zu verhindern ware jedoch ein kurativer Ansatz. Bevor diese Zellprodukte
jedoch als Therapieansatzpunkt in Erwidgung gezogen werden kénnen, soll-
ten folgende Hypothesen iiberpriift werden:

Hypothese 1 Die Expression dieser Gene ist préferentiell in T-Lymphozy-
ten und vor allem in lymphatischen Geweben und aktivierten lymphatischen
Zelllinien zu finden.
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Hypothese 2 Die Transkriptionsrate dieser unbekannten Gene ist in T-
Zellen von Mausen mit chronischem Asthma hoher als in T-Zellen von Mau-

sen mit akutem Asthma bzw. gesunden Tieren.

Aus diesen beiden Hypothesen leiten sich folgende Fragestellungen ab:

* Ist auch in Organen ohne lymphatisches Gewebe / in nicht lymphati-
schen Zelllinien eine Genexpression feststellbar?

* Ist die Genexpression im Lymphknoten und lymphatischen Zellen
am hochsten?

* Sind die Array Ergebnisse in einer gezielten quantitativen
PCR-Untersuchung reproduzierbar?



2 Material

Tabelle 2.1: Versuchstiere

Tiere Vertreiber

BALBc Miuse Harlan Winkelmann, Borchen, D

Tabelle 2.2: Zelllinien

Zellinie Hersteller/Bereitsteller

J774A.1 DSMZ, Braunschweig, D

RAW 264.7 AG Lohoff, Mikrobiologie, Uni Marburg, D
LA-4 ATCC, Wesel, D

HEPA 1-6 DSMZ, Braunschweig, D

MLg ATCC, Wesel, D

MC/9 ATCC, Wesel, D

EL4 ATCC, Wesel, D

17
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Tabelle 2.3: Zellkulturmedien und -zusitze

Medium / Zusatz Hersteller

RPMI 1640 (1x) ohne Glutamin PAA Laboratories GmbH, Colbe, D
Dulbecco’s MEM (1x) DMEM, Biochrom AG, Berlin, D

high Glucose L-Glutamin

Ham’s F-12 Kaighn’s Nutrient GIBCO Invitrogen, Karlsruhe, D
Mixture

Fetales Kalberserum (FCS) Gold PAA Laboratories GmbH, Colbe, D
L-Glutamin PAA Laboratories GmbH, Colbe, D
Natriumpyruvat PAA Laboratories GmbH, Colbe, D
Penicillin/Streptomycin PAA Laboratories GmbH, Colbe, D
Nicht essentielle Aminosduren PAA Laboratories GmbH, Colbe, D
(NEAA)

Tabelle 2.4: Zellkulturmaterialien

Material Hersteller
Zellkulturflaschen 75 cm? Nunc, Roskilde, DK
Zellschaber 25 cm Sarstedt, Newton, USA
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Tabelle 2.5: Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

Agarose LM-MP

Roche, Mannheim, D

Bicarbonat

Sigma, Taufkirchen, D

Concanavalin A (ConA)

Sigma, Taufkirchen, D

Dynabeads® mouse CD4 (L3/T4)

Dynal ASA, Oslo, Norwegen

Ethanol Roth, Karlsruhe, D
Ethidiumbromidlosung Roth, Karlsruhe, D
Ionomycin Sigma, Taufkirchen, D
Isopropanol Roth, Karlsruhe, D
Lipolysaccharid (LPS) Sigma, Taufkirchen, D
Lympholyte®M Cedarlane Laboratories,

Hornby, Ontario, Kanada

B-Mercaptoethanol

Sigma Taufkirchen, D

OVA Grade V

Sigma, Taufkirchen, D

Phorbol 12-myristate
13-acetate (PMA)

Sigma, Taufkirchen, D

Ratten T-SIM

Sigma, Taufkirchen, D

ROTI® Agarose Ultra-Qualitit

Roth, Karlsruhe, D

Sodium Bicarbonat

Biochrom AG, Berlin, D

Trypsin/EDTA 0, 25%

PAA Laboratories GmbH, Colbe, D

Wasser (RNAse-frei)

Quiagen, Hilden, D
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Tabelle 2.6: Puffer

Puffer Bestandteile Hersteller
CASY® Ton Schérfe Systems,
Reutlingen, D
Dulbecco’s Phosphate PAA Laboratories
buffered Saline (PBS) Gmbh, Colbe, D
Tris-Acetat-EDTA-Puffer Sigma,
(TAE-Puffer) Taufkirchen, D
Tris-Borat-EDTA-Puffer = 100 mM TRIZMA Base Sigma,
(TBE-Puffer) Taufkirchen, D
90 mM Bor-Saure Sigma,
Taufkirchen, D
4 mM NasEDTA (EDTA Roth,
Dinatiumsalz Dihydrat) Karlsruhe, D
NaOH (Natriumhydroxid Merck,
Platzchen) Darmstadt, D

Tabelle 2.7: Kits

Kit Hersteller
Desoxyribonuclease I, Amplification Grade Invitrogen,
Karlsruhe, D

HotStar Taq Master Mix Kit Qiagen, Hilden, D
Omniskript Reverse Transcription Kit Qiagen, Hilden, D
RNeasy® Fibrous Tissue Mini Kit Qiagen, Hilden, D
RNeasy® Lipid Tissue Mini Kit Qiagen, Hilden, D
RNeasy® Micro Kit Qiagen, Hilden, D
RNeasy® Midi Kit Qiagen, Hilden, D
RNeasy® Mini Kit Qiagen, Hilden, D
Quanti Tect ™ SYBR®Green PCR Master Mix Qiagen, Hilden, D
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden, D

QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden, D
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Marker / Ladepuffer Hersteller

Gel-Loading-Solution Typ 1 Sigma, Taufkirchen, D

Low Range RNA Leiter Peqglab, Erlangen, D

PeqGOLD 100bp DNA Leiter Peqlab, Erlangen, D

RNA Sample Loading Buffer Sigma, Taufkirchen, D

Tabelle 2.9: Primer

Gen Primerstruktur Annealing- Hersteller

temperatur

Gen 1 Die Genbezeichnungen 60°C Metabion,
und Primersequenzen Martinsried, D

Gen 2 sind im Forschungslabor 65°C Metabion
dfzr klinischen Chemie Martinsried, D

————— hinterlegt
Gen 3 60°C Metabion,
Martinsried, D
Gen 4 58°C Metabion,
Martinsried, D
Gen 5 62°C Metabion,
Martinsried, D

GAPDH sense 62°C Metabion,
5-CGT CTT CAC CAC CAT GGA GA-3’ Martinsried, D
antisense
5-CGG CCA TCA CGC CAC AGT TT-3’

L32 sense 62°C Metabion,
5-AAG CGA AAC TGG CGG AAA CC-3’ Martinsried, D
antisense
5-CTG GCG TTG GGA TTG GTG AC-3’

Oligo dT  5-TTT TTT TTT TTT TTT TTT-3’ MWG Biotech,

18 Primer Ebersberg, D
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Tabelle 2.10: Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

Light-Cycler® Capillaries (20 ul)

Roche, Mannheim, D

Reaktionsgefaf3e (0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml)

Eppendorf AG, Hamburg, D

Reaktionsgefalle 15 ml

Biochrom AG, Berlin, D

Reaktionsgefaf3e 50 ml

Greiner bio-one, Solingen, D

Strip Tubes 0, 1 ml

Corbett, Sydney, AUS

Tabelle 2.11: Gerite

Gerit

Hersteller

Biometra TRIO Thermoblock

Biometra, Gottingen, D

CASY® Model TT (Cell Counter,
Analyser System)

Schérfe Systems, Reutlingen, D

DAKO Medimachine

DAKO Cytomation, Hamburg, DK

Dynal® MCL-P

Dynal ASA, Oslo, Norwegen

Elektorphorese System

Peqglab, Erlangen, D

FACScan

Becton Dickinson

Gel Dokumentationsstation

Bio Rad, Miinchen, D

HLC Block Thermostat

HLC Biotech, Bovenden, D

Kiihlzentrifuge BIOFUGE fresco

Kendro, Langenselbold, D

Light Cycler®LC II

Roche, Mannheim, D

PARI® Master

Pari Starnberg, D

Pipetten

Eppendorf AG, Hamburg, D
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Gerit

Hersteller

Rotor Gene™ 3000

Corbett, Sydney, AUS

Schiittelinkubator GFL 3031

GFL, Burgwedel, D

Ultraspec 3100pro UV/Visible
Spectrophotometer

Biochrom, Cambridge, UK

Zellshredder 79400S
Medicons, 50 um

DAKO Cytomation, Hamburg, DK

Zentrifuge Megafuge 1.0R

Heraeus, Osterode, D

Tabelle 2.12: Software

Software

Hersteller

Gelscan

Bioscitec, Frankfurt a.M., D

GraphPad Prism® Software

San Diego, USA

RotorGene™ 3000 Software

Corbett, Sydney, AUS




3 Methoden

3.1 Probengewinnung

3.1.1 Tierhaltung

Die Tiere wurden in beliifteten Kéfigsystemen, bei einer Raumtemperatur
von 20°C und einem kiinstlichen 12 Stunden Hell-Dunkelzyklus mit freiem
Zugang zu Futter und Wasser gehalten.

3.1.2 Gewinnung von Gewebe/Organen aus der Maus

Zur Feststellung der Expressionsintensitdt der unbekannten Gene in den ver-
schiedenen Korpergeweben der Maus, wurden folgende Organe aus 6-8 Wo-
chen alten unbehandelten BALB/c Mausen (Harlan Winkelmann, Borchen,
D) entnommen: Gehirn, Auge, Trachea, Lunge, Magen, Darm, Leber, Herz,
Gefald, Niere, Haut, Skelettmuskel, Fett, Schilddriise, Nebenniere, Prostata,
Hoden, Ovarien, Uterus, Thymus, Lymphknoten und Milz. Die entnomme-
nen Gewebe wurden nach der Praparation in fliissigem Stickstoff schockge-
froren und bis zur weiteren Verwendung bei —80°C gelagert.

3.1.3 Isolierung pulmonaler CD4+-Zellen aus Méausen mit
allergischer Atemwegsentziindung

Die beschriebenen in-vivo Studien wurden im Rahmen der Tierversuchs-
genehmigung: V54-19¢20-15(1) ,,Mechanismen zur Entstehung allergischer
Erkrankungen“ durchgefiihrt. Die CD4+Zellen aus dem Tierversuch zum
chronischen Asthma wurden im Rahmen der Dissertation von Michael Weg-
mann ,,Zur Initiation, Progression und Chronifizierung des allergischen Asth-
ma bronchiale“, die CD4+ Zellen aus dem Versuch zum akuten Asthma wur-
den im Rahmen der Diplomarbeit von Tanja Dicke , Rolle von Zytokinen der

24
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Interleukin-10-Familie bei der Pathogenese allergischer Entziindungsreak-
tionen“ isoliert.

3.1.3.1 Induktion einer akuten allergischen Entziindungsreaktion in
der Lunge

Die Sensibilisierung gegen ein Protein ist die Grundvoraussetzung fiir die
Etablierung einer lokalen Entziindungsreaktion in der Lunge. Diese Sensi-
bilisierungsreaktion wurde im Maus-Modell durch drei i.p. Injektionen des
artfremden Proteins Ovalbumin (OVA) gelost in Phosphate buffered Saline
(PBS) an den Tagen 1, 14 und 21 des Versuchsprotokolls in Verbindung mit
dem Adjuvans AI(OH)3 ausgelost. An den Tagen 26-29 wurde den Tieren in
einer luftdichten Expositionskammer fiir 20 Minuten ein OVA-Aerosol (1%
OVA Grade V gelost in PBS) durch einen Generator, PARI® Master, zuge-
leitet, wodurch ein Antigenkontakt in der Lunge ausgelost wurde, der die
lokale Entziindungsreaktion initiierte. Die Analyse der Tiere fand 48 Stun-
den spéter statt (s. Abb. 3.1).

Tag 1 14 21 26 27 28 29 31
OVA + Al(OH)3 i.p. OVAe10c01
Analyse

Abbildung 3.1: Protokoll zur allergischen Sensibilisierung. Induktion ei-
ner akuten allergischen Atemwegsentziindung

3.1.3.2 Induktion einer chronischen allergischen Entziindung der
Atemwege

Da das humane Asthma eine chronisch-entziindliche Atemwegserkrankung
ist, der ein wiederholter Antigenkontakt zugrunde liegt, unterscheidet sich
die Entzlindungsreaktion deutlich von der akuten Entziindung, wie sie bei
einer Asthma Exazerbation vorliegt. Bedingt durch die Chronizitét der Ent-
ziindung sind ebenfalls strukturelle Verinderungen der Atemwege charakte-

ristisch. Um dies im Tiermodell nachzuempfinden, wurde das Modell fiir die
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Induktion der akuten Atemwegsentziindung dahingehend verdndert, dass
die inhalative Antigenexposition nun auf einen Zeitraum von 12 Wochen,
mit jeweils an zwei aufeinander folgenden Tagen stattfindenden OVA-Aerosol-
Expositionen verldngert wurde (s. Abb. 3.2).

sensitization

T
day 1 14 21

t t 1

i.p. OVA + Al(OH),

challenge

] LI LI LI LI LI LI LI LI LI LI L]
day 26 27 3334 4041 4748 5455 6162 6869 7576 8283 8990 9697 103 104

tt tt+ tt tt tt tt tt tt tt tt tt tt

1% OVA aerosol

Abbildung 3.2: Protokoll zur allergischen Sensibilisierung. Induktion ei-
ner chronisch allergischen Atemwegsentziindung

3.1.3.3 Isolierung der CD4+ Lymphozyten aus der Lunge

Um die CD4+T-Lymphozyten aus dem Lungengewebe zu gewinnen, mus-
ste die Lunge zundchst mit PBS lavagiert und perfundiert werden, um eine
Kontamination der Probe durch Lymphozyten aus dem broncho-alveolaren
Lumen bzw. dem Gefd3system zu verhindern. Einzelne Lungenstiicke wur-
den dann in den Zell-Shredder 79400S Medicons gegeben und mittels DA-
KO Medimachine durch 50 um grof3e Poren gerieben und spéter in PBS sus-
pendiert. Die entstandene Zellsuspension enthélt neben den in die Lunge
infiltrierten Leukozyten auch verschiedene Strukturzellen. Um die Leuko-
zyten nun zu separieren, wurde eine Dichtegradienten-Zentrifugation mit
Hilfe des Separationsmediums Lympholyte®-M durchgefiihrt. Dabei schie-
den sich die Mononukledren Zellen (Lymphozyten, Makrophagen) an der
Phasengrenze ab. Dieser Interphasering wurde abgenommen und durch Wa-
schen mit PBS vom Separationsmedium befreit.

Zur Aufreinigung von CD4+ T-Lymphozyten aus einer Leukozytenzellsuspen-
sion wurden antikorperbeschichtete anti-CD4+Magnetbeads (Dynabeads®
mouse CD4 (L3/T4)), mit der Zellsuspension inkubiert und danach mit Hilfe
eines Separationsmagneten, Dynal® MCL-P, separiert.
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Um die Effiziens der CD4+ Lymphozytenreinigung zu iiberpriifen wurde ei-
ne Analyse mittels Fluorescense-activated Cell Sorter (FACS) durchgefiihrt.

3.1.4 Zelllinien und ihre Kultivierung und Stimulierung
3.1.4.1 Zelllinien und ihre Kultivierung

Zur Testung der unbekannten Primer an stimulierten sowie unstimulierten
Zellen wurden folgende Zelllinien verwendet:

Die adherente Makrophagenzelllinie J774A.1 wurde aus Aszitis von weibli-
chen BALB/c Mausen gewonnen, welche an einem Retikulum-Zell-Sarkom
erkrankt waren (Ralph, 1975). Die adherente Makrophagenzelllinie RAW
264.7 (dankenswerterweise von Prof. Lohoff, Institut fiir Mikrobiologie an
der Philipps-Universitat Marburg zur Verfiigung gestellt) wurde aus einem
Abelson murine leukemia virus (AMLV) induzierten Tumor aus mannlichen
Balb/c-MAausen isoliert (Raschke, 1978)

Als murine adherente epitheliale Zelllinie wurde die Linie LA-4, deren Zel-
len aus einem Lungenadenom von A/He Méausen stammen, verwendet (Sto-
ner, 1975).

Die murine adherente Leberzelllinie HEPA 1-6 wurde aus dem BW7756 Le-
bertumor der C57L Maus gewonnen (Darlington 1980).

Die murine Fibroblastenzellinie MLg wurde aus dem normalen Lungenge-
webe einer neugeborenen ddY Maus gewonnen (Yoshikura, 1974).

Als murine Mastzelllinie fand die Suspensionszelllinie MC/9 Verwendung.
Diese klonierte Mastzelllinie wurde aus der fetalen Leber von Mausen ge-
wonnen (Galli, 1982).

Als murine T-Zelllinie wurde die Suspensionszelllinie EL4 verwendet, wel-
che von einem Lymphom stammt, das in C57BL Mausen durch 9,10-Di-
methyl-1,2-Benzantrazen induziert wurde (Gorer PA,1950).

Die Zelllinien brauchen je nach Herkunft und Zellart unterschiedliche Kul-
turmedien, die im folgenden beschrieben werden:

Die J774 Zellen benétigen zum wachsen Rosswell-Park-Memorial-Institute-
(RPMI)-Medium mit den Zusdtzen 10% hitzeinaktiviertes fotales Kélberse-
rum (FCS), 1% Penicillin/Streptomycin, 1% L-Glutamin, 1% Natriumpyruvat
und 1% nicht-essentielle Aminoséduren.
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Die RAW 264.7 Zellen wurden in Dulbecco‘s modifiziertem Eagle Medium
(DMEM) mit hohem Glukosegehalt und stabilem Glutamin sowie den Zu-
sdtzen von 10% hitzeinaktiviertem FCS und 1% Penicillin/Streptomycin kul-
tiviert.

Die Subkultivierung der beiden Makrophagenzelllinien unterschied sich nicht
und lief wie folgt ab. Das gesamte verbrauchte Medium der 75cm? Zell-
kulturflasche wurde entnommen und 10ml eiskaltes, steriles PBS wurde
zur Ablosung der Zellen, in die Flasche gegeben und fiir 10 min auf Eis
inkubiert. Danach wurden die Zellen mit einem Zellschaber vorsichtig ab-
geschabt, in ein Probengefaf3 iiberfithrt und 10 min bei 300 g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgenommen, die Zellen in frischem Medium aufge-
nommen und in eine neue Zellkulturflasche iiberfiihrt. Die Subkultivierung
wurde zweimal pro Woche durchgefiihrt, dabei wurden die Zellen 1 : 6 ge-
teilt.

LA4 Zellen wurden in einer Kombination von 85% Ham’s F-12 Kaighn’s Me-
dium, welches mit 2mM L-Glutamin und 1,5 g/1 Bicarbonat versetzt war,
und 15% FCS herangezogen.

Hepa 1-6 Zellen wuchsen in einem Medium, welches zu 90% aus DMEM
(angereichert mit 4 mM L-Glutamin, 1,5 g/1 Sodium Bikarbonat sowie 4,5 g/1
Glukose) und zu 10% aus FCS bestand.

MLg Zellen wurden in DMEM Medium gezogen, welchem 2 mM L-Glutamin,
1% nicht essentielle Aminosduren und 10% FCS zugesetzt wurden.

Die Subkultivierung der LA4, Hepa 1-6 und MLg Zellen erfolgte wie folgt:
Das verbrauchte Medium wurde den 75 cm? Zellkulturflaschen entnommen.
Die adherente Zellschicht wurde kurz mit einer 0, 25%-igen (w/v) Trypsin-
und 0,53 mM Ethylene Diamine Tetraacatic Acid (EDTA)-Losung gespiilt,
um alle Spuren des Serums zu entfernen, das Trypsininhibitoren beinhal-
tet. Danach wurden 2-3ml der Trypsin-EDTA Losung in die Zellkulturfla-
sche gegeben. Die Zellen wurden unter dem Mikroskop bis zur vollstandigen
Ablosung (ca. 5-15min) beobachtet. Danach wurden 6-8 ml des jeweiligen
Wachstumsmediums hinzu gegeben und die Zellen mit Hilfe einer Pipette
vorsichtig aspiriert. Das Aspirat wurde nun im Verhéltnis von 1 : 3 in ei-
ne neue Zellkulturflasche mit dem entsprechenden Medium gegeben. Diese
Prozedur wurde zweimal pro Woche wiederholt.
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MC9 Zellen wuchsen in DMEM, welches 4 mM an L-Glutamin beinhaltete.
Angereichert wurde es durch 4,5 g/1 Glukose, 1,5g/1 Sodium Bikarbonat,
2 mM L-Glutamin, 0,05 mM 2-Mercaptoethanol, 10% Ratten T-SIM und 10%
FCS.

EL4 Zellen brauchten ein Kulturmedium, welches aus RPMI Medium, dem
10% inaktiviertes FCS, 1% Penicillin/Streptomycin und 1% L-Glutamin zu-
gesetzt wurden, bestand.

Zur Subkultivierung der Suspensionszelllinien wurden die Zellen zweimal
pro Woche aus einer 75 cm? Zellkulturflache 1 : 20 geteilt, d.h. aus der dicht-
gewachsenen Zellkulturflasche wurde 1 ml Zellsuspension entnommen und
in eine Zellkulturflasche mit 19 ml Frischmedium tiberfiihrt.

3.1.4.2 Stimulation der Zellen

Um die jeweiligen Zelllinien in ihren aktivierten Zustand zu tiberfithren wur-
den sie mit stimulierenden Substanzen behandelt und inkubiert.

In eine Flasche mit einer Zellkultur wurden je 20ml des stimulierenden
Agens gegeben. LA-4-, RAW- und J774-Zellen wurden mit Lipopolysaccha-
rid (LPS) (100ng/ml), aus der Zellwand von Escherichia coli, stimuliert,
welches iiber den Toll-like-Rezeptor-4 (TLR-4) seine Wirkung entfaltet.
EL-4 Zellen wurden mit Concanavalin A (Con A), (2,5ug/ml) behandelt.
Con A ist ein polyklonales T-Zell spezifisches Mitogen, welches die Zellen
unspezifisch stimuliert. Es ist ein Lektin das aus der Jackbohne gewonnen
wird.

MLG-, HEPA- und MC9-Zellen wurden mit dem Proteinase C aktivieren-
den Agens Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) (5ng/ml) und Ionomycin
(1 ng/ml) stimuliert. Die Inkubationszeit betrug 6 Stunden bei 37°C.

3.1.4.3 Zellzdhlung

Die Zellzahlung wurde mit dem Cell-Counter (CASY®) durchgefiihrt. Dazu
wurde die Zellsuspension 1 : 1000 mit einer auf das Gerdt abgestimmten
Salzlosung (CASY®Ton) verdiinnt und mit Hilfe des Gerétes gemessen. Die
Messparameter und die Verdiinnung der Zellsuspension wurden den jewei-
ligen Zellen entsprechend eingestellt.
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Jeweils 1 x 10 Zellen wurden in ein 1,5 ml Eppendorf GefiR {iberfiihrt und
abzentrifugiert. Diese wurden bei —80°C eingefroren oder zur Ribonuklein-

saure(RNA)-Gewinnung direkt weiterverarbeitet.

3.2 Isolierung von mRNA

3.2.1 mRNA Extraktion aus Gewebe

Die Isolierung von messenger RNA (mRNA) aus den Geweben der Maus er-
folgte mit Hilfe des RNeasy® Mini Kits von Qiagen. Die Technik der mRNA
Isolierung mit der RNeasy®Mini Sdule kombiniert die selektiv bindenden
Eigenschaften einer Silica-Gel-Membran mit der Geschwindigkeit der Mikro-
spintechnologie. Ein spezialisiertes hochkonzentriertes Salz-Puffersystem er-
moglicht es, bis zu 100 ug mRNA an die Silica Membran zu binden. Mit
der RNeasy Methode werden mRNA Molekiile mit einer Grofse von iiber
200 Basen gebunden, was die Selektivitit fiir mRNA erhoht. In Anwesen-
heit eines stark denaturierenden Guanidine-Thiocyanat enthaltenden Puf-
fers (RLT-Puffer mit 3-Mercaptoethanol) werden die Proben lysiert und ho-
mogenisiert, was garantiert, dass die RNasen sofort inaktiviert werden und
die mRNA intakt bleibt.

Zur Extraktion der mRNA aus Mausgeweben wurden ca. 50 mg des Gewe-
bes in fliissigem Stickstoff tiefgefroren und in einem ebenfalls tiefgefrorenen
Morser zerrieben, um die Gewebestruktur aufzulésen. Dem pulverisierten
Gewebe wurden daraufhin 1,2 ml RLT Puffer mit 1% (3-Mercaptoethanol zu-
gesetzt. Dieses Gemisch wurde 15 sec mit einer Spritze homogenisiert.

Das Homogenisat wurde mit 1,2 ml 70% Ethanol versetzt und gevortext, um
die Bindungsbedingungen fiir die mRNA zu optimieren. Jeweils 700 ul der
Probe wurden auf eine RNeasy Mini Spin Column gegeben und fiir 15 sec.
bei 8000 g und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verwor-
fen. Die mRNA war nun an die Silica-Membran gebunden.

Die Saule wurde daraufhin einmal mit 700 ul RW1 Puffer und zweimal mit
500 ul RPE Puffer gewaschen (und ebenfalls je 15 sec bei 8000 g und Raum-
temperatur (RT) zentrifugiert), um Zellreste und Kontaminationen zu ent-
fernen.

Die Spin Column wurde nun 1 min bei 12000 g zentrifugiert, um Pufferreste
zu beseitigen und die Membran zu trocknen.
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Um die mRNA zu eluieren, wurden 20 ul RNase freies Wasser auf die Saule
gegeben und fiir 1 min bei 8000 g und RT zentrifugiert. Der Durchlauf wurde
noch einmal auf die Sdule gegeben und erneut zentrifugiert. Der Durchlauf
enthielt die eluierte mRNA.

Die Isolierung von mRNA aus der Milz erfolgte mit dem RNeasy® Midi Kit,
welches nach dem selben Prinzip arbeitet, wie der RNeasy® Mini Kit, ledig-
lich die mRNA Mengen, die extrahiert werden konnen, sind grof3er (1-6 mg
RNA).

Es wurde das oben beschriebene Protokoll eingesetzt, lediglich die Puffer-
mengen und die GroRe der Saule differierten.

3.2.2 Die Extraktion von mRNA aus Fettgewebe

Zur Extraktion der mRNA aus Fettgewebe wurde der RNeasy® Lipid Tissue
Mini Kit verwendet. Dieser Kit ist speziell zur Gewinnung von mRNA aus
fettreichem Gewebe geeignet.

Der RNeasy Lipid Tissue Kit kombiniert die Lyse der Probe mit Hilfe eines
Gemisches aus Phenol und Guanidin und das Gewinnen der mRNA durch
die Silica Gel Membran. Das QIAzol Lysis Reagenz ist eine monophasische
Losung von Phenol und Guanidinthiozyanat, welches die Lyse von fettigem
Gewebe erleichtert und RNasen inhibiert. Die effektive Lyse durch das Rea-
genz ermoglicht es, groflere Mengen an Gewebe pro Spin Saule einzusetzen
(bis zu 100 mg).

Das wie bereits unter 3.2.1 beschrieben pulverisierte Gewebe (50 mg) wur-
de in 1 ml des QIAzol Lysis Reagenz homogenisiert und 5 min bei RT inku-
biert. Dieses Gemisch wurde nach Zugabe von 200 ul Chloroform gevortext
und 2 min bei RT inkubiert. Darauf folgte eine Zentrifugation fiir 15 sec bei
8000 g und 4°C, wobei sich eine obere wissrige Phase, welche die mRNA
enthielt, eine Interphase, welche die DNA enthielt und eine untere organi-
sche Phase, welche die Proteine beinhaltete, bildeten.

Die obere, wéssrige Phase wurde abgenommen und mit 600 ul Ethanol ver-
setzt. Ab diesem Punkt griff wieder das Protokoll des RNeasy Mini Kits wie
in 3.2.1 beschrieben.
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3.2.3 Die Extraktion von mRNA aus fibrosem Gewebe

Da der RNeasy Mini Kit fiir die RNA-Isolierung aus fibrosem Gewebe nicht
geeignet ist, wurde fiir die Isolierung aus Haut, Herz und Lunge der RNe-
asy Fibrous Tissue Mini Kit verwendet. Da die Extraktion von mRNA aus
fibrosem Gewebe, aufgrund ihres Reichtums an kontraktilen Proteinen, Bin-
degewebe und Kollagen, schwierig sein kann, ist dieser Kit mit Proteinase K
ausgestattet, welche die Proteine degradiert.

Das, wie in 3.2.1 beschrieben pulverisierte Gewebe (30 mg) wurde in 300 ul
RLT Puffer mit 1% [-Mercaptoethanol lysiert, auf eine QIAshredder Sédule
gegeben und fiir 2 min. bei 10000 g zentrifugiert. Der Durchlauf wurde mit
590 ul RNase freiem Wasser verdiinnt und mit 10ul Proteinase K-Losung
versetzt (Inkubationszeit 10 min bei 55°C).

Grobe Verunreinigungen wurden zu einem Pellet abzentrifugiert (3 min bei
10000 g) und der Uberstand mit 450 ul 96% Ethanol vermischt und 700 ul
des Gemisches auf eine RNeasy Mini Spin Column gegeben. Nach der Zen-
trifugation (15 sec bei 8000 g) wurde der Rest des Gemisches auf die Saule
gegeben und nochmals zentrifugiert. Die mRNA war nun an die Silica Gel
Membran gebunden.

Um Spuren von DNA sowie andere Verunreinigungen zu entfernen, wur-
de die Sédule mit 350 ul RW1 Puffer gewaschen (Zentrifugation 15 sec bei
8000 g) und dann die DNA mit Hilfe von 10ul DNase 1 Losung und RDD-
Puffer (Inkubationszeit 15 min bei RT) verdaut.

Die nun folgenden finalen Wasch- und Eluierungsschritte entsprachen dem
Protokoll aus 3.2.1.

3.2.4 Die Extraktion von mRNA aus Zellsuspensionen

Die Zellen wurden durch Zentrifugation (10 min bei 300 g und 4°C) der
Zellsuspension, (die ca. 1 x 10° Zellen enthielt) zu einem Pellet kompri-
miert. Der Uberstand wurde abgenommen. Die Extraktion der mRNA aus
dem Zellpellet erfolgte mit Hilfe des RNeasy Mini Kits wie in 3.2.1 beschrie-
ben.

Die Extraktion der mRNA aus den CD4+ Lymphozyten allergischer Mause
(Gewinnung siehe 3.1.3.3) erfolgte mit dem RNeasy® Micro Kit, in wel-
chem auch kleinere Mengen an Zellen zur mRNA Gewinnung verwendet
werden konnen. Dieser arbeitet auch nach dem RNeasy® Prinzip.
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3.2.5 Kontrolle der extrahierten RNA
3.2.5.1 RNA Quantifizierung

Die RNA-Konzentration im Eluat wurde photometrisch bestimmt. Dazu wur-
de die RNA im Verhéltnis 1 : 50 verdiinnt (2ul Eluat + 98 ul RNase freies
Wasser) und in einer Prazisions-Kiivette gemessen. Die Absorptionen bei den
Wellenldngen 260 nm und bei 280 nm wurden ermittelt. Das Absorptions-
maximum von RNA liegt bei 260 nm aufgrund der aromatischen Ringe der
Basen. Aus diesem Wert errechnet das Gerat, nach Bertiicksichtigung des
Verdiinnungsfaktors, die RNA-Konzentration des Eluats in ug/ml.

Proteine haben aufgrund der Absorption der aromatischen Aminosédurere-
ste ein Absorptionsmaximum bei 280 nm. Die Ermittlung des Quotienten
260 nm/280 nm lisst eine Aussage iiber die Qualitidt/Reinheit der RNA Pra-
paration treffen. Bei guten Préparationen sollte dieser zwischen 1,8 und 2,0
liegen.

3.2.5.2 RNA-Gelelektrophorese

Zunéchst wurde unter RNase-freien Bedingungen ein 1, 3%iges Agarosegel
hergestellt. 1,3 g Agarose, wurden mit Tris Acetat EDTA (TAE) Puffer auf
100 ml aufgefiillt, aufgekocht und nach Zugabe von 5 ul Ethidiumbromid in
einer Laufkammer mit Kamm abgekiihlt.

Dann wurden jeweils 0, 5ug RNA (max. 10 ul Probe, Berechnung durch Er-
gebnisse aus 3.2.5.1) bis auf 10 ul mit RNAse freiem Wasser aufgefiillt. Dazu
wurden 5 ul RNA Sample Buffer gegeben.

Der 2, 1-RNA-Marker wurde mit 8 ul RNAse freiem Wasser und 5ul RNA
Sample Buffer versetzt.

Die Proben und der Marker wurden nun 10 min bei 65°C denaturiert und
dann auf Eis abgekiihlt. Danach wurden je 10ul der Proben/Marker auf
das Gel aufgetragen und 1 Stunde bei 100 Volt (V) durch das Gel laufen
gelassen. Die Auswertung des Gels erfolgte mittels UV-Licht an einer Gel
Dokumentationsstation.
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3.3 Herstellung von cDNA

3.3.1 DNA Verdau

Zur Eliminierung der, das RNA Eluat eventuell noch kontaminierenden, DNA
wurde ein Verdau mit DNase I durchgefiihrt. Dazu wurde der Desoxyribo-
nuclease I Amplification Grade Kit von Invitrogen verwendet. 0,5ug RNA
wurden mit RNAse freiem Wasser auf 8 ul aufgefiillt. Dazu wurden 1 ul DNa-
se Puffer und 1ul DNase I gegeben und 15 min bei RT inkubiert.

Um den Verdau zu stoppen wurde dem Gemisch 1 ul EDTA zugefiigt und fiir
10 min bei 65°C inkubiert. Die RNA wurde nach diesem Schritt sofort auf
Eis gestellt und weiterverarbeitet oder bei —80°C gelagert.

3.3.2 Reverse Transkription

Die Herstellung eines cDNA Stranges zu einer mRNA Matrize erfolgte durch
das Enzym Reverse Transkriptase aus dem Omniskript Kit von Qiagen.
Dazu wurden je 0,5ug der in 3.3.1 von DNA Resten befreiten RNA mit
2ul 10 x RT Puffer, 2 ul Desoxynucleotidtriphosphat (ANTP) Gemisch [End-
konzentration je 0,5mM dThyminTP (dTTP), dAdeninTP (dATP), dGuan-
inTP (dGTP), dCytosinTP(dCTP)], 1 ul Oligo dT 18 Primer (Endkonzentra-
tion 1 uM) und 1 ul der Omniskript Reversen Transkriptase versetzt und mit
RNAse freiem Wasser auf 20 ul aufgefiillt.

Das Gemisch wurde fiir 60 min bei 37°C inkubiert. Anschliel3end erfolgte
die Inaktivierung der Reversen Transkriptase bei 95°C fiir 5 min.

Die synthetisierte cDNA wurde bei —20°C eingefroren oder in einer Poly-
merase-Kettenreaktion (PCR) wieder verarbeitet.

Vor Verwendung der cDNA zur PCR wurden die miteinander zu vergleichen-
den Proben aufeinander mit Hilfe eines Haushaltsgens abgeglichen (siehe
3.4.2)

3.4 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

3.4.1 Qualitative PCR

Die PCR ist eine Methode zur Amplifikation von Nukleinsduren. Die PCR er-
laubt semiquantitative Riickschliisse auf die Menge der zur cDNA korrelie-
renden mRNA eines bestimmten Proteins. Bei der Methode dient die zuvor
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aus der Reversen Transkriptase Reaktion gewonnene cDNA als Matrize, ent-
lang der nun mit Hilfe des Enzyms Taq-Polymerase die DNA vervielfacht
wird.

Die PCR wurde mit Hilfe des Hot Star Taq Master Mix Kits von Qiagen durch-
gefiihrt. Pro Ansatz wurden 12, 5ul Hot Star Taq Mix, 0,5ul sense-Primer
(50 pmol/ul), 0, 5 ul antisense-Primer (50 pmol/ul), 0, 5ul cDNA aus der Re-
versen Transkription und 11 ul Wasser gemischt und anschlief3end erfolgte
im Thermocycler die Amplifikation der DNA-Abschnitte. Als Kontrolle wurde
bei einer Probe, anstelle von cDNA, Wasser zugegeben.

Fiir die PCR Analysen wurden die Primerpaare aus Tabelle 2.9 eingesetzt.
Die Amplifizierung fand im Thermocycler statt. Alle PCR Protokolle began-
nen mit einer initialen Aktivierung der Taq Polymerase fiir 15 min bei 95°C.
Darauf folgte eine initiale Denaturierung bei 94°C fiir 1 min, um die hoch-
molekularen Strukturen der DNA aufzuldsen. Dann folgte fiir 40 sec die An-
lagerung, das Annealing, der Primer. Die dafiir erforderliche Temperatur ist
primerspezifisch, und variierte zwischen 58°C und 65°C (s. Tabelle 2.9).
Die darauffolgende Temperaturerhéhung fiir 1 min auf 72°C stellt das AKkti-
vitdtsoptimum der verwendeten Taq Polymerase fiir die Elongation dar. Die
letzten 3 Temperaturstufen wurden 25 bis 30 mal durchlaufen, bevor die
terminale Elongation, 10 min bei 72°C, sicherstellte, dass alle synthetisier-
ten Strange vollstdndig verldngert vorlagen.

Das entstandene PCR Produkt wurde bei +4°C gelagert, oder sofort mittels
Gelelektrophorese nachgewiesen. Hierfiir wurde ein 1, 3%iges Agarose Gel
hergestellt, indem 1,3 g Agarose in 100 ml Tris Borat EDTA (TBE) Puffer
aufgekocht und nach Zugabe von 5 ul Ethidiumbromid in einer Gelkammer
mit Kamm zum Erkalten gebracht wurden.

Je 8ul des PCR Produkts wurden mit 2ul Gel Loading Solution versetzt
und auf das Gel aufgetragen. In eine der Geltaschen wurden 4 ul eines ent-
sprechenden DNA Markers aufgetragen. Als Laufpuffer wurde TBE Puffer
verwendet. Die Durchfiihrung der Elektrophorese erfolgte bei 100 V fiir 90
Minuten.

Ethidiumbromid interkaliert in der doppelstréangigen DNA der PCR Produk-
te und farbt diese. Dadurch kann die Laufweite des Produkts mit Hilfe von
UV Licht (230nm) in der Gel Dokumentationsstation als Bande sichtbar ge-
macht werden. Die Intensitdtsunterschiede der Banden lassen auf Unter-
schiede in der mRNA Expression der untersuchten Gene schliessen.
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3.4.2 Quantitative PCR

Die von uns verwendete Methode ist die ,real-time quantitative PCR“, die in
einem Gerét durchgefiihrt wird, das PCR und Fluoreszenz Detektion kombi-
niert. Fiir meine Arbeit wurden zwei unterschiedliche Gerite verwendet, die
aber beide nach dem gleichen Prinzip arbeiten: der Light Cycler von Roche
und der RotorGeneTM3000 von Corbett.

Die PCR wurde mit dem QuantiTect SYBR®Green Kit durchgefiihrt. Es ent-
hélt eine Tag-Polymerase, einen dNTP Mix, PCR-Puffer und den Fluores-
zenzfarbstoff SYBR Green I. Dieser Farbstoff interkaliert (wie Ethidiumbro-
mid) in doppelstrangige DNA und ist dann fluoreszierend. Daraus folgt, dass
je mehr PCR Produkt erzeugt wird, desto hoher ist die Fluoreszenzintensitat
der Probe. Nach jeder Elongationsphase misst der Light Cycler / Rotor Gene
die Fluoreszenzintensitdt und somit kann die Zunahme der PCR Produkt-
menge verfolgt werden. Nach 55 Zyklen wurde eine Schmelzkurvenanalyse
durchgefiihrt. Dabei wurde die Temperatur in Intervallen von 0, 1°C erhoht
und die Fluoreszensintensitit kontinuierlich gemessen. Da jede doppelstran-
gige DNA eine spezifische Schmelztemperatur besitzt, die definiert ist als
Temperatur bei der 50% der DNA einzelstrangig vorliegt, kann man aus dem
Verlauf der Schmelzkurve erkennen, ob neben dem jeweils spezifischen PCR
Produkt auch Nebenprodukte entstanden sind.

Der PCR Ansatz fiir die quantitative PCR wurde fiir den Light Cycler wie
folgt hergestellt: 10 ul QuantiTect SYBR Green PCR master Mix, 0, 5 ul sense
Primer (50 pmol/ul), 0,5ul antisense Primer (50 pmol/ul), 1ul cDNA aus
der Reversen Transkription und 8 ul Wasser wurden gemischt und in eine
Light Cycler Kapillare pipettiert. Die Kapillaren wurden dann anzentrifugiert
und in das Gerét gestellt.

Der PCR Ansatz fiir den RotorGene entspricht dem halbierten Ansatz fiir
den Light Cycler: nur die Menge an ¢cDNA bleibt gleich, wodurch sich die
Wassermenge nicht auf 4 sondern auf 3, 5ul reduziert.

Das Programm fiir den LightCycler und fiir den Rotor Gene sah folgender-
malen aus (s. Tabelle 3.1): Zur Ermittlung der Schmelzkurve wurden die
Reagenzien schnell auf 95°C hochgeheizt, und dann schnell auf 65°C abge-
kiihlt. Der Temperaturgradient von 65°C bis 95°C wurde in Schritten von
0, 1°C erneut iiberbriickt und kontinuierlich die Fluoreszenz gemessen. Da-
nach wurden die Reagenzien auf 40°C abgekiihlt.
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Tabelle 3.1: Realtime PCR-Programm

Schritt Dauer u. Temperatur Zyklen

Aktivierungs-Schritt 15 min bei 95°C

Denaturierung 15 sec bei 94°C
Annealing 30sec bei X°C 55 Zyklen
Extension 15 sec bei 72°C

Die optimale Annealingtemperatur richtet sich nach den Primersequenzen
und wurde in Vorversuchen ermittelt (s. Tabelle 2.9).

Um quantitative Unterschiede, in der Expression einzelner Gene, festzustel-
len, wurde zuerst eine real-time PCR mit dem Haushaltsgen GAPDH bzw.
L32 durchgefiihrt. Da die Haushaltsgene in allen Zellen in gleicher Intensitét
exprimiert werden, resultiert aus einem Abgleich dieser, eine Vergleichbar-
keit der verschiedenen Genexpressionen. An Hand des Ergebnisses aus die-
ser PCR wurden alle Proben auf die Konzentration der Probe mit der nied-
rigsten Konzentration durch Verdiinnen abgeglichen. Zur Kontrolle des Ab-
gleichs fiihrte man danach eine weitere PCR mit dem Haushaltsgen GAPDH
bzw. L32 durch. Die Proben zeigten daraufhin eine einheitlichere Expressi-
on. Geringe Unterschiede konnten rechnerisch beglichen werden.

Danach wurde die PCR mit den Primern fiir die unbekannten Gene durch-
gefiihrt. In allen PCRs wurde ein selbst hergestellter Standard mitgefiihrt,
anhand dessen die quantitative Bestimmung erfolgte. Die Konzentration des
hochsten Standards wurde mit 1000 angegeben. Die in der Arbeit angegebe-
nen Konzentrationen der Proben beziehen sich auf den jeweils spezifischen
Standard und stellen daher relative Angaben dar.

3.4.2.1 Die Herstellung von Standards

Zur Herstellung von Standards fiir die quantitative PCR wurden das QIA-
quick Gel Extraction Kit verwendet.

Das System arbeitet nach dem QIAquick Prinzip, welches Mikrospintech-
nologie mit den selektivbindenden Eigenschaften der Silica Gel Membran
kombiniert.
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In der Gegenwart von hochkonzentriertem Salzpuffer, mit einem pH < 7,5,
binden bis zu 10 ug DNA an die SilicaGelMembran, wahrend Verunreinigun-
gen effizient ausgewaschen werden. Danach wird die pure DNA mit Wasser
eluiert.

PCR-Aufreinigung mit dem QIAquick Gel Extraction Kit aus einem Aga-
rosegel Die aufzureinigende PCR-Bande aus dem Agarosegel (Gelelektor-
phorese siehe 3.4.1) wurde mit Hilfe eines Skalpells unter UV Licht und
zur Hilfenahme eines Schutzschildes ausgeschnitten und in einen Eppi ge-
geben und gewogen. Es wurden nun 3 Volumenteile QG Puffer zu einem
Volumenteil Gel gegeben (Annahme 1 ul Gel entspricht 1 mg Gel). Diese Mi-
schung wurde nun fiir 10 min bei 50°C im Thermoschiittler (Schiittelinkuba-
tor GFL 3031) inkubiert. Nachdem das Gelstiick komplett gelost war, wurde
das Gemisch mit dem gleichen Volumen an Isopropanol aufgefiillt. Die Pro-
be wurde nun auf die QIAquick spin Sdule gegeben und 1 min bei 13000
Umdrehungen pro Minute (rpm) zentrifugiert. Danach wurde die Saule ein-
mal mit 500 ul QG-Puffer und einmal mit 750 ul PE Puffer gewaschen und
1 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Nach dem Trockenzentrifugieren (1 min
bei 13000 rpm) wurde die DNA mit 50 ul Mol Wasser eluiert (1 min bei max.
Geschwindigkeit zentrifugiert).

Um die optimale Standardkonzentration zu ermitteln, in der die verwen-
deten Proben liegen, wurde eine qualititative PCR (siehe 3.4.1) mit dem
Standard in den Verdiinnungen von 1 : 10000, 1 : 100000, 1 : 1000000 und
1 : 10000000 und den zu verwendenden Proben durchgefiihrt. Per Augen-
mal$ der Bandendickekorrelation wurde der Standard ausgewdahlt, der den
Proben entsprach. Bei einer quantitativen PCR wurde dieser dann als Aus-
gangswert der 1 : 4 Verdiinnungen der genutzten Standards gewdahlt.

3.5 Statistische Auswertung

Die Auswertung der Analysedaten zur Untersuchung der Genexpression in
Organen und Zelllinien wurde mit dem Tabellenkalkulationsprogramm Ex-
cel von Microsoft durchgefiihrt.
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Fiir die statistische Auswertung und die Berechnungen der Signifikanz des
Versuches der Genexpression in Lungen-T-Lymphozyten wurde die Software
GraphPad Prism® eingesetzt. Zur Berechnung der Signifikanz wurde der
DUNN’s multiple comparison test durchgefiihrt (nach ANOVA und Kruskal
Wallis test).



4 Ergebnisse

Michael Wegmann identifizierte in seiner Dissertation ,,Zur Initiation, Pro-
gression und Chronifizierung des allergischen Asthma bronchiale“ einige un-
bekannte Gene, deren Expression in T-Zellen von Tieren mit chronischem,
im Vergleich zu Tieren mit akutem, Asthma hoher war. Diese Genprodukte
konnten Anteil an den Prozessen, die zur Chronifizierung der allergischen
Atemwegsentziindung fiithren, haben.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression dieser unbekannten Gene
untersucht.

Um die Arrayergebnisse von Michael Wegmann zu bestétigen und Expressi-
onsunterschiede zu quantifizieren wurde zunéchst die Expression dieser Ge-
ne in murinen T-Zellen mittels quantitativer PCR untersucht. Diese T-Zellen
wurden aus dem Lungengewebe von Madusen mit akutem und chronischem
Asthma sowie Kontrolltieren gewonnen.

Daraufhin wurde die unterschiedliche Expression dieser Gene in murinen
Organen mittels qualitativer PCR untersucht. Die Intensitit der Banden wur-
de densitometrisch gemessen und graphisch dargestellt.

Zuletzt wurde die Transkriptionsrate dieser Gene in murinen stimulierten
und unstimulierten Zellinien mittels quantitativer PCR untersucht.

4.1 Genexpression muriner T-Lymphozyten
in experimentellen Modellen des allergischen
Asthma bronchiale

Michael Wegmann stellte mittels eines cDNA-Microarrays einen Unterschied
in der Expression der hier untersuchten Gene in T-Lymphozyten aus den
Lungen von Mausen mit akutem und chronischem Asthma fest. Ein Expres-
sionsanstieg in den T-Lymphozyten der Mause mit chronischem Asthma im

40
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Vergleich zum akuten Asthma regte zur niheren Untersuchung dieser Gene
in dieser Arbeit an. Aufgrund der starken Varianz der Ergebnisse und der
kleinen Anzahl an Experimenten des cDNA-Microarrays kann dieser eher
als Screeningmethode angesehen werden. Daher wurde nun die Expressi-
on dieser ausgewdhlten, unbekannten Gene mit real-time PCR untersucht,
um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse von Michael Wegman durch ei-
ne zweite, unabhingige Methode zu priifen und Expressionsunterschiede zu
quantifizieren.

Aus Lungengewebe von Kontrolltieren, sowie von Mausen mit induziertem
akutem und chronischem Asthma, wurde eine Zellsuspension gewonnen
und die CD4+T-Lymphozyten isoliert. Von diesen CD4+ T-Lymphozyten wur-
de die RNA extrahiert und in cDNA umgeschrieben. Mittels quantitativer
Real-time-PCR wurde nun die Genexpression der unbekannten Gene in den
CD4+T-Lymphozyten der unterschiedlichen Mausgruppen untersucht.

Die PBS-Gruppe enthélt 5 Kontrolltiere aus einem akuten Asthmaversuch,
die akut-OVA-Gruppe enthilt 11 Tiere mit akutem Asthma aus einem aku-
ten Asthmaversuch und die chron-OVA-Gruppe enthilt 10 Tiere mit chroni-
schem Asthma aus 2 unterschiedlichen chronischen Asthmaversuchen.

In der Annahme, dass sich die Genexpression der Kontrolltiere im chroni-
schen sowie im akuten Asthmaversuch nicht unterscheidet, da die Tiere le-
diglich anderen Alters sind, wurden nur T-Lymphozyten aus den Lungen von
Kontrolltieren aus dem akuten Asthmaversuch verwendet.

Fiir die Expression von Gen 1 (siehe Abb. 4.1) bestehen keine signifikanten
Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und der akut-Asthma-Gruppe,
auch wenn diese eine geringfiigig hohere Expression zeigt. Die chronische-
Asthma-Gruppe zeigt gegentiiber beiden Gruppen trotz grof3er Streuung eine
signifikant hohere Expression von Gen 1.

Gen 2 (siehe Abb. 4.2) zeigt einen signifikanten Expressionsanstieg zwi-
schen Kontrolltieren und chronisch-asthmatischen Tieren. Zwar zeigen akut-
asthmatische Tiere ebenfalls eine Steigerung der Expression von Gen 2 ge-
geniiber der Kontroll-Gruppe, eine Signifikanz konnte jedoch nicht nachge-
wiesen werden, ebenso wenig zwischen akut- und chronisch-asthmatischen
Tieren.

Ein signifikanter Expressionsanstieg besteht fiir Gen 3 (siehe Abb. 4.2) von
der Kontroll- zur akut-Asthma-Gruppe sowie zur chronisch-Asthma-Gruppe.
Trotz hoherer Expression in der chronisch-Asthma-Gruppe unterscheidet die-
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Abbildung 4.1: Expression von Gen 1 in CD4+-T-Zellen aus Lungen OVA-
sensibilisierter Balb/c Méause. Aus Lungen von Balb/c-Mausen, mit expe-
rimenteller akut allergischer Atemwegsentziindung (akut A.) und chronisch
allergischem Asthma (chron. A.) sowie von Kontrolltieren (PBS), wurden
CD4+-T-Zellen isoliert. Die Genexpression von Gen 1 wurde mittels quanti-
tativer PCR bestimmt. Dargestellt sind der Mittelwert und die Verteilung. *
signifikant, p < 0.05; ** signifikant, p < 0.005

se sich nicht signifikant von der akut-Asthma-Gruppe.

Da eine Expression des Gen 4 (sieche Abb. 4.2) nur in einzelnen Tieren
messbar war, ist es nicht moglich einen Vergleich durchzufiihren.

Gen 5 (siehe Abb. 4.3) zeigt zwischen der Kontroll- und chronisch-Asthma-
Gruppe einen signifikanten Expressionsanstieg. Die Expression der akut-
Asthma-Gruppe liegt zwischen den beiden anderen Gruppen, ist jedoch zu
keiner der beiden Gruppen signifikant unterschiedlich.

Insgesamt zeigt sich in der Expression der Genen 1, 2, 3 und 5 eine Staf-
felung, in der die Kontroll-Gruppe die geringste Expression zeigt, die akut-
Asthma-Gruppe in der Expression hoher liegt, und die chronisch-Asthma-
Gruppe stets die hochste Expression vorweist. Die chron.-Asthma-Gruppe

weist in ihrer Expression eine grofe Streuung auf.
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Abbildung 4.2: Expression der Gene 2-4 in CD4+-T-Zellen aus Lungen
OVA-sensibilisierter Balb/c Miuse. Aus Lungen von Balb/c-Mausen, mit
experimenteller akut allergischer Atemwegsentziindung (akut A.) und chro-
nisch allergischem Asthma (chron. A.) sowie von Kontrolltieren (PBS), wur-
den CD4+-T-Zellen isoliert. Die Genexpression der Gene 2-4 wurde mittels
quantitativer PCR bestimmt. Dargestellt sind der Mittelwert und die Vertei-
lung. * signifikant, p < 0.05; ** signifikant, p < 0.005
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Abbildung 4.3: Expression von Gen 5 in CD4+-T-Zellen aus Lungen OVA-
sensibilisierter Balb/c Miause. Aus Lungen von Balb/c-Mausen, mit expe-
rimenteller akut allergischer Atemwegsentziindung (akut A.) und chronisch
allergischem Asthma (chron. A.) sowie von Kontrolltieren (PBS), wurden
CD4+-T-Zellen isoliert. Die Genexpression von Gen 5 wurde mittels quanti-
tativer PCR bestimmt. Dargestellt sind der Mittelwert und die Verteilung. *
signifikant, p < 0.05; ** signifikant, p < 0.005
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4.2 Genexpression in Organen unbehandelter
Balb/c Méause

Unbehandelten Balb/c Mausen wurden folgende Organe entnommen und
tiefgefroren: Gehirn, Auge, Trachea, Lunge, Magen, Darm, Leber, Herz, Ge-
fal3, Niere, Haut, Skelettmuskel, Fett, Schilddriise, Nebenniere, Prostata, Ho-
den, Ovarien, Uterus, Thymus, Lymphknoten und Milz. Aus diesen Organen
wurde die mRNA gewonnen und in cDNA umgeschrieben. Mittels PCR mit
spezifischen, fiir die unbekannten Gene hergestellten Primern, wurden die
betreffenden Genabschnitte vervielféltigt. Nachweis und Analyse der PCR-
Produkte erfolgten mittels Agarose-Gel-Elektrophorese. Die PCR-Liufe wur-
den mit unterschiedlichen optimierten Zyklenzahlen durchgefiihrt, um ein
moglichst klares Verteilungsbild zwischen den Organen zu erhalten (siehe
Abb. 4.5). Bei zu wenigen Zyklen zeigten sich teilweise fast gar keine Ban-
den (siehe Abb. 4.4). Waren es zu viele Zyklen, konnten unter den einzelnen
Expressionsstidrken aufgrund der starken Ausprdagung keine Unterschiede
mehr ausgemacht werden.

Die Intensitit der Banden als Maf fiir den mRNA-Gehalt wurde densito-
metrisch bestimmt. Diese Ergebnisse wurden mit der Expression des House-
keeping-Genes GAPDH der einzelnen Organe ins Verhéltnis gesetzt, um even-
tuelle, nach dem Konzentrationsabgleich noch verbliebene Konzentrations-
unterschiede der cDNA der Organe auszugleichen. Da die Auswahl der un-
tersuchten Gene aufgrund ihrer erhohten Expression in pulmonalen CD4+-
T-Lymphozyten von Médusen mit chronischem Asthma erfolgte, wurde die
Genexpression des Lymphknotens, das Gewebe welches die meisten T-Lym-
phozyten beinhaltet, in einem néchsten Schritt rechnerisch gleich 1 (=100%)
gesetzt.

Vergleicht man die Expression der untersuchten Gene, so féllt auf, dass die
Expression bei allen Genen im Lymphknoten am prominentesten ist!.

Gene 1, 3 und 5 zeigen ein dhnliches Verteilungsmuster (siehe Abb. 4.6, 4.8
und 4.10). Sie werden in allen Organen deutlich (> 20%) exprimiert. Thre
starkste Expression findet man (abgesehen vom Lymphknoten) in Uterus
und Gefafd ( > 50%). Gen 1 zeigt zusétzlich eine starke Expression in der
Schilddriise (> 60%), Gen 3 im Hoden (ca. 55%). Das Auge exprimiert Gen

!die im folgenden aufgefiihrten prozentualen Expressionsangaben beziehen sich stets auf
die Expression der Gene im Lymphknoten
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Abbildung 4.4: Beispiel PCR-Bild der Organexpresion von Gen 4 bei zu
geringer Zyklenzahl. Gegeniiberstellung der Gelelektrophoresebilder der
Expression des Haushaltsgenes GAPDH und des Gen 4 bei geringer PCR-
Zyklenzahl im Vergleich.
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Abbildung 4.5: Beipspiel PCR-Bilder der Organexpression der Gene 1-5.
Gegeniiberstellung der Gelelektrophoresebilder der Expression des Haus-
haltsgenes GAPDH und der Gene 1-5 bei optimierter PCR-Zyklenzahl im
Vergleich.

1 und 5 am schwéchsten (ca. 30% bzw. ca. 38%), Gen 3 wird vom Gehirn
am schwéchsten exprimiert (ca. 20%). Die {ibrigen Organe exprimieren Gen
1 und 5 in etwa halb so stark, Gen 3 etwas weniger als halb so stark wie der
Lymphknoten. Das homogenste Verteilungsmuster zeigt Gen 5. Hier zeigen
alle Organe eine sehr deutliche Expression (> 38%).

Das Verteilungsmuster von Gen 2 weicht leicht von dem der Gene 1, 3 und 5
ab (siehe Abb. 4.7). So zeigt Gen 2 die starkste Expression in Uterus, Hoden,
Gefafd und Gehirn (> 60%) und die (mit Abstand) schwichste Expression in
der Nebenniere (ca. 5%). Die iibrigen Organe zeigen eine deutliche Expres-



KAPITEL 4. ERGEBNISSE 47

sion von Gen 2 (> 35%).
Gen 4 zeigt das heterogenste Verteilungsmuster aller 5 Gene (siehe Abb.
4.9). Thymus, Fett und Auge exprimieren Gen 4 kaum messbar. Am stiarksten

Organexpression Gen 1
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Abbildung 4.6: Darstellung der relativen Expression des Gens 1 in mu-
rinen Organen. Dargestellt ist der Quotient aus der densitometrisch ermit-
telten Expression des Gens 1 und Gapdh relativ zu der Expression in den
Lymphknoten. Dafiir wurde die Expression des Lymphknoten rechnerisch
gleich 1 gesetzt.
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Organexpression Gen 2
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Abbildung 4.7: Darstellung der relativen Expression des Gens 2 in mu-
rinen Organen. Dargestellt ist der Quotient aus der densitometrisch ermit-
telten Expression des Gens 2 und Gapdh relativ zu der Expression in den
Lymphknoten. Dafiir wurde die Expression des Lymphknoten rechnerisch
gleich 1 gesetzt.
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Organexpression Gen 3
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Abbildung 4.8: Darstellung der relativen Expression des Gens 3 in mu-
rinen Organen. Dargestellt ist der Quotient aus der densitometrisch ermit-
telten Expression des Gens 3 und Gapdh relativ zu der Expression in den
Lymphknoten. Dafiir wurde die Expression des Lymphknoten rechnerisch
gleich 1 gesetzt.
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Organexpression Gen 4
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Abbildung 4.9: Darstellung der relativen Expression des Gens 4 in mu-
rinen Organen. Dargestellt ist der Quotient aus der densitometrisch ermit-
telten Expression des Gens 4 und Gapdh relativ zu der Expression in den
Lymphknoten. Dafiir wurde die Expression des Lymphknoten rechnerisch
gleich 1 gesetzt.
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Organexpression Gen 5
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Abbildung 4.10: Darstellung der relativen Expression des Gens 5 in mu-
rinen Organen. Dargestellt ist der Quotient aus der densitometrisch ermit-
telten Expression des Gens 5 und Gapdh relativ zu der Expression in den
Lymphknoten. Dafiir wurde die Expression des Lymphknoten rechnerisch
gleich 1 gesetzt.
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wird Gen 4 in Uterus, Gefald und Gehirn exprimiert (> 65%). Die iibrigen
Organe exprimieren Gen 4 deutlich (> 30%).

Zusammenfassend kann man feststellen dass alle Organe die gepriiften Ge-
ne deutlich schwécher als der Lymphknoten exprimieren (max ca. 2/3 der
Lymphknotenexpression). Uterus und Gefa3 gehoren bei allen Genen zu den
am stirksten, das Auge zu den am schwéchsten exprimierenden Organen.

4.3 Genexpressions-Nachweis in murinen
Zelllinien

Da die photodensitometrische Auswertung von Agarosegelbildern bei star-
ker Genexpression Unterschiede in der Farbintensitit nicht mehr zu unter-
scheiden vermag, wurde die Genexpression der unbekannten Gene in mu-
rinen Zelllinien auch mittels quantitativer Real-Time-PCR untersucht. Da
diese Methode quantitative Unterschiede in der Genxpression genauer dar-
zustellen vermag werden hier nur die Ergebnisse der Real-Time PCR pra-
sentiert. Die murinen Zelllinien J774A.1 (Makrophagen), RAW 264.7 (Ma-
krophagen), LA-4 (Epithelzellen), HEPA 1-6 (Leberzellen), MLg (Fibrobla-
sten), MC/9 (Mastzellen) , EL4 (T-Zellen) wurden in Zellkultur herange-
zlichtet. Jede Zelllinie wurde individuell durch spezielle Stimulation mit Li-
popolysaccharid, Concanavalin A oder PMA/Ionomyzin in ihren aktivierten
Zustand versetzt. Aus den stimulierten und aus den unstimulierten Zellen
wurde nun die mRNA gewonnen und in cDNA umgeschrieben. Mittels Real-
Time-PCR wurden quantitative Unterschiede in der jeweiligen Expression
der unbekannten Gene ermittelt. Diese Ergebnisse wurden mit der Expres-
sion des Haushalts-Gens L32 der einzelnen Zelllinien ins Verhaltnis gesetzt,
um eventuelle, nach dem Konzentrationsabgleich noch verbliebene Kon-
zentrationsunterschiede der cDNA der Zelllinien auszugleichen. Die Genex-
pression der T-Lymphozyten-Zelllinie EL-4 wurde im unstimulierten Zustand
rechnerisch gleich 1 gesetzt.

RAW und LA-4 Zellen zeigen im unstimulierten Zustand eine drei bis vier-
fach hohere Expression des Gens 1 als EL-4- und alle anderen Zellen, glei-
chen sich jedoch nach Stimulation auf das Expressionsniveau der anderen
Zelllinien an (siehe Abb. 4.11). Die Expression von Gen 1 steigt in EL-4-
und MC9-Zellen nach Stimulation leicht an. Bei J774 und HEPA zeigen sich
keine grof3en Unterschiede nach Stimulation. Die anderen Zelllinien zeigen
nach Stimulation eine Unterdriickung der Expression von Gen 1.
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Abbildung 4.11: Darstellung der Expression der Gene 1-2 in murinen
Zellen. Dargestellt ist der Quotient der mittels quantitativer PCR gemesse-
nen Expression der einzelnen Gene und der Expression von L32 relativ zur
Expression in unstimulierten EL-4-Zellen. Dafiir wurde die Genexpression
von unstimulierten EL-4-Zellen rechnerisch gleich 1 gesetzt.

Die Zelllinien EL-4, RAW, J774, MC9 und MLG exprimieren Gen 2 nur
schwach (siehe Abb. 4.11). Die Zelllinien LA-4 und HEPA zeigen dagegen
eine ca. zehnfach stdrkere Expression als EL-4 Zellen. Nach Stimulation er-
fahren LA-4 Zellen sogar noch eine Steigerung in der Expression von Gen
2, die Expression in HEPA-Zellen sinkt jedoch nach Stimulation drastisch.
Die Expression in RAW ist nach Stimulation nicht mehr nachweisbar. MLG-
Zellen steigern dagegen ihre Expression von Gen 2 nach Stimulation deut-
lich.
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Abbildung 4.12: Darstellung der Expression der Gene 3-4 in murinen
Zellen. Dargestellt ist der Quotient der mittels quantitativer PCR gemesse-
nen Expression der einzelnen Gene und der Expression von L32 relativ zur
Expression in unstimulierten EL-4-Zellen. Dafiir wurde die Genexpression
von unstimulierten EL-4-Zellen rechnerisch gleich 1 gesetzt.

Die Expression von Gen 3 ist in den Zelllinien RAW, LA4 und HEPA im unsti-
mulierten Zustand am stérksten ausgepragt, ihre Genexpression ist doppelt
bis dreifach so grof3 wie die der T-Lymphozytenlinie EL-4 und anderen Zellli-
nien (siehe Abb. 4.12). Die Expression des Gens 3 steigt fiir die Zellinien EL4
und MC9 nach Stimulation an, bei RAW und LA4 sinkt sie. Bei den iibrigen
Zelllinien zeigen sich nach Stimulation keine signifikanten Unterschiede.

Die Zelllinien RAW und LA4 zeigen eine starkere Expression, ca. doppelt bis
dreifach so hoch wie EL4-Zellen, des Gens 4 als die iibrigen Zelllinien (sie-
he Abb. 4.12). Thre Expression wird durch Zellstimulation allerdings massiv
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unterdriickt, ebenso wie in den Zelllinien MC9 und MLG, welche vor Stimu-
lation etwa auf dem Level von EL4-Zellen sind. Die Genexpression scheint in
J774- und HEPA-Zellen jedoch nach Stimulation gesteigert zu werden. EL-4
zeigt ein relativ stabiles Expressionsniveau.

Die am stirksten Gen 5 exprimierende Zelllinie ist LA-4 (siehe Abb. 4.13).
Ihre Expression ist in etwa flinfmal so stark wie die in EL4- und allen an-
deren untersuchten Zellen. Nach Stimulation fallt ihre Expression jedoch
fast auf das Niveau der iibrigen Zelllinien zuriick. In den anderen Zelllini-
en scheinen keine grofReren Expressionsunterschiede zu existieren und auch
nicht durch Stimulation auslosbar zu sein.

Zellexpression Gen 5

@ Medium
| Stimuliert

el R R B

EL4 RAW 1774 MC9 MLG LA4 HEPA

Abbildung 4.13: Darstellung der Expression des Genes 5 in murinen Zel-
len. Dargestellt ist der Quotient der mittels quantitativer PCR gemessenen
Expression der einzelnen Gene und der Expression von L32 relativ zur Ex-
pression in unstimulierten EL-4-Zellen. Dafiir wurde die Genexpression von
unstimulierten EL-4-Zellen rechnerisch gleich 1 gesetzt.



5 Diskussion

In den letzten Jahrzehnten haben Mausmodelle fiir allergisches Asthma
bronchiale viele Erkenntnisse iiber die Pathomechanismen dieser Erkran-
kung erbracht.

In dem initial entwickelten Modell zur Induktion einer akuten allergischen
Atemwegsentziindung wurde nach einer systemischen Sensibilisierung, mit-
tels beispielsweise OVA in Verbindung mit AI(OH)3, durch mehrere Inhala-
tionen von nebulisiertem OVA eine allergische Atemwegsentziindung her-
vorgerufen (Kung, 1994). Diese ist durch Eosinophilie, peribronchiale und
perivaskuldre Entziindung, Entwicklung einer AHR und Mukushypersekre-
tion in den zentralen Atemwegen sowie durch erhohte Serum Konzentra-
tionen von IgE gekennzeichnet (Epstein, 2004; Busse 2001). Auch wenn
dieses Modell eine akute allergische Reaktion, wie z.B. bei einer Asthmaexa-
zerbation, darstellt, und zur Entdeckung der fiir die Entstehung von Asth-
ma wichtigen Zytokine, z.B. IL-4, IL-5, IL-13 (Wills-Karp, 2000), und Zellen
fiihrte, ist dieses Modell jedoch limitiert in der Darstellung der Situation
beim chronischen Asthmatiker. Dieser erfahrt iiber lange Zeit immer wieder
Stimulationen durch Allergene. Es kommt zu einer persistierenden Atem-
wegsentziindung und zum Atemwegsremodeling. Das Atemwegsremodeling
beinhaltet zusatzlich die Verdickung der Atemwegswand, eine subepithelia-
le Fibrose, weiter erhohte Mukussekretion, eine Hyperplasie von Becher-
zellen, Atemwegsepithelzellen und Myofibrozyten sowie eine Hypertrophie
und Hyperplasie der glatten Muskelzellen der Atemwege (Hegele, 2000).
Durch die Weiterentwicklung des urspriinglichen murinen Asthmamodelles
in ein chronisches Asthmamodell, mit einer wie vorher durchgefiihrten Sen-
sibilisierung, aber einem iiber 12 Wochen andauernden, zweimal wochent-
lichen, inhalativen Challenge mit dem Allergen OVA, konnten vergleichbare
Veranderungen auch im gesamten Bronchialbaum der Maus induziert wer-

56
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den (Wegmann, 2005).

Auch wenn das Mausmodell der Pathologie im Asthmapatienten sehr nahe
kommt, so ist eine hundertprozentige Ubertragbarkeit wohl nicht méglich.
Anatomische Gegebenheiten sind aufgrund von unterschiedlichen Grof3en-
verhiltnissen verschieden, und beispielsweise kann die Soforttypreaktion in
der Maus nicht nur durch IgE, sondern auch durch IgG1 ausgelost werden
(Zosky 2009). Ansonsten fand man jedoch gleiche Zell- und Zytokintypen
im humanen wie im murinen chronischen Asthma bronchiale.

Der vorherrschende infiltrierende Zelltyp in den chronisch entziindeten Atem-
wegen sind T-Lymphozyten, und nicht mehr wie in der akuten allergischen
Atemwegsreaktion eosinophile Granulozyten (Wegmann, 2005). Die IL-4,
IL-5, IL-13 produzierenden TH2-Lymphozyten finden sich auch beim chro-
nischen Asthmatiker vermehrt in der BAL (Robinson, 1992), was den Fokus
der Forschung auf diesen Zelltyp im Zusammenhang mit der Entstehung von
chronischem Asthma richtet.

Die Therapie des Asthma bronchiale beschrankt sich bisher auf eine iiber-
wiegend symptomatische Therapie.

Inhalativ verabreichte Corticosteroide haben eine antientziindliche Wirkung
in den Atemwegen (GINA, 2007), fithren zu einer Reduktion der Entziin-
dungszellen (Mastzellen, Makrophagen, T-Lymphozyten, eosinophile Gra-
nulozyten) in der BAL und Bronchialwand von Asthmatikern, und mindern
die subepitheliale Fibrose und Becherzellhyperplasie. (Barnes et Adcock,
2003; Caramori 2003). Studien haben bewiesen, dass inhalative Corticoste-
roide Asthma Symptome verringern, die Lungenfunktion und Lebensqualitat
verbessern (Juniper, 1990), die AHR mindern (The Childhood Managment
Asthma Research Group, 2000) und die Frequenz und Intensitédt von Asth-
maexazerbationen und die Mortalitdt von Asthmapatienten senken (Pau-
wels, 1997, Suissa 2000).

B2-Mimetika sind Bronchodilatatoren, die zwar den akuten Bronchospas-
mus losen konnen, jedoch keine antientziindliche Wirkung haben (GINA,
2007; Caramori, 2003).

Niedrig dosiertes Theophyllin wirkt antientziindlich in den Atemwegen asth-
matischer Patienten (Barnes, 2003; Barnes, 2005), Leukotrienrezeptorant-
agonisten mindern die AHR und Mastzellstabilisatoren mindern durch die
verhinderte Mediatorenausschiittung die Entziindung in den Atemwegen
(Caramori, 2008) ebenso wie der gegen humanes IgE gerichtete Antikor-
per Omalizumab (Holgat, 2008).
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All diese heute verwendeten Therapiemoglichkeiten mindern die Asthma-
symptomatik durch Antagonisierung der Bronchokonstriktion oder durch
Milderung der Entziindung, keines der Medikamente wirkt jedoch kura-
tiv. Nach dem Therapieende treten die Symptome erneut auf. Ebenfalls ist
die temporére Unterdriickung der Entziindung keine Elimination dieser, und
so kann es auch unter der Therapie und insbesondere auch nach Absetzen
dieser zum erneuten Auftreten von Asthmasymptomen kommen und Atem-
wegsumbauprozesse konnen nicht komplett verhindert werden.

Durch das durch Mausmodelle erworbene tiefere Verstdndnis der Patho-
mechanismen des Asthma bronchiale wurde die zentrale Bedeutung der T-
Lymphozyten in der Pathogenese dieser Erkrankung herausgestellt. Neue
Therapiemoglichkeiten erhofft man sich durch die Unterdriickung der TH2-
Zellantwort. Diese TH2-orientierten Behandlungsstrategien konnten sogar
zur Pravention oder zur tatsachlichen Heilung von Asthma fiihren (Caramo-
ri, 2008).

Die Blockade der fiir die Pathogenese des Asthma wichtigen TH2-Cytokine
wurde in mehreren Tiermodellen realisiert.

Ein loslicher IL-4-Rezeptor (sIL-4R), der als IL-4-Rezeptorantagonist agiert,
wurde entwickelt und erwies sich im Mausmodell als wirksam in der Unter-
driickung des asthmatischen Phinotyps (Steinke, 2001; Henderson 2000).
Die Weiterentwicklung zum wirksamen Medikament am Menschen konn-
te jedoch aufgrund fehlender Bioverfiigbarkeit nicht realisiert werden und
wurde eingestellt (Holgate, 2008). Ein antagonisierendes IL-4 Analogon er-
reichte ebenfalls trotz Erfolgen im Mausmodell (Grunewald, 1998) keine
klinische Zulassung am Menschen. Mehrere Ansédtze zur Blockade von IL-
13 mittels Antikorpern oder Rezeptoren bestehen ebenfalls. Losliche IL-13
Rezeptoren (sIL-13Ra2) verhindern im Tiermodell erfolgreich die Auswir-
kungen von IL-13 auf die Produktion von IgE oder die Entstehung einer
pulmonalen Eosinophilie und AHR (Kasaian, 2007).

Als eine weitere Therapieoption gilt die Ausschaltung von IL-5 welches fiir
die Reifung, Unterhaltung und Anlockung von Eosinophilen verantwortlich
ist. IL-5 knockout Méuse lieen dies als effektiven Angriffspunkt vermu-
ten, da diese im Asthmamodell eine geringere Eosinophilie und ebenfalls
eine geringere AHR aufwiesen (Matsumo, 2003). Der gegen IL-5 entwickel-
te humane monoklonale Antikérper Mepolizumab war in einer klinischen



KAPITEL 5. DISKUSSION 59

Studie zwar effektiv in der Reduktion der Eosinophilen im Sputum und im
Blutkreislauf von Asthmapatienten, es kam jedoch zu keiner Abschwéchung
der Asthmasymptome oder der AHR (Leckie, 2000; Kips, 2003; Flood-Page,
2007). Es konnte jedoch gezeigt werden dass die Anzahl an behandlungsbe-
diirftigen Asthmaexcerbationen als wahrscheinliche Folge der eosinophilen
Entziindung zuriickging und die Lebensqualitédt der Patienten stieg (Haldar,
2009).

Die Unterdriickung der bekannten TH2-Zytokine hat somit noch keine gro-
RBeren Erfolge in der Asthmatherapie hervorgebracht. Die uns in Funktion
und Struktur bekannten Zytokine miissen jedoch nicht die einzigen Angriffs-
punkte fiir eine kurative Asthmatherapie sein.

Im murinen chronischen Asthmamodell wurde ein Abfall der Zytokinkon-
zentrationen von IL-4, IL-5, und TNF-« in der BAL im Vergleich zum akuten
Asthma verzeichnet. TGF-§ dagegen zeigte einen Anstieg (Wegmann, 2005).
Die TH2-Reaktivitit scheint sich von der akuten zur chronischen Phase der
allergischen Reaktion zu verdndern. Neue Therapie-Angriffspunkte konnten
daher Proteine sein, die in der chronischen Phase des allergischen Asthmas
verstarkt exprimiert werden, da diese moglicherweise die chronische Ent-
zlindung und Umbauprozesse unterhalten.

TGF-j tragt einerseits als Zytokin der T-reg zur Toleranzentwicklung und
Immunsuppression bei. Es fordert andererseits aber auch Reparaturprozesse
in der Lunge, welche letztendlich zum Atemwegsremodeling fiihren. Welche
der beiden Eigenschaften im chronischen Asthma iiberwiegt, ist noch nicht
geklart (Schmidt-Weber, 2006).

Es existieren noch andere von TH2-Zellen aus Méusen mit chronischem
Asthma vermehrt produzierte Proteine, deren Bedeutung in der Pathoge-
nese des Asthma bronchiale noch nicht entschliisselt ist.

Von den von Michael Wegmann beschriebenen, bisher unbekannten und in
dieser Arbeit untersuchten Genen ist bis jetzt nur eine stiarkere Genexpres-
sion in den pulmonalen T-Lymphozyten von Mausen mit chronischem Asth-
ma im Vergleich zu Mausen mit akutem Asthma bekannt. Moglicherweise
spielen diese Gene in der Chronifizierung des Asthma bronchiale bzw. im
Atemwegsremodeling eine wichtige Rolle. Daher sollte die Expression die-
ser Gene in der vorliegenden Arbeit intensiver untersucht werden.
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5.1 Genexpression der Gene 1-5 in den
T-Lymphozyten von asthmatischen Mausen

Um die von Michael Wegmann auf Array-Versuchen basierende Entdeckung
von Genen mit erhohter Expression im chronischen Asthma mit einer zwei-
ten unabhéngigen Methode zu priifen, wurde die Expression der unbekann-
ten Gene in den pulmonalen T-Lymphozyten aus Mausen mit akutem, chro-
nischem und ohne Asthma mittels quantitativer Real-time PCR untersucht.
Die Auswertung ergab fiir das Gen 4 aufgrund einer generell sehr niedrigen
Expression keine auswertbaren Ergebnisse. Die anderen Gene zeigten eine
Expressionssteigerung von den Kontrolltieren zur Gruppe der akut asthmati-
schen Tiere. Dieser Anstieg war jedoch nur fiir Gen 3 signifikant. Die Gruppe
der chronisch asthmatischen Tiere zeigte die hochste Expression der Gene,
der Unterschied zur PBS Gruppe war bei jedem Gen signifikant, der zur
Gruppe der akut asthmatischen Tiere jedoch nur bei Gen 1.

Auch wenn die Signifikanz des Expressionsanstieges von den akut zu den
chronisch asthmatischen Méusen in den Genen 2,3 und 5 in diesem Ver-
suchsaufbau fehlt, sehen wir die Arrayergebnisse als bestatigt an, da bei
jedem Gen ein signifikanter Expressionsanstieg zwischen der Kontrollgrup-
pe und der chronisch-Asthma-Gruppe besteht, von der Kontrollgruppe zur
akut-Asthma-Gruppe jedoch nicht.

Die Gruppe der chronisch asthmatischen Méause weist in der Genexpression
eine grofe interindividuelle Streuung auf, was die vorherigen eindeutigen
Arrayergebnisse erkldren konnte. Aufgrund der niedrigen Tierzahl in den
Arrayversuchen konnten die verwendeten Proben von Tieren stammen, die
eine hohere Expression der Gene zeigten, als der Durchschnitt. Die quanti-
tative Real-time PCR ist aullerdem eine weitaus sensitivere Methode fiir den
Nachweis der Genexpression. Mit einer erh6hten Sensitivitédt geht ebenfalls
eine hohere Streuung der Ergebnisse einher.

Die grof3e Streuung der Genexpression in den T-Lymphozyten der chronisch
asthmatischen Mause lasst sich eventuell auch auf die langere Behandlungs-
dauer der verwendeten Mause zuriickfiihren. Zwar wurden alle Méuse ein-
heitlich behandelt, nicht einkalkulierbare Variablen im Experiment fithren
jedoch iiber einen lingeren Zeitraum zu grolleren Abweichungen als iiber
einen kiirzeren Zeitraum. Um eine homogenere Gruppenexpression zu er-
halten, konnte man den Versuch mit einer gréBeren Anzahl an Mausen wie-



KAPITEL 5. DISKUSSION 61

derholen. Allerdings zeigten sich trotz dieser grof3en Streuung fiir die Gene
1,2,3 und 5 signifikante Anstiege in der Genexpression im Vergleich zur
Kontroll-Gruppe.

5.2 Genexpression in den Organen der gesunden
Maus

Um weiter zu untersuchen, ob sich die unbekannten Gene als mogliche The-
rapieangriffspunkte eignen wiirden, wurde ihre Expression in den Organen
der gesunden Maus und in murinen Zelllinien untersucht.

Um die Expression bestimmter Gene als therapeutischen Angriffspunkt nut-
zen zu konnen, sollten diese idealerweise nicht ubiquitdr vorkommen, son-
dern moglichst spezifisch fiir ein Zielorgan oder eine Zielzellgruppe sein,
da sonst bei einer Genblockade zu viele unerwiinschte Nebenwirkungen
auftreten konnten. In unserem Fall wurde eine Spezifitidt der Gene fiir T-
Lymphozyten angenommen, da die Gene in T-Lymphozyten identifiziert wur-
den.

Die Expression der Gene 1-5 wurde in unterschiedlichen Organen aus ge-
sunden unbehandelten Balb/c Mausen untersucht.

Die Gene 1-5 zeigten mit Abstand jeweils die grof3te Expression im Lymph-
knoten, was bei einer vorwiegenden Genexpression in T-Lymphozyten zu
erwarten war.

Der Thymus als priméres lymphatisches Organ zeigt bei keinem der 5 Ge-
ne eine starke Expression. T-Lymphozyten halten sich dort vor ihrem pri-
maéaren Antigenkontakt auf und scheinen in diesem Zustand die Gene 1-5
nur in geringem Mal3e zu exprimieren. Identifiziert wurden die unbekann-
ten Gene in differenzierten TH2-Lymphozyten. Eine mangelnde Expression
im Thymus konnte an der fehlenden Differenzierung der dort anséssigen
T-Lymphozyten liegen. Dies spriche fiir eine Spezifitit fiir differenzierte T-
bzw Th2-Zellen der erhohten Expression der untersuchten Gene.

Die Expression in Milz und schleimhauthaltigen Organen mit ihrem assozi-
ierten lymphatischen Geweben (mucosa associated lymphoid tissue= MALT;
auffindbar in Magen, Darm, Trachea und Lunge) konnte mit ihrer Funktion
als sekundare lymphatische Organe einhergehen. Sie enthalten ausgereifte
T-Lymphozyten, wenn auch in geringerer Konzentration als die Lymphkno-
ten.
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Das Vorkommen der Gene in exokrinen Driisen (Prostata, Leber) konnte
auch mit den kleineren Ansammlungen lymphatischen Gewebes zusammen-
héngen, das in exokrinen Driisen zu finden ist (Brandtzaeg 2010).

Aber auch alle anderen Organe exprimieren diese Gene zumindest in ge-
ringem Malf3e. Diese Expression kann teilweise nicht auf die Ortsansassig-
keit von T-Lymphozyten oder deren Verweilen in den organenthaltenden
BlutgefaRen zuriickgefiihrt werden. Die verwendeten Gefdl3e wurden bei-
spielsweise vor der Praparation gespiilt und so von enthaltenen Blutzellen
gereinigt. Ebenso stellt sich die Frage wie im Auge oder in immunisolier-
tem Gewebe wie dem Hoden, der iiber eine Blut-Hoden-Schranke verfiigt,
eine Expression gemessen werden konnte. Dies spricht fiir eine, wenn auch
geringe Expression der untersuchten Gene in Nicht-Immun-Zellen in diesen
Organen.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Organverteilung eine starke Ex-
pression der Gene in ausgereiften T-Zellen bestatigt, eine Expression in an-
deren Zellen jedoch nicht ausgeschlossen werden kann.

5.3 Genexpression in murinen Zelllinien

Die ubiquitdr vorhandene niedrige Expression der Gene in verschiedenen
Organen lief3 vermuten, dass sie nicht nur aus T-Lymphozyten, sondern auch
aus anderen Zellen stammen konnte. Um dieser Vermutung nachzugehen,
untersuchten wir in einem néchsten Schritt, ob die Gene ebenfalls von an-
deren Zelllinien aufler T-Lymphozyten exprimiert werden.

Die Expression wurde daher in Makrophagen, Epithelzellen, Leberzellen,
Fibroblasten, Mastzellen und T-Zellen untersucht. Diese stammten teilweise
von murinen Tumoren ab. Untersucht wurde die mRNA-Expression der Gene
in unstimuliertem und stimuliertem Zustand.

Die T-Zelllinie EL-4 zeigte nicht wie erwartet die hochste Expression der
unbekannten Gene. Sie exprimierte die unbekannten Gene auf einem eher
niedrigen Niveau. Auch nach Stimulation mit Concanavalin A stieg die Ex-
pression der Gene 1-4 nur leicht an, fiir Gen 5 fiel sie sogar minimal ab.
TH2-Zellen, bei welchen die untersuchten Gene vermehrt exprimiert wur-
den, sind differenzierte CD4+-T-Zellen. Sie sezernieren spezielle Interleuki-
ne und haben damit ein anderes Genexpressionsprofil als undifferenzierte
CD4+-T-Zellen oder TH1-Zellen (Abbas, 1996; Mosman, 1986), welche in



KAPITEL 5. DISKUSSION 63

diesem Versuchsaufbau verwendet wurden. Das konnte erkldren, weshalb
EL-4-Zellen die untersuchten Gene so gering exprimieren. Bereits in der Un-
tersuchung der Genexpression der murinen Organe fiel eine niedrige Genex-
pression im Thymus auf, wo sich T-Lymphozyten Vorlauferzellen aufthalten.
Im Lymphknoten dagegen, wo differenzierte CD4+-T-Zellen dominieren,
war diese erhoht. Die vermehrte Genexpression scheint also spezifisch fiir
differenzierte TH2-Zellen und nicht T-Lymphozyten an sich zu sein, was auf
eine Rolle in der Pathogenese des chronischen Asthma hoffen 1af3t. Zudem
handelt es sich bei der untersuchten T-Zelllinie um eine Zelllinie aus einem
murinen Tumor. Tumorzellen unterscheiden sich von ihrem Ursprungsgewe-
be durch Atypien. So ist z.B. ihr Stoffwechsel vom Funktions- zum Prolifera-
tionsstoffwechsel umgestellt. Ebenso ist der DNA-Gehalt des Kernes erhoht
(Bocker, 2001). Durch diesen erhohten Aktivitdtsgrad der Zelle erscheint
es also wahrscheinlich, dass Tumorzellen vorhandene Gene unterschiedlich
exprimieren als Primérzellen. Daher kann man die Genexpression der Tu-
morzelllinien mit der regulédrer Zelllinien nicht sicher vergleichen.
RAW-Zellen stellen eine Makrophagenzelllinie dar. Sie exprimieren jedes der
untersuchten Gene in hohem MaRe. J774 ist ebenfalls eine Makrophagen-
zelllinie. Diese exprimieren Gen 1-5 geringer. Der groRe Unterschied in der
Genexpression der beiden Makrophagenzelllinien ist unerwartet und even-
tuell dadurch zu erklédren, dass es sich um Tumorzelllinien, also genetisch
mutierte Zellen handelt, die unterschiedliche Reife- bzw. Aktivierungsstadi-
en von Makrophagen repréasentieren. Aufgrund der unterschiedlichen Gen-
expression dieser Zelllinien kann keine allgemeine Aussage zur Expression
der untersuchten Gene von Makrophagen getroffen werden.

Die LA-4 Zellen stellen eine epitheliale Zelllinie dar und exprimieren alle
Gene stark. Thre Genexpression konnte die hohe Genexpression aus einigen
Organen erkldren. Viele Organe enthalten epitheliale Strukturen. Exprimie-
ren diese epithelialen Zellen die unbekannten Gene, so erklart dies die ba-
sale Genexpression der Gene 1-5 in den Organen, und besonders auch die
vergleichsweise hohe Expression in Organen mit hohem Epithelanteil wie
z.B. Hoden.

HEPA-Zellen stammen aus einem Leberzelltumor und exprimieren Gen 1,
2, 3 und 5 stark, Gen 4 dagegen schwach. Das Organ Leber zeigte eine
mittlere Expressionsstirke aller Gene, ob diese aus den Leberzellen selbst
oder epithelialen Strukturen stammt ist unklar.
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Die Mastzellen (MC-9) exprimieren Gen 1 und 2 in geringem Malle, Gen
3,4 und 5 geringfiigig starker. Durch Stimulation konnte bei allen Genen
aufler Gen 4 ein Expressionsanstieg erreicht werden. Aktivierte Mastzellen,
welche auch maf3geblich an der Entstehung von allergischem Asthma betei-
ligt sind, zeigen also ebenfalls eine erhohte Genexpression der Gene 1, 2, 3
und 5. Also konnten diese Gene auch auf anderem Wege als als Transkrip-
tionsprodukt von T-Lymphozyten zur Entstehung von chronischem Asthma
bronchiale beitragen.

Die Fibroblasten (MLG) exprimieren im unstimulierten Zustand die Gene
1-5 schwach. Durch Stimulation wurde nur fiir Gen 2 ein Expressionsan-
stieg erreicht. Stimulierte Fibroblasten spielen im , Airway remodelling“ ei-
ne wichtige Rolle. Damit konnte die Expression von Gen 2 eventuell mit
Remodelling-Prozessen in Verbindung gebracht werden.

Als Gene, die in T-Lymphozyten von chronisch asthmatischen Méiusen ver-
mehrt exprimiert werden, konnten die fiinf unbenannten Gene eventuell
wichtige Funktionen in der Chronifizierung des Asthma bronchiale inne ha-
ben.

Um eines der unbekannten Gene als therapeutisches Target zu nutzen, sollte
dieses moglichst spezifisch in T-Lymphozyten vorkommen. Die Analyse der
Genexpression in den Organen der Maus zeigte eindeutig eine iiberwiegen-
de Expression im Lymphknoten, was eine hohe Expression in differenzier-
ten T-Lymphozyten vermuten l4[3t. Jedoch auch in anderen Organen wurde
eine niedrige Expression festgestellt, die jedoch nicht immer durch das Vor-
kommen von differenzierten T-Lymphozyten in diesen zu erkldren war, z.B.
im Hoden bei intakter Bluthodenschranke. Eine erhohte Genexpression in
epithelialen Zelllinien, die in den Versuchen mit murinen Zelllinien auffiel,
konnte fiir diese fast ubiquitdre, zumindest basale Expression der fiinf Ge-
ne in den Organen eine Erklarung liefern. Trotz hoher Expression aller 5
Gene in LA-4 ist die Genexpression des Lymphknoten am hochsten. Dort
herrscht die grof3te Dichte an Gen 1-5 exprimierenden Zellen (Epithelzellen
und differenzierte T-Lymphozyten), wahrend andere Organe nur epithelia-
le Anteile besitzen, oder ein Teil als lymphatisches Organ fungiert besteht
der Lymphknoten iiberwiegen aus epithelialen Zellen und differenzierten T-
Lymphozyten. Wie grof3 die Expression der unbekannten Gene jedoch wirk-
lich in den Organen im Vergleich zum Lymphknoten ist, ldsst sich aufgrund
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der Limitation der photodensitometrischen Auswertung von Gelelektropho-
resebanden nicht genau sagen. Dies ldsst nur semiquantitative Aussagen zu,
d.h. eine Halbierung der Bandenintensitét geht hier nicht zwangslaufig mit
einer Halbierung der cDNA Menge einher. Daher bleibt offen, wie grof3 die
Unterschiede in der Organexpression tatsichlich sind. Dies konnte im Rah-
men weiterer Versuche mittels quantitativer PCR nachgewiesen werden.

Im Vergleich zu den anderen Zelllinien hat die T-Lymphozytenlinie EL-4 ei-
ne eher geringe Expressionsrate der unbekannten Gene gezeigt. Allerdings
handelte es sich bei dieser Zelllinie nicht um aktivierte TH2-Zellen, zudem
sind die Zellen aus einem Tumor isoliert. Mit individuellen Unterschieden
in den Makrophagenzellinien J774 und RAW konnte gezeigt werden, dass
sich die Genexpression in mutierten Zellen, sogar wenn sie ein und dem-
selben Zelltyp angehoren, unterscheiden konnen. Um zu untersuchen, ob es
sich bei der niedrigen Expression von EL-4 und der hohen Expression von
beispielsweise LA-4 Zellen um eine generell niedrige Expression in undif-
ferenzierten T-Lymphozyten und eine sehr hohe Expression in epithelialen
Zellen handelt, sollten die Versuche mit primiren T-Zellen bzw. Epithelzel-
len wiederholt werden. Die Zellen, die nicht aus Tumorgewebe stammen
(MLG, MC-9), zeigten keine besonders hohe Expression der Gene 1-5.

5.4 Ausblick

In den Untersuchungen wurde die vermehrte Expression der untersuchten
Gene 1, 2, 3 und 5 in den in TH2-Zellen von chronisch asthmatischen Mau-
sen im Vergleich zu TH2-Zellen von Gesunden bestétigt. Diese Genprodukte
konnten an der Chronifizierung des Asthma bronchiale beteiligt sein.

Um daraus therapeutische Konsequenzen ziehen zu kénnen, wére es inter-
essant zu wissen, ob diese Ergebnisse auf den Menschen iibertragbar sind.
Dazu konnte man die TH2-Lymphozyten aus bronchialen Lavagen von ge-
sunden Probanden gegeniiber chronischen Asthmatikern auf deren Genex-
pression mittels quantitativer Real-Time PCR untersuchen.

Dartiber hinaus sind weitere Informationen iiber die Gene und deren Pro-
dukte unerldflich. Durch komplette Genom-Sequenzierung 1463t sich deren
Natur inzwischen néaher charakterisieren. Spezifische Inhibition z.B. durch
knock-out Generierung oder durch Antisense-basierte Verfahren kann wei-
tere Aufschliisse iiber die Bedeutung der untersuchten Gene in der experi-
mentellen Asthma-Pathogenese bringen.



6 Zusammenfassung

Asthma bronchiale ist eine chronische Atemwegsentziindung. Der Korper
reagiert auf ein harmloses Antigen mit einer Uberreaktion des Immunsy-
stems was zu einer Atemwegshyperreagibilitdt und einer chronischen Ent-
zlindung in den Atemwegen fiihrt. Diese Immunantwort ist Th2-dominiert
und die Zytokine der Th2-Zellen spielen eine wichtige Rolle in der Pathoge-
nese des Asthma. Therapiert wird diese Krankheit iberwiegend mit Corti-
son als Entziindungshemmer und 2-Mimetika als Bronchodilatatoren. Die-
se Behandlung ist symptomatisch und beherrscht leider nicht alle Formen
des Asthma bronchiale. Aufderdem hat die Therapie mit Cortison aufgrund
seiner weitgefacherten Wirkungsweise viele Nebenwirkungen.

Neuere Therapieansétze setzen auf die zentrale Rolle der Th2-Zellen in der
Pathogenese des Asthma. Bisher konnten mit der Unterdriickung der be-
kannten Th2-Zytokine noch keine grofSeren Erfolge verzeichnet werden. Um
einen neuen, eventuell kurativen Therapieansatz zu finden, wurden in die-
ser Arbeit noch unbekannte Gene untersucht, deren Genexpression in pul-
monalen T-Lymphozyten von Mausen mit chronischem Asthma starker ex-
primiert werden als in pulmonalen T-Lymphozyten von Miusen mit akutem
Asthma.

Im ersten Schritt dieser Arbeit wurde mittels quantitativer PCR bewiesen,
dass ein Expressionsanstieg der Gene 1, 2, 3, 5 von pulmonalen T-Lympho-
zyten gesunder Tiere, liber die pulmonalen T-Lymphozyten der Tiere mit
akutem Asthma zu den pulmonalen T-Lymphozyten der Tiere mit chroni-
schem Asthma besteht. Eine Beteiligung an der Chronifizierung und Patho-
genese des Asthma scheint somit moglich.

Um die Nebenwirkungen zu minimieren, sollte die Expression von Genen,
die therapeutisch beeinflusst werden, moglichst eine hohe Organ- bzw. Zell-
selektivitdt aufweisen. In einem zweiten Schritt wurde daher die Expression
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der Gene mittels qualitativer PCR in verschiedenen Organen der gesunden
Maus untersucht. Eine besonders starke Expression fand sich im Lymphkno-
ten, was auf eine hohe Expression in differenzierten T-Lymphozyten hin-
weist. Aber auch die anderen Organe exprimierten die unbekannten Gene
schwach. Wahrend einige dieser Organe lymphatisches Gewebe und damit
differenzierte T-Lymphozyten enthalten (z.B. Darm) konnte die basale Ex-
pression einiger anderer Organe (z.B. Hoden) nicht durch das Vorhanden-
sein von T-Lymphozyten erklart werden.

In einem dritten Schritt wurde die Genexpression in murinen Zelllinien
mittels quantitativer PCR gemessen. Aufféllig war die hohe Expression der
Gene 1-5 in der Epithelzelllinie LA-4. Diese Expression konnte die basale
Expression in epithelialen Organen erkldren. EL-4 als T-Lymphozytenlinie
zeigte allerdings nicht die erwartete hochste Expression. Dies konnte auf
eine selektiv erhohte Expression der unbekannten Gene in differenzierten
T-Lymphozyten hinweisen.

Insgesamt lasst sich feststellen, dass die weitere Erforschung der Gene 1,2,3
und 5 weiterhin von Interesse ist, da diese einen eindeutigen Expressions-
anstieg in T-Lymphozyten von chronisch asthmatischen Mausen zeigen. Fiir
Gen 4 konnte kein detektierbarer Expressionsanstieg gemessen werden. Ob
die genannten Gene jedoch als therapeutische Angriffspunkte geeignet wa-
ren, bleibt aufgrund ihrer ubiquitdren Expression ungewiss.

Interessant bleibt zu erfahren, welche Funktion diese Gene inne haben, und
ob durch die Blockade dieser Gene die Chronifizierung von Asthma bron-
chiale zu beeinflussen ist. Hierbei sind weitere Versuche mit selektiver Inhi-
bition der Expression dieser Gene angezeigt.
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