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Abstract

In allergic asthma, dendritic cells (DCs) are crucialmediating the sensitization
towards inhaled allergens as well as promoting the esialli allergic airway
inflammation. However, asthma symptoms not only occurnupgmewed allergen
contact, but also after unspecific irritation, e.g. tdcair. This is based on the
hyperreactivity of airway sensory nerves, present dunmgpimg inflammation, leading
to facilitated release of neuropeptides like CGRP. Uporetien, neuropeptides induce
the so-called 'neurogenic' inflammation, which is independéallergen exposure. As
pulmonary DCs and sensory nerves are colocalized in aihgay mucosa, a
neuropeptide-mediated neuroimmune interaction could bentrédetil now it has not
been evaluated if the released neuropeptides act onnbetaecells, modulating their
function during the allergic immune response. Therefie presented work analysed a
potential neuroimmunomodulation of DCs by the neuropepti@RE. Receptor
expression analysis revealed the presence of functjoaative CGRP receptors on
pulmonary DCs. To adress the functional consequendc€SBIP receptor triggering on
DCs, the maturation as well as the ability to indudergen-specific T cell responses
was analyzed usingn vitro generated bone marrow-derived DCs (BMDC). This DC
population was necessarily used as an alternative nfodefunctional assays as
pulmonary DCs revealed strong activation due to thetisalgrocess, disabling them
for further functional studies. Flowcytometric anasysif CGRP-treated BMDCs with
CGRP revealed an inhibtion of the LPS-induced DC matmaturther, the induction
of allergen-specific T cell activation and prolifecatiwas impaired in CGRP-treated
DCs. The functional relevance of immunomodulation of DgsCGRP during the
allergic airway inflammation was evaluated withiarvivo transfer model of asthma.
Using DCs primed with allergen and CGRP for airway semasibn, resulted in
reduced eosinophilic airway inflammation and increased IL-1@elde in the
bronchoalveolar lavage fluid. A possible mechanism uyitegrthe diminished airway
inflammationin vivois provided by the induction of regulatory T cells obsdivevitro.

In conclusion, the presented data show an inhibitorgefEeCGRP on DC maturation
and subsequently a diminished allergic immune resporse&a B8GRP receptor down
regulation was observed during airway inflammation, D@ght elude the inhibitory
function of CGRP by loss of the receptors, resultingenhanced allergic airway

inflammation.
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Zusammenfassung

Im allergischen Asthma spielen Dendritische Zelle¢Peine Schlisselrolle sowohl
in der Sensibilisierung gegen Umweltallergene als auch HEeablierung der
allergischen Atemwegsentzindung. Symptome treten jedoatht nnur bei
Allergenkontakt, sondern auch bei unspezifischen Reizé&n, Kélte, auf. Zugrunde
liegt eine entzindungsbedingte Hyperreaktivitdt der senkenscNeurone der
Atemwege, und die dadurch verstarkte Ausschittung der emialdeuropeptide wie
z.B. CGRP. Diese induzieren, unabhangig von einer Alfeggosition, die
»=heurogene” Entziindung und fihren zu akuten BronchospasnsrerRBingeklart ist,
inwiefern pulmonalen DCs in ihrer Schlusselrolle in dermvtlung der allergischen
Immunantwort beeinflusst werden. Die Kolokalisation vo@sDund sensorischen
Neuronen in der Atemwegsmukosa lasst eine funktionegdktion vermuten.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher eine mdgliche Immulutadion von DCs
durch das Neuropeptid CGRP untersucht. Die Rezeptoranaigie eine Expression
funktionaler CGRP-Rezeptoren in pulmonalen DCs. Fur digetduchung der
funktionellen Effekte einer CGRP-Rezeptor-Stimulatiom @& notwendigin vitro aus
Knochenmark generierte DCs (BMD@gne marrow-derived DCals Modellzellen zu
nutzen, da isolierte pulmonale DCs eine starke Aktivierunghddieo Isolationsprozess
aufwiesen und somit nicht funktionell analysiert werddmnnten. Die
durchflusszytometrische Analyse CGRP-stimulierter BM2€Eigite eine Inhibition der
LPS-induzierten Reifung der DCs, Diese flhrte wiederumemer verminderten
Aktivierung und Proliferation allergenspezifischer T-ZelleDie Relevanz dieser
Immunmodulation durch CGRP in der allergischen Atemweigs@dung wurde in
einem in vivo Transfermodell untersucht. CGRP-DCs induzierten dalee e
verminderte Infiltration eosinophiler Granulozyten ire ditemwege, assoziiert mit
einer erhéhten Konzentration von IL-10 in der brontveaaren Lavageflissigkeit.
Einen potentiellen Mechanismus dieser verringerten Ategeentzindung, zeigt die
vitro beobachtete Induktion regulatorischer T-Zellen durch GGREs auf.
Zusammengefasst zeigen die hier prasentierten Datem iaimbitorischen Effekt von
CGRP auf die DC-vermittelte Induktion der allergenspezigsclmmunantwort. Die
dabei in der allergischen Atemwegsentziindung beobacHetenterregulierung des
CGRP-Rezeptors, konnte einen Verlust der inhibitorischNgirkung von CGRP

bedeuten und entsprechend die Entztindung férdern.



Schlagworte:
Allergisches Asthma, pulmonale Dendritische Zellen,Ici@anin Gen-verwandtes
Peptid



Inhaltsverzeichnis

L. EINLEITUNG .iiiiiiiiiiiic ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e eaaan e as 1
1.1  Asthma bronchiale ... 1
1.2 Immunmechanismen im Allergischen Asthma.....ccccceeevviiiiiiiiiiiiies 1

1.2.1 SeNSIDIISIEIUNG ..ccvuiiiee e e 1
1.2.2 Frihphasereaktion ...........cooouiiiii e 6
1.2.3 SPAPNASErEaKIION. .....uiiiiciii et e e 6
1.2.4 Chronischer Verlauf...........ooo e 7
1.3 Neuronale Mechanismen im Allergischen Asthma . .vvoovvvcviiveiiinenn 7
1.3.1 INnervation der ALEMWEQE ......coeuniiiiie it ceceee e 8
1.3.2 ORI e 10
1.4 Neuroimmunmodulation von Dendritischen Zellen ...............cccooooinie. 11
1.5  Zielstellung der Arbeit .........couuiiiiiii e 13

2. MATERIAL UND METHODEN .......cittititiiiiitttiniiiaasseeeeeeeeeeeesssannnnnansaeaaeeaeasaeeees 14
2.1, HerstellerverzeiChnis. ... ... e 14
2.2, GBIALE ...e it aa e 16
2.3.  Verbrauchsmaterial..............cooiiiiii e 17
S 1 €= SRR 17
2.5, ChemiKalien.......coouiii e 18
2.6, ANLKOTPEL ..t e e 19
2.7.  Primer flr PCR ... 20
2.8, ZellKURUIMEAIEN. ... oo e e 21
2.9.  Puffer und LOSUNGEN.......coiiiiii it eemeee e 21.
2.10. MediKamENLE .......uiiiiii e eeem e 22
200, SOMWAIE ..t et 22
2.02. VEISUCKSEIEIE ...cuuiiiiiii e st ettt e e e e e e e eaa s 22
2.13. Isolation und Charakterisierung dendritischer Zellerdege.................... 23
2.14. MikroskopiSChe ANAIYSE .......cccuuiiiiiiii e e 26
2.15. PhagozytosefahigKelt ..........coooeuiiiiiiiii 26
2.16. Analyse des T-Zell-stimulatorischen Potentialsigoherten Lungen DCs.. 26
2.17. lIsolation und Charakterisierung in vitro generiertdDEs ........................ 27

A A B €1 =T o =T =T A F [ Vo PP 27

2.07.2.  SUMUIALION . ..t e e ettt et e e eeanns 27



2.18. Isolation und Charakterisierung Ovalbumin-spezifisoberer T-Zellen.....28

2.18.1. CFSE-Marki€ruNQg .......cccuiiiiiiiiii et iiee et e e e 28
2.19. Analyse der RezeptoreXpreSSION. ... ...u. iiemeeemmrineeeieeeieeeieeereeenaaenaaes 28
2.19.1. real-timMePCR ... 29
2.19.2.  Immunfluoreszenzaufnahmen..............cooooeerriiii e, 32
2.19.3.  CAMP-ASSAY ...iiiiiiiiiee e e 33.
2.20. Durchflusszytometrische Analyse der DC-Oberflachekenar.................. 34
2.21. KOKURUIreXperiMENLE .......oiii i 34.
2.22. Durchflusszytometrische Analyse der T-Zellproliferati.......................... 35
2.23. Durchflusszytometrische Analyse regulatorischer lee........................ 35
2.24.  ZYtOKINMESSUNG .. .cuuuiiiieiiieiii e ettt e e e e e e e et e e e aaaeesaaeeanaeeanaean 35
2.25. Standard Ova-Modell der allergischen Atemwegsentziindung............. 36
2.25.1. Behandlungsprotokoll..................out e e, 36
2.25.2.  Probenentnahme ...t ceem 37
2.26. Transfer-Modell der allergischen Atemwegsentzindung.................... 37
2.26.1. Behandlungsprotokoll.................ouu e, 37
2.26.2.  VerSUCNSOIUPPEN......ciii e s e e e e e e et e a e 38
2.26.3. Probenentnahme ..ot ceem 39
2.27. Analyse dein VIVO StUAIEN..........oiiiiiiie s e e e e 39
2.27.1. BALF Zelldifferenzierung nach Pappenheimfarbung....................39
2.27.2. Lungenhistologische Untersuchung.........ccccccoeeiiiiiiiiiiincineeenn, 40
2.27.3. Restimulation mediastinaler Lymphknoten...................coocoeieiennn. 40
2.27.4. AK-Bestimmung in Serumproben............coceveeciiiiiiiiii e 40
2.28.  SEALISHIK . ..uuviiiiieie i ————————— 40
e = N 1T = RRPRRRRRPPPPPPP” ¥ |
3.1. Isolation und Charakterisierung von Lungen DCS.ccoocccevviiiiiiiiiiiiinneennnn. 41

3.2. CGRP Rezeptorexpression in Lungen DCS..... e eevvneeiiiieiiiieninnenn. . 43

3.3. Charaktersierung von Lungen DCs umterivoZellkulturbedingungen...... 46
3.4. Charakterisierung von BMDCs als Modellzellen...cccce.cooveiiiiiiiienn. 48
3.5. Modulation der Ausreifung von BMDC durch CGRP ... ................50
3.6. Modulation der DC-induzierten T-Zellantwort durch CGRR................... 52
3.6.1. TZ-Proliferation ..o 53
3.6.2. A Y00 1 <121 0] o ) 1| 54

3.6.3. Regulatorische T-Zellen ............ oo icceee e, 56



3.7. Modulation der DC-vermittelten Induktion einer allsadien

Atemwegsentziindung durch CGRIPVIVO...........cccocoiiiiiiiiiciicceie 58
3.7.1. Etablierung des Modells ...........coouuiiiieeee e, 58

3.7.2.  Etablierung der optimalen Stimulationsbedingungetatersuchung
des CGRP-Effektes auf die DC-vermittelte allergischenunantwort. 59

3.7.3.  Modulation der DC-vermittelten Induktion einer ajischen
Atemwegsentziindung durch CGRP in VIVO .............ccommmmmeeevvneenn... 61

4. DISKUSSION . ...tttttieeeeee e e et e et e e e e ettt e e see e e e e e e e eeaaeaaeaeaaaaaesaaassannsnsnsnsennns 66
APPENDIX |: LIteraturverZeiChniS ...........ooiiuuiiiiiii e et e e 12
APPENDIX II: AbbildungsverzeiChnis............c.ooviiiiiii e 86
APPENDIX lll: TabellenverzeiChnis ..., 87
APPENDIX IV: AbKUrzungSVverzeiChnis.........c.coiiiiiiiis et 38
APPENDIX V: Publikationsverzeichnis.............coooviiiiiiie e 91
APPENDIX VI: LEDENSIAUT ... e 94.
APPENDIX VII: Erklarung zur Dissertation...........ccoveviiiicceeec i a5

DANKSAGUNG «ovutteitittie ettt et ettt e s e e e e s e st e e et e et e e et e ea e e aa e ea e et e eaeeaneensaannes 96



Einleitung

1. Einleitung

1.1 Asthma bronchiale

Asthma ist eine komplexe und multifaktorielle chronisakzéndliche Erkrankung der
Atemwege, die bereits von Hippokrates von Kos (ca. 460-32Zbry als "erschwerte,
schnelle Atmung verursacht durch Verstopfung der Atemwege d&atleim”
beschrieben wurde Weltweit sind mehr als 300 Millionen Menschen betofiind
mittlerweile hat Asthma den Status einer Epidemie @rté?. Asthma kann sowohl als
nicht-allergische (intrinsische) oder als allergis¢lerinsische) Form auftreten, meist
liegt jedoch eine Mischform vor. Der Phénotyp der Krartkkgrd durch multiple
Faktoren wie z.B. Alter, Geschlecht, genetische Pradtgmossowie verschiedene
Umwelteinfliisse beeinflusét

Die primadren Symptome bei Patienten mit Asthma bronclstdéen sich als akut
auftretende Anfalle von Luftnot, Husten und Engegefiihl mBtest, oft begleitet von
pfeifenden Atemgerduschen, Giemen und auch AngstgefiihlemntEnessanterweise
korreliert nicht die Auspragung der Symptome sondern eherpsyehische und
emotionale Belastung mit einer Einschrankung beziiglichLdbensqualital. Durch
Kortikosteroide und langwirksanf-Agonisten kann das Asthma meist gut therapiert
werden, dennoch sind schwere Asthmaattacken, die bis zunfifwen kodnnen,
moglich?. Als ausldsende Reize dieser Attacken werden u.a.rdakivale Infektionen,
z.B. durch Rhinoviren oder das Respiratorische SynzytialsV(RSV), als auch
emotionaler Stress, sowie eine Assoziation mit einegsidRenz gegen die
Kortikosteroid-Therapie diskutieft.

Neue Behandlungsansatze fur das allergische Asthmahwtecwie die spezifische
Immuntherapie (SITY®, zielen bisher nur auf die Modulation der allergenspehiéiac
Immunreaktion und damit nicht auf die insbesondere imrescben Krankheitsverlauf
von der Allergenexposition unabhdngig auftretende Symptome z.B. die

Atemwegshyperreagibilitat (AHR).

1.2 Immunmechanismen im Allergischen Asthma

1.2.1 Sensibilisierung

Das allergische Asthma ist als atopische Erkrankung defididr. es besteht meist eine

genetische Pradisposition gegen Umweltallergene IgE-Améozu bilden und eine
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allergische Immunantwort zu entwickeln. Der allergiscAégemwegsentzindung liegt
eine Sensibilisierung gegen diese vermeintlich "haremb$)mweltallergene, wie z.B.
Graserpollen, zugrunde. Diese wird von Dendritischen Zgliiendritic cells,DCs)
vermittelt'**? welche in der Atemwegsmukosa residieren und diese sief das
Eindringen pathogener Erreger kontrollieren. DCs gehdéebemMakrophagen und B-
Zellen zu den professionellen Antigen-prasentierendererZelind sind fur die
Initierung einer Immunabwehr von zentraler Bedeutung. $ietstehen aus
Vorlauferzellen im Knochenmark, die zunachst im Blut Zidcende Monozyten
generieren. Diese wandern dann ins Lungengewebe ein uaced#feren dort zu DCs
aus. Die in der Atemwegsmukosa lokalisierten DCs nehmetinki@rlich inhalierte
Antigene auf, prozessieren diese und préasentieren i@ Migration zu den
mediastinalen Lymphknoten den dort lokalisierten naivezellen (Tz). Die Art der
induzierten Immunantwort wird dabei von vielfaltigen Faktgru.a. der Art des
Allergens, Schadigung des Epithels und dem gleichzeittgghandensein pathogener
Stimuli beeinflusst. Die Unterscheidung von harmlosen pathogenen Antigenen
erfolgt Uber die Erkennung hochkonservierter pathogenerkt8ten, denpathogen
associated molecular pattern€PAMP), Uber spezielle Rezeptoren, deattern
recognition receptor¢PRR). Zu den PRRs gehort u.a. die Familie der Toll &hnliche
Rezeptorentfll like receptors,TLR) (siehe Tabelle 1-1). Ein wichtiger TLR-Ligand ist
Lipopolysaccharid (LPS), ein Endotoxin, das Bestandteil @diwZnd gram-negativer
Bakterien ist. LPS wird in Verbindung mit dem kdrpereignelne8-bindenden Protein
(LBP) vom TLR 4 erkannt und ist ein starker ImmunstinaraDie Aktivierung der
PRR-Rezeptoren, z.B. durch LPS, fuhrt bei DCs zur Hagpllation verschiedener
kostimulatorischer Molekile wie CD80 und CD86 und initiierndadie Reifung der
DCs wahrend der Migration zu den drainierenden Lymphkndenausgereiften DCs
prasentieren das Allergen Gber das Molekil MHC-II naiVefellen. Diese werden bei
entsprechend vorhandener Kostimulation aktiviert und réifigeren zu allergen-
spezifischen T Helferzellen (Th), vorwiegend vom TygB2) *****°(Abb. 1-1).
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PRR Spezies- PAMP / Liganden Signalweg  Transkriptions- Funktion
vergleich faktor
TLR v.a. auf antigen-présentierenden Zellen (DCs, B-Zellen, Makrophagen) exprimiert
membran- TLR 4 Human & LPS MyD88 NF-xB Proinflammatorisch
standig Maus TRIF IRF3 Typ | Interferone
TLR 2 Human & Lipopeptide, MyD88 NF-xB Proinflammatorisch
Maus Peptidoglykane,

Lipoteichonsé&uren,
Zymosan, u.a.

TLR 2/TLR 6 Human & Triacylierte MyD88 NF-xB Proinflammatorisch
Maus Lipopeptide gram-
negativer Bakterien
und Mycoplasmen

TLR 1/TLR 2 Human & Diacylierte MyD88 NF-xB Proinflammatorisch
Maus Lipopeptide gram-
positiver Bakterien
und Mycoplasmen

TLR5 Human & Flagellin MyD88 NF-xB Proinflammatorisch
Maus

TLR 10 Human, unbekannt
in Maus
nicht
funktionell

TLR 11,12,13 Maus TLR 11: uropathogene
Bakterien, Profilin-
ahnliche Molekile von
Toxoplasma gondii

intrazellular  TLR 3 Human & dsRNA, poly(I:C) TRIF NF-xB Proinflammatorisch
Maus IRF3 Typ | Interferone
(antiviral)
TLR7 Human & ssRNA, MyD88 NF-xB Typ | Interferone
Maus Imidazoquinolin- IRF7 (antiviral) vor allem
Derivate, Guanin- in pDCs
Analoge, polyU-RNA,
einige siRNA
TLR 8 Human & ssRNA (analog TLR 7) analog TLR 7
Maus
TLR9 Human & CpG DNA-Motive MyD88 NF-xB Thi-Antwort
Maus (viral und bakteriell) IRF7 Typ | Interferone
(antiviral) vor allem
in pDCs
NLR > 20 NLRs Verschiedene PAMP, z.B. Proinflammatorisch,
z.B.Nod1, non-PAMP Partikel, Caspase 1 z.B.IL-1B , IL-18
Nod2, zellularer Stress
NLRP3
RLR RIG-I, Mda5, virale RNA IPS-1 Antivirale Antwort
LGP2
Unbekannt dsDNA Typ | Interferone

Tabelle 1-1: Ubersicht der Pattern Recognition Receptors

Pathogene Strukturen werden hauptséachlich Uber 3 Gruppen von Mustererkennungsrezeptoren (PRR)
erkannt. Toll &hnliche Rezeptoren (TLR) sind vor allem auf Antigen-prasentierenden Zellen vorhanden
und erkennen pathogene bakterielle und virale Strukturen. Weitere Rezeptoren die durch pathogene
Strukturen aber auch Zellschadigung aktiviert werden sind Nod ahnliche Rezeptoren (NLR) und RIG
ahnliche Rezeptoren (RLR).***

Legende:

ds: double-stranded, doppelstrangig; ss: single-stranded, einzelstrangig; IFN: Interferon; IPS-1: interferon-beta

promoter stimulator 1; IRF: interferon regulatory factor; LGP2: laboratory of genetics and physiology 2; Mda5:
melanoma-differentiation-associated gene 5; MyD88: myeloid differention primary response gene 88; NF: nuclear factor,
NOD: Nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein; NLR: nod-like receptor, Nod &hnlicher Rezeptor;
NLRP: NOD-like receptor family, pryin domain containing; PAMP: pathogen associated molecular pattern, Pathogen
assoziiertes molekulares Muster; PRR: pattern recognition receptor, Mustererkennungsrezeptor; RIG-I: retinoic-acid-
inducible gene 1; RLR: RIG-like receptor, RIG ahnlicher Rezeptor; TLR: toll-like receptor, Toll &hnlicher Rezeptor; TRIF:
TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-g ;
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Im Unterschied dazu wird bei einer unzureichenden Aktivierund, dadurch nur
teilweisen Reifung der DCs sowie entsprechend geringereqpregsion
kostimulatorischer Molekiile, Toleranz gegeniiber demgéntiinduziert®. Dies wird
vor allem durch die Induktion regulatorischer T-Zellenmigtelt, welche u.a. durch
Sekretion von IL-13° sowohl die Aktivierung von Th2-Zellef! als auch die Reifung
von DCs supprimieren. Unreife DCs fungieren wiederunbssedls regulatorische
Zellen und vermitteln Toleranz gegen inhalierte Umweitg@me indem sie ebenfalls
das immunsuppressive Zytokin IL-10 produzief&ft.

Abhangig von der Art der Stimulation und dem umgebendereMiln der Peripherie
(u.a. Art des Allergens, mikrobielle Stimuli, Zytokingithelschadigung), werden DCs
differenziert ausgereift und regulieren so die Auspragung ige Lymphknoten
induzierten Immunantwoft?* In Abbildung 1-1 ist vereinfacht zusammengefasst, wie
die Reifung der DC die Immunantwort moduliert.

Anhand der entsprechenden Leit-Zytokine, assoziiertemier Thl- (IFNy, IL-12)
oder Th2- (IL-4, IL-5, IL-13) gerichteten Immunantwortpwde generell pro-
inflammatorischen Zytokinen (TNE&; IL-1p und Keratinozyten-Chemokin (KC)), lasst

sich die Art der ausgepragten Immunantwort einordnen.

Ag + PAMP

immature DC—» DCreg —» IL-EI mature DC

v
O—0O0  0—0
Ccb4 Treg CDh4 Th2

Abb. 1-1: Schematische Darstellung der DC-T-Zell-In  teraktion und regulatorischer Mechanismen

DCs nehmen in der Lunge Allergen (Ag) auf und reifen bei Kostimulation durch "Gefahrensignale”, z.B.
Pathogen-assoziierte Molekilen (PAMPs) wahrend der Migration zum Lymphknoten. Im Lymphknoten
wird die allergenspezifische, vorwiegend Th2-gepragte, Immunantwort induziert. Bei fehlender
Kostimulation induzieren nicht voll ausgereifte DCs dagegen regulatorische T-Zellen, welche v.a. tber
Sekretion von IL-10 die Th2-Immunantwort und die DC-Reifung supprimieren. Unreife DCs kdnnen
zusatzlich selbst durch IL-10 Ausschiittung tolerogen wirken.
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Noch komplexer wird die Regulation der Immunantwort,cudas Vorhandensein
verschiedener DC-Subpopulationen in der Lunge, die sich a@audhrer Funktion
unterscheiden (siehe Tabelle 122 Neben den konventionellen DGsofiventional
DC, cDC), welche durch Antigenprasentation die obentbéduene klassische T-Zell-
Effektorantwort induzieren, sind plasmazytoide DCs (pD£is)unterscheiden. Diese
sind phanotypisch von den CDIMHC-II" ¢DC u.a. durch die zusétzliche Expression
der Oberflachenmarker B220 und Gr-1 abgrenzZ¥arFir pDCs wird eine eher
regulatorische Funktion beschrieben, da sie die TE#ktorantwort und DC-
Reifung z.B. durch IL-10 Sekretion inhibieren konA&ft.

Die antigen-prasentierenden pulmonalen cDCs kdnnen itereeSubpopulationen
unterteilt werden. CD108D118 DCs und CD103CD118°" migratorische DCS>.
Dabei kdnnen CD103DCs (iber Kreuzprasentation von Antigenen CE8ektor-T-
Zellen aktivieren, wahrend CD10BCs klassisch Antigen tiber MHC-1I den CD#Bh
Zellen prasentiereff’. Weiterhin ist beschrieben, dass CD16& Ausbildung von T
reg stimulieren, wahrend CD10®Cs die Hauptproduzenten pro-inflammatorischer
Zytokine darstelle®.

cDC  CD11b*CD103- Klassische Antigenprésentation  Aktivierung CD4* Tz im Lymphknoten

(MHC-1I) (humorale Antwort)
CD11b°*CD103+ Kreuzprésentation Aktivierung CD8* Tz im Lymphknoten
(zellulare Antwort)
Induktion T reg
pDC Produktion von Toleranz gegenuber inhalierten
IL-10 Antigenen
Typ | Interferone Angeborene Immunantwort
iDC Rekrutiert durch Lokale Aktivierung CD4+ (humorale

inflammatorische Mediatoren,  Antwort)
Lokale Antigenprasentation

Tabelle 1-2: DC Subpopulationen der Lunge

Pulmonale DC lassen sich anhand diverser Oberflaichenmarker und immunmodulatorischen
Eigenschaften in vielfaltige Subpopulationen unterteilen. Eine vereinfachte Einteilung unterscheidet 4
Hauptgruppen von DCs. Konventionelle DCs (cDC) lassen sich weiter in CD11b" und CD103" unterteilen.
CD103" haben die Fahigkeit zur Kreuzprasentation von Antigen. pDC wirken in der allergischen
Atemwegsentziindung eher tolerogen. Wahrend der Atemwegsentziindung kommt es zur Rekrutierung
von inflammatorischen DCs aus Blut-Monozyten, die lokal die Immunantwort verstarken.

Legende: cDC: conventional DC, konventionelle DC; pDC: plasmazytoide DC; iDC: inflammatorische DC
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Neben den Allergenen selbst ist somit sowohl das umgebéfiieu bei der
Allergenaufnahme sowie die Balance zwischen den vorimamdBC-Subpopulationen
fur die Art der induziierten Immunantwort entscheidench a&llergischen Asthma
kommt es wu.a. durch proteolytisch aktive Allergene (z.B. rpDe im
Hausstaubmilbenextrakt),  geringe  Endotoxinkonzentrationen endhr der
Allergenaufnahme und der preferentiellen Induktion einer Th2wArt in der Lunge
(z.B. bei nicht ausreichender Stimulation zur Th1l-Antwurch mikrobielle Stimuli)
zur Sensibilisierung und damit Ausbildung allergen-spezifisthe-Zellen.

Th2-Zellen sind zentrale Effektorzellen der allergiscHemmunantwort und sind
hauptsachlich charakterisiert durch die Sekretion der Zytokitexleukin 4 (IL-4),
IL-5 und IL-13*. IL-4 und IL-13 férdern die Differenzierung von B-Zellemd
Sekretion von IgE-Antikdrpern, welche auf MastzellenFaerRezeptoren binden und

dort verbleiben.

1.2.2 Fruhphasereaktion

In bereits sensibilisierten Individuen kommt es beaieatem Allergenkontakt zur
Kreuzvernetzung der IgE-E®Rezeptorkomplexe auf den Mastzelféi> Die so

induzierte Aktivierung der Mastzellen fuhrt unmittelbar zuwuséchittung von
pro-inflammatorischen Mediatoren, wie z.B. Histamin upibstaglandinen, die die
allergische Fruhphasereaktioreafly allergic response,EAR) auslosen, welche

insbesondere durch Bronchokonstriktion und akuter Entziindung géestragt.

1.2.3 Spatphasereaktion

Initiilert von den ausgeschutteten Mastzell-Mediatoren ke drei bis sechs Stunden
die allergische Spéatphasereaktioatd allergic responsel AR) folgen. Diese ist
charakterisiert durch die Infiltration von hauptsachliosieophilen Granulozyten und
Lymphozyter?®.  Eosinophile  Granulozyten stellen die charakterisésch
Entzindungszellen der akuten allergischen Atemwegsentzinddag Die
Einwanderung eosinophiler Granulozyten aus der Blutbahnsin.dagengewebe wird
von Chemokinen wie Eotaxin und IL-5 vermittelt. Die v@wsinophilen Granulozyten
nach deren Aktivierung und Degranulation freigesetzten &Mekn, z.B. dasnajor
basic protein (MBP) und eosinophil cationic protein(ECP), bewirken eine

Gewebsschadigung und Verstarkung der Bronchokonstritiin Weiterhin werden
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von den eosinophilen Granulozyten eine Reihe von Zytokimeh Chemokinen, z.B.
IL-4, IL-5, GM-CSF, IFNy, TNF-n, RANTES, IL-8, IL-10 und TGH, sowie
Lipidmediatoren produziert, die ebenfalls zur Bronchokiki&in beitrager’®. Die
allergische Atemwegsentzindung wird dabei von Th2-Zellehestriert, welche durch
die Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 wiederum die Mastzellesgsinophile Granulozyten

und B-Zellen aktivieren.

1.2.4 Chronischer Verlauf

Haufig entwickelt sich aus der akuten Entzindungsphase heraesckionische
Entzindung der Atemwege, welche mit strukturellen Umbaupsenes z.B.
Kollagenablagerungen und erhdhter Mukusproduktion, einhergelde Dieversiblen
strukturellen Veranderungen, bezeichnetRasnodelingfihren zu einer permanenten
Verengung der Atemweg® Weiterhin bildet sich eine Atemwegshyperreagibilitat
(AHR) aus, die in von einer Allergenexposition unabhanggftretenden
Bronchospasmen resultiert. Zugrunde liegt eine Aktivierung dater dem
Atemwegsepithel lokalisierten sensorischen Neurone hdupbysikalische oder
chemische Reize, z.B. durch kalte Luft oder ZigarettesiraDies basiert zum Einen
auf der entzindungsbedingten Schéadigung des Epithels, wodigcbuldepithelial
lokalisierten Neurone stérker fiir exogene Reize zugangl@den®*=°. Zum Anderen
wird durch pro-inflammatorische Mediatoren, z.B. Neurotroploider von Mastzellen
freigesetzte Tryptase, die Reizschwelle der sensarsblerven herabgesef?t** Die
so verursachte neuronale Hyperreaktivitat verstarkt wiedaiber Ausschittung von
Neuropeptiden die AHR™",

1.3 Neuronale Mechanismen im Allergischen Asthma

Trotz des detaillierten Verstandnisses der immunologmscligrundlagen der
allergischen Atemwegsentzindung, wird deutlich, dass diesuangreichende Sicht
beziiglich der Pathogenese des Allergischen Asthmas lidfstdDie Beteiligung

neuronaler Prozesse, beschrieb bereits Hippokrateghavelseine Patienten vor
"Wutausbriichen" als Ausléser von Asthma-Attacken watht&atsachlich wurde
lange vor Aufklarung der immunologischen Mechanismenha als neuronale
Erkrankung beschrieben, da typische Asthma-Symptome wideklusnd Niesen

neuronal gesteuert werd&r>
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1.3.1 Innervation der Atemwege

Die Atemwege werden von verschiedenen Nervenfasern innemierei neuronalen
Systeme zugeordnet werden kénnen (siehe Ubersichbigll@d -3). Parasympathische,
cholinerge Fasern regulieren den Tonus der glatten Atermwessilatur und
vermitteln Gber muscarinerge Rezeptoren eine Bronchokdmn durch den
Neurotransmitter Acetylcholin. Wahrend die muscarinerBezeptoren M1 und M3
exzitatorisch wirken, vermittelt der M2-Rezeptor einenhitbrischen Effekt. Wahrend
der allergischen Atemwegsentziindung kann durch das von pb#gamGranulozyten
ausgeschuttete MBP der M2-Rezeptor blockiert werden und daim& erhthte
Acetylcholin-Ausschittung, resultierend in Bronchokonstiktund Mukussekretion,
ausgelost werdet™® Daher werden in der Asthmatherapie z.T. auch Anlicaigika
eingesetzt. Die Innervation durch sympathische, adreneageri ist dagegen nur
gering ausgepragt. Diese Neurone vermitteln, im Gegensaterzparasymphatischen
Nervenfasern, UbeB,-Adrenorezeptoren eine Bronchodilatation. EntsprecHerat:n
langwirksameB,-Agonisten in der Asthmatherapie Anwenddhg

Zusatzlich besteht eine Innervation durch sensorischeode des nicht-adrenergen,
nicht-cholinergen (NANC) Nervensystems. Diese kdonnektfanell in exizatorische
(eNANC) und inhibitorische (INANC) Neurone unterteilt sden und vermitteln ihre
Funktion tUber Neuropeptide. Mediatoren des eNANC sind in denyelinierten
Capsaicin-sensitiven C-Fasern lokalisiert und umfassenTdahykinine Substanz P
(SP), Neurokinin A (NKA) und Neurokinin B (NKB), sowie das I€@nin Gen-
verwandte Peptid (CGRPalcitonin gene-related peptijl®>°. Die Nervenendigungen
der sensorischen Neurone sind sowohl im als auch untedealbAtemwegsepithels
lokalisiert; die Fasern entspringen den in den Gangligulare und nodosumdes
Nervus vagusokalisierten Perykarien. Sensorische Nervenendigungaenggsowohl
durch physikalische Reize, z.B. Kélte, als auch chemistdiege aktiviert werden.
Chemisch sensitive Fasern kdnnen durch endogene (z.B. BrigyRrostaglandin £
oder exogene Stimuli (Capsaicin, Zigarettenrauch) aktivieerden*®®° Die
Erregung der C-Fasern fuhrt Uber zentralnervos gesteRefltexe zu Husten und
Bronchokonstriktion. Der Nervenreiz wird jedoch auchdaotnisch, d.h. gegenlaufig
zu den peripheren Nervenendigungen geleitet und bewirkt derfFmiisetzung der
enthaltenen Neuropeptide, bekannt als Axon-Réflé% Die ausgeschiitteten
Neuropeptide SP, NKA und CGRP wirken direkt auf Struktuemetler Lunge, wie die

glatte Atemwegsmuskulatur, Endothel- und Becherzellen, uwsknl u.a. eine
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Bronchokonstriktion, Vasodilatation und Infiltration nihtziindungszellen, sowie eine

verstarkte  Schleimsekretion aus. Dieser Prozess wird

ateurogene
Entzindung“ bezeichnet, da allergen-unabhéngig die klassis&ynptome der
Atemwegsentziindung durch die Neuropeptide ausgelost w&rdEme Stimulation
INANC fahrt Vasodilah

anti-inflammatorischen Effekten, vermittelt vor allelarch das vasoaktive intestinale

des dagegen zur  Bronchodilatation, und

Peptid (VIP) und Stickstoffmonoxid (NGf % In Tiermodellen wurde gezeigt, dass
durch M edéat

Neuropeptidausschittung induziert wird und dartber hinaus eine ppicbe

auch Allergenprovokation  tber inflammatorische eine

Veranderung sensorischer Neurone stattfindet, die zurn obeschriebenen
Hyperreagibilitat ~ fiihrf’®®

Konzentrationen von SP, NKA und CGRP in Sputum und Bichgewiesef’ "

Entsprechend wurden in Asthmatikern erh6hte

Nerven- Neurone Art Transmitter Rezeptoren Rezeptor- Funktion
system expression
Cholinerg  Autonom Nervus vagus efferent Acetylcholin Muscarinerg Glatte Bronchokonstriktion
para- (M1, M2, M3) Atemwegs-
sympathisch muskulatur
Adrenerg Autonom Neurone der efferent 1) Catecholamine
sympathisch  Ganglia a) Noradrenalin la) a- 1a) BlutgefaRe, 1a) Vasokonstriktion,
cervicale Adrenorezeptor cholinerge und Inhibition der cholinergen
superius und eNANC-Fasern und eNANC-Transmission
it b) Adrenalin 1b) B,- 1b) glatte Atem- 1b) Bronchodilatation
Adrenorezeptor wegsmuskulatur,
cholinerge und
eNANC-Fasern
2) NPY 2) NPY-Rezeptoren 2) NPY- 2) Inhibition der
(NPY1-5) Rezeptoren cholinergen und eNANC-
(NPY1-5) Transmission,
Vasokonstriktion
NANC
eNANC Sensorische  Nervus vagus afferent 1) Tachykinine 1) NK-Rezeptoren Glatte Bronchokonstriktion,
Fasern (Ganglion (SP,NKA,NKB)  (NK1,NK2,NK3) Atemwegs- Vasodilatation, neurogene
jugulare/ muskulatur, Entziindung
nodosum), 2) CGRP 2) CGRP- Blutgefalile,
sensorische Rezeptoren cholinerge
Neurone der (CRLR+ Fasern,
Ganglia Ramp1/2/3) Immunzellen
spinalia und
stellatum
iNANC  Autonom Nervus vagus efferent 1) VIP 1) VIP-Rezeptoren Blutgefalile, Bronchodilatation,
para- (VPACLVPAC2, glatte Vasodilatation
sympathisch PAC1) Atemwegsmusku
2) NO 2) Guanylylcyclase latur

Tabelle 1-3: Ubersicht der Innervation der Atemwege
Die Innervation der Atemwege wird durch drei verschiedene Nervensysteme realisiert. Neben cholinergen,

parasympathischen und wenigen adrenergen, sympathischen Fasern werden die Atemwege durch nicht-
cholinerge nicht-adrenerge Fasern, dem NANC-System, innerviert. Die afferenten, sensorischen Fasern
spielen im Asthma eine wichtige Rolle, da sie durch lokale Neuropeptidausschittung eine neurogene
Entziindung induzieren. "
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1.3.2 CGRP

Innerhalb der Lunge ist CGRP das dominierende Neurop€ptidd wird in den
peripheren Nervenendigungen der sensorischen Neurone tkwiséixprimiert. Es
steuert als starkster endogener Vasodilatator die HareodasAtemwege durch die
Regulation des Blutdrucké. Weiterhin wird CGRP eine Beteiligung bei der
Regeneration sensorischer Neurone und des Alveolarepitdostie bei der Modulation
der neuronalen Aktivitat zugesa§t® Studien weisen darauf hin, dass CGRP auch von
Lymphozyten und Monozyten produziert werden k¥t was neben der vermehrten
neuronalen Synthese und Freisetzung zu den im Asthma iedssten erhdhten

CGRP-Konzentrationen beitragen wirde.

CGRP ist ein aus 37 Aminosauren bestehendes Peptid, waltiieh alternatives
SpleiRen des Calcitonin-Gens entstéhEs sind zwei Isoformen bekanmt; CGRP
und B-CGRP, die auf verschiedenen Gen-Loci auf Chromosokodiert sind. Bisher
sind jedoch keine Unterschiede in der biologischen Funkiiembeiden Isoformen
bekannt’. Die N-terminalen Aminoséuren 1-7 bilden durch eine Didhificke eine
Schleife, die wichtig fur die spezifische Rezeptoraktivigrist. Das CGRP-Fragment
der Aminosauren 8-37 bildet dahingegen einen spezifischen Rezeatmmisteri®.

Der CGRP Rezeptor ist ein G-Protein gekoppeltes Heterodwsdches sich aus dem
calcitonin receptor-like receptofCRLR), einem 7-Transmembranrezeptor, sowie dem
Rezeptorprotein, RAMP1 réceptor activity modifying protein ljusammensetzt
(Abb. 1-2)%9°1 Die Kombination des CRLR mit Ramp2 oder Ramp3 bildet dagegen
den fir CGRP niedrigaffinen Adrenomedullin-Rezepto? Die Signaltransduktion
wird nach Aktivierung der assoziierterng&Proteine weitestgehend tber die Bildung
von zyklischem Adenosinmonophosphat (CAMP) durch die Adenyklase vermittelt
(Abb. 1-2), kann aber in bestimmten Zelltypen auch durch @kevierung der
Phospholipase C zur Calcium-Mobilisierung fuihtér

10
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extrazellular

Adenylat-

CRLR
zyklase

o
%“.

intrazellular

Abb. 1-2: CGRP-Rezeptor und Signaltransduktion

Der hochaffine CGRP-Rezeptor ist ein Heterodimer aus dem 7-Transmembranrezeptor CRLR und dem
Rezeptoraktivitats-modifizierenden Protein 1 (Ramp1). Uber das assoziierte Rezeptorkomponentenprotein
(RCP) erfolgt die Kopplung an stimulatorische G-Proteine (Gas). Der Signalweg erfolgt Giber Aktivierung
der Adenylatzyklase und Bildung von cAMP. Modifiziert nach Prado et al. 2002 %,

Neben der Expression in Neuronen, wurden CGRP-Rezepblear in Blutgefalien,
Fibroblasten, Epithelzellen und der glatten Muskulatur Atemwege nachgewiesen,
und vermitteln die vasodilatatorischen und z.T. bronchstkitorischen Effekte,
sowie die Proliferation von Epithelzellen und Fibrot#as im Kontext von
Reparaturmechanisméh Weiterhin ist eine Expression des CGRP-Rezeptors auf
Immunzellen, wie Makrophagen, B- und T-Lymphozyten sowmviesitro generierten
Antigen-prasentierenden Zell8h®®, verbunden mit einer meist inhibitorischen
Wirkung von CGRP auf diese Zellen, beschrieben.

Im Asthma tragt CGRP zur neurogenen Entzindung unter anddreoh die
Stimulation der Infiltration von eosinophilen und neptiden Granulozyten, unreifen
dendritischen Zellen und Lymphozyten B&i" Eine Beteiligung von CGRP an der
Entwicklung der AHR wird kontrar diskutiert: CGRP-defizienMause entwickeln
trotz eosinophiler Atemwegsentziindung keine AHR nach Sésielung und
Allergenprovokatiort®”. Wiederum konnte in einer anderen Studie eine in dertberei
etablierten Atemwegsentziundung auftretende AHR durch Asdtration von CGRP

reduziert werdeh’®

1.4 Neuroimmunmodulation von Dendritischen Zellen

Neben den oben angefiihrten vielfaltigen Effekten der dymptide im Rahmen der

neurogenen Entzindung, stellt sich die Frage, inwiefaen Neuropeptide auch

11
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immunologische Prozesse in der Lunge beeinflussen korib@nDCs sowohl die
Initierung als auch Etablierung der allergischen Immumartt vermitteln**4104:10°
und ebenso wie sensorische Neurone als Netzwerk untetbalAtemwegsepithels
lokalisiert sind*°®*°” ist eine Modulation von DCs durch Neuropeptide besonders
interessant und koénnte eine Schlisselstelle der Verkntupfanwinologischer und
neuronaler Prozesse in der Asthmapathogenese darstellen.

Flir CGRP wurden bereits immunmodulatorische Effekte amifFdinktion von DCs
beschrieben. Diese umfassen u.a. die Inhibition derkihgekretion in BMDCs, die
Antigenprasentation in aus Monozyten generierten DCs agleh Langerhans-Zellen,
sowie die Chemoattraktion von unreifen DE¥'! Die Relevanz einer CGRP-
vermittelten Modulation der DCs im Kontext der allecipsn Atemwegsentziindung

wurde bisher jedoch nicht untersucht.

Atemweg ® Allergen Physikalische /
chemische Noxen, z.B. Kilte

il { g

Epithelschidigung
Atemwegsepithel

="\

Hypersekretion sensorische Nerven

Immunmodulation ?

Blutgefarl Mastzelle ¥
Vasodilatation, 45 ) . .
Infiftration von y Eosinophile
Leukozyten Granulozyten

glatte Atemwegsmuskulatur
Bronchokonstriktion

Abb. 1-3: Neurogene Entziindung im Asthma

In der allergischen Atemwegsentziindung kommt es durch Hyperreagibilitédt der Neurone zu vermehrter
Ausschittung von Neuropeptiden wie z.B. CGRP, welche typische Asthmasymptome wie
Bronchokonstriktion (AHR), Vasodilatation und Infiltration von Entziindungszellen sowie eine Mukus-
Hypersekretion vermitteln. Modifiziert nach Barnes et al. 2004 **'.
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1.5 Zielstellung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist eine mogliche Interaktion deralttergischen Asthma wirkenden
immunologischen als auch neuronalen Prozesse zu untemsuGmundlage dieser
Fragestellung waren zum einen die im Asthma besch@&hbeuronale Hyperreaktivitat
und der damit verbundenen verstarkten NeuropeptidfreisgtZZum anderen zeigten
Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe die Kolokalisation sesdwer Neurone mit
pulmonalen DCs, die wiederum zentral die allergidamaunantwort vermitteln.

Im Fokus dieser Arbeit stand somit die Frage, inwiefeine Immunmodulation der
DCs durch Neuropeptide mdglich ist und welche Rolle diesgoimmune Interaktion

in der allergischen Atemwegsentzindung spielt.

Die Arbeitshypothese einer neuronalen Modulation Dendnigs Zellen durch
Neuropeptide am Beispiel CGRP und deren Relevanz imgidlgnen Asthma sollte

anhand der folgenden Fragestellung untersucht werden:
1) Exprimieren pulmonale Dendritische Zellen CGRP-Rezeptqr

2) Welchen Effekt hat eine CGRP-Stimulation auf die Fumktidendritischer

Zellen?

3) Welche Konsequenz hat die Immunmodulation von DCs durchFC&Rdie T-

Zell-lmmunantwort?

4) Welche Relevanz hat eine CGRP-vermittelte Modulation R&-Funktion in

der Etablierung einer allergischen Atemwegsentztndumgyo?

13
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2. Material und Methoden

Material

2.1. Herstellerverzeichnis

aniMedica

Assay Designs

Bayer Health Care

B. Braun

BD Biosciences
Beckmann Coulter
BioProducts

Biorad

Biozym

Brand

Caltag

Carl Roth

Carl Zeiss

Dianova

Dynatech

ebioscience

Edmund Buhler
Eppendorf

Eurofins MWG Operon
Gibco

GraphPad Software Inc.
Hammacher Instrumente
Heraeus

IKA®

Invitrogen
Immunotools

Jackson

Kodak

Senden-Bosensell, Deutschland
Ann Arbor, USA
Leverkusen, Deutschland
Melsungen, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Munchen, Deutschland
Rockland, USA
Munchen, Deutschland
Hess. Oldendorf, Deutschland
Wertheim, Deutschland
via Invitrogen
Karlsruhe, Deutschland
Jena, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Deisendorf, Deutschland
via NatuTec
Hechingen, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Ebersberg, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
La Jolla, USA
Solingen, Deutschland
Hanau, Deutschland
Staufen, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Friesoythe, Deutschland
Baltimore, USA
Rochester, USA
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Labsystem

Leica

Linde

Lonza

Medicago

Menzel

Merck

Merial

Miltenyi Biotec
NatuTec

Neolab

Pari

Phoenix Pharmaceuticals
Pierce Biotechnology
Promega

Qiagen

Ratiopharm

Roche

Roche Innovatis
Sakura-Finetek, Germany
Santa Cruz

Sartorius

Serva

Sharp

Sigma-Aldrich
Thermo Scientific
VWR

WDT

Worthington Biochemical

Vantaa, Finnland
Wien, Ostereich
Munchen, Deutschland
Basel, Schweiz
Uppsala, Schweden
Braunschweig, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Hallbergmoos, Deutschland
Bergisch Gladbach, Deutschland
Frankfurt, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Starnberg, Deutschland
Burlingame, USA
Rockford, USA
Madison, USA
Hilden, Deutschland
Ulm, Deutschland
Mannheim, Deutschland
Bielefeld, Deutschland
Staufen, Deutschland
Santa Cruz, USA
Gottingen, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Munchen, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Dreieich, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Garbsen, Deutschland
Lakewood, USA
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2.2. Gerate

Analysenwaage, AC 211s Sartorius
Biophotometer Eppendorf
Brutschrank Thermo Scientific
Digitalkamera Kodak
Durchflusszytometer, Cytomics FC500 Beckmann Coulter
Elektrophoresekammer Serva
ELISA-Reader Dynatech
Konfokalmikroskop, LSM 510 Meta Carl Zeiss

Kryostat, CM1900 Leica
Kihlzentrifuge Heraeus

Light Cycler Roche

Magnetruhrer IKA®

Mikroskop, Axioskop 2 plus Carl Zeiss
Mikrowelle Sharp

MIiniIMACS™ Separator Miltenyi Biotec
pH-Messgerat Neolab

Pipetten ( 10ul, 20ul, 100ul, 2000ul) Labsystem
Praparierbesteck (Scheren, Pinzetten) Hammacher Iresttam
Schuittler IKA®

Schuittler Edmund Buhler
Sector Imager 6000 (MSD Reader) Meso Scale Discovery
Spannungsgenerator BioRad

Sterilbank Thermo Scientific
Thermomixer Eppendorf
UV-Lampe Neolab
Verneblungssystem Pari

Wasserbad Thermo Scientific
Zellsortierer, BD FACSaria BD Biosciences

ZellzahlmessgeraCasy Cell Counter Roche Innovatis,
Zentrifuge fur 1,5 ml Reaktionsgefal3e Eppendorf
Zytozentrifuge Shandon Cytospin 3 Thermo Scientific
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2.3. Verbrauchsmaterial

Deckglaser VWR
Injektionskandlen B. Braun
Kammerdeckglaser VWR
Kivetten Eppendorf
Light Cycler®Kapillaren Roche

MACS® -Filter Miltenyi Biotec
MACS® -Saulen ( LS) Miltenyi Biotec
Objekttrager Menzel
Pasteurpipetten Carl Roth
Perlonfaden aniMedica
Petrischalen BD Biosciences
Pipettenspitzen Brand
Pipettenspitzen mit Filter Biozym
Reaktionsgefal3e (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml) Eppendorf

Rohrchen (5 ml, 15 ml, 50 ml)

Skalpell B. Braun
Spritzen (1 ml, 5 ml, 10 ml) B. Braun
Venenverweilkanilembbocath B. Braun
Zellschaber Neolab
2.4. Kits

anti-mouse/rat foxp3 APC staining kit

Direct Cyclic AMP Enzyme Immuno Assay (EIA)Kit
Light Cycler Fast Start DNA Master SYBR Green
MACS™ CD11c isolation Kit

MACS™ CD4 negative isolation Kit

MSD mouse Th1/Th2-9 plex

Omniscript RT Kit

Ova-specific IgE, 1gG1, IgG2a ELSA kit
RNase-free DNase Set

RNeasy Mini Kit

Sensiscript RT Kit

BD Biosciences

ebioscience
Assay Designs
Roche
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Meso Scale Discovery
Qiagen

Assay Designs
Qiagen
Qiagen
Qiagen
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2.5. Chemikalien
7-AAD

Agarose
Aluminiumhydroxid (Imject Alum)
Ammoniumchlorid (NHCI)
B-Mercaptoethanol

BSA

CFSE

CGRP, rekombinant
DMEM

DNase

EDTA

Entellan

Eosin

Eselserum

Ethanol

Ethidiumbromid

FCS

Giemsa-Reagenz
GM-CSF

Hamalaun

Isopropanol
Kollagenase Typ llI
Ladepuffer
May-Grinwald-Reagenz
NacCl

NaCl 0,9% Losung

Natriumhydrogencarbonat (NaHGO

Ovalbumin Grad V und VI
Ovalbumin, endotoxinfrei
PBS

PBS-Tabletten

Prolong Gold antifade

Random Primer

Beckmann Coulter
BioProducts
Pierce Biotechnology

Merck
Gibco
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Phoenix Pharmaceuticals

Sigma-Aldrich
Roche

Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Jackson
Carl Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Immunotools
Merck
Carl Roth
Worthington Biochemical Corp.
Promega

Sigma-Aldrich

Merck
B. Braun

Merck
Sigma-Aldrich
Worthington
Lonza
Medicago

Invitrogen

Roche
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RNase-Inhibitor Promega
RPMI1640 Gibco
Salzsaure 1 M Carl Roth
Stickstoff (fliissig) Linde
Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound Sakura Finetek
To-Pro-3 Invitrogen
Tween 20 Carl Roth
Xylol Carl Roth
Ziegenserum Jackson

2.6. Antikorper

Durchflusszytometrie:

Spezifitat Spezies/Isotyp Hersteller
anti-Maus CD11c-APC Hamster 1IgG1 BD
anti-Maus MHC-II-PE Ratte IgG2b ebioscience
anti-Maus CD86-PE Ratte IgG2a ebioscience
anti-Maus CD80-PE HamsterlgG1l ebioscience
anti-Maus CD40-PE Ratte-lgG2a ebioscience
anti-Maus CD4-PE Ratte-lgG2a BD
anti-Maus DO11.10 TCR (KJ1-26) Maus-1gG2a ebioscience

Isotypkontrollen:

Hamster IgG1-APC BD

Ratte IgG2a -PE ebioscience
Ratte IgG2b-PE ebioscience
Hamster IgG1-PE ebioscience
Ratte IgG1-PE ebioscience
Maus-1gG2a-APC ebioscience
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Immunbhistologie:

Spezifitat Spezies/Isotyp Hersteller

Priméarantikorper:

anti-AlexaFluor®488 Kaninchen IgG Invitrogen
anti-Maus CD11c-AlexaFluor®488 Hamster IgG Caltag
anti-Maus Rampl ZiegelgG Santa Cruz
anti-Maus CRLR* ZiegelgG -

(* freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Dr.A. Fischer, @@&erlin)

Isotypkontrollen:
Hamster 1gG-AlexaFluor®488 Caltag
Ziegen-Serum (IgG) Santa Cruz

Sekundarantikorper:

anti-Kaninchen 1gG-AlexaFluor®488 Esel, polyklonal Invitrogen
anti-Ziegen IgG-AlexaFluor®546 Esel, polyklonal Invitrogen
anti-Ziegen IgG-Cy3 Esel, polyklonal Dianova

2.7. Primer fur PCR

Produkt  Grole primer primer-Sequenz

PBGD 181 bp sense 5'-ATC CAG GTC CCT GTT CAG CAA GAA-3'
antisense 5'-CAT TAA GCT GCC GTG CAA CAT CCA-3'

CRLR 467 bp sense 5'-CAG CAG GGA CGG AAT CAA-3
antisense 5-GCC TCC ACA GAG CAT CCA G-3'

Rampl 344 bp sense 5'-GGA CCC TGACTATGG GAC TCT-3'
antisense 5-GCT TGC TCC TCC AGA CCA C-3'

Ramp2 574 bp sense 5'-TCC CTG AAC CAATCT CTT CC-3'
antisense 5-TTG TGT CGT GAG TCC CCT TT-3'

Ramp3 540 bp sense 5'-TGA AGA CCC CAG CAC AGC-3'
antisense 5-CCA AAG CAA ACC AGA CAG AAG-3'

Alle primerwurden von Eurofins MWG Operon bezogen.
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2.8. Zellkulturmedien

BMDC-Zellkulturmedium Tissue Culture MediunTCM)
RPMI1640-Glutamax, 5% FCS, 1% Penicillin-Streptomycin (Peeft 50uM

-Mercaptoethanol

LungenDC-Zellkulturmedium
RPMI1640, 10 % FCS, 1 % Pen/Strep, 25 mM Hepes

2.9. Puffer und Losungen

0,1 M EDTA
1,86 g EDTA in 50 mhqua bidest.pH 7,2, steril filtriert

Blockingpuffer Immunfluoreszenzfarbung
10% Eselserum, 1% BSA, in PBS

FACS-Puffer
0,186 g EDTA, 5 ml FCS, in 100 ml PBS, steril filtriert

Hamolysepuffer
8,29 g NHCI, 0,037 g EDTA, 0,839 g NaHGO
in 1 laqua bidest.pH 7,3, steril filtriert

Inkubationspuffer Immunfluoreszenzfarbung
1,5% Eselserum, 1% BSA, in PBS

MACS®-Puffer
0,5 g BSA, 0,0744 g EDTA, in 100 ml PBS., pH 7,2, steril &ftri

PBS
Eine PBS-Tablette wurde in ltjua bidestgelost.
Dies ergibt: 0,14 M NacCl, 0,0027 M KCI, 0,01 M Phosphatpuffer

pH 7,4 bei 25 °C

Waschpuffer Immunfluoreszenzfarbung
0,05 % Tween-20 in PBS
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2.10.Medikamente

Bezeichnung Wirkstoff Konzentration Hersteller

Dexamethason  Dexamethasondihydrogenphosphat 4 mg/ml Ratropha

Narcoren Pentobarbital-Natrium 1,6 g/l Merial

Ketamin (10 %) Ketaminhydrochlorid 115,34 mg/ml  WDT
entspricht Ketamin 100 mg/mi

Rompun (2 %)  Xylazinhydrochlorid 23,32 mg/ml  Bayer
entspricht Xylazin 20 mg/ml

2.11. Software

Axio Vision Digital Software Zeiss

BD FACS Diva Software BD

FC 500 Cytomics Software Beckmann Coulter
GraphPad Prism® Version 4.03 GraphPad Software Inc.
REST® 2008 (Relative Expression Software Tool V 2.0.7) Qiage

ZEN 2008 (Konfokalmikroskop Software) Zeiss

Material

2.12.Versuchstiere

Zur Durchfuihrung der tierexperimentellen Versuche wurdéredALB/c M&use von
Charles River (Sulzfeld, Deutschland) erworben und im Alten 8-10 Wochen
verwendet. Weiterhin wurden DO11.10 Mause zur Gewinnung von bQwernh-
spezifischen T-Zellen von Jackson Laboratories (Barbbiur, USA) bezogen und im
Fraunhofer ITEM geziichtet.

Alle Tiere wurden im 12 Stunden Tag/Nacht Rhythmus unter t&oter
Raumtemperatur und Luftfeuchtigkeit gehalten und erhieltenefFuttd Wassernd
libitum. Die Versuche wurden von der entsprechenden Behotrde deded.an
Niedersachsen genehmigt und gemald den Richtlinien des deulsehgchutzgesetzes

durchgefuhrt.
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2.13.1solation und Charakterisierung dendritischer Zellen derLunge

Prinzip:

Das Lungengewebe wird zundchst mechanisch und enzymatigéschlossen. Die
Zellsuspension wird mit anti-CD11c-Antikdrpern, gekoppeltnaamgnetische Partikel,
den microbeads inkubiert. Anschliessend werden die CD11c-positiven (CD1lc
Dendritischen Zellen (DCs) uber eine magnetische Ssepariert. Die Zellen werden
im magnetischen Feld zurlckgehalten und von CD211c-negativéenZgetrennt.
Anschliessend werden die Zellen aul3erhalb des Magne#kiast. Um die DCs von
den ebenfalls CD1IcMakrophagen zu trennen, werden die Zellen mit fluoreszenz
markierten Antikbrpern gegen CD11c und MHC-II gefarbt. Qefarbten Zellen
werden durchflusszytometrisch im Zellsortierer analysiBlazu werden die Zellen
durch eine Dise gepresst und gelangen so einzeln und nacheinandiem
Flassigkeitsstrahl (hydrodynamische Fokussierung). Die Zelessieren dann einzeln
die Laserstrahlen und streuen das Licht entsprechend @Grte und Granularitat.
Gleichzeitig werden die Uber Antikbrper an die Zellen gelemen
Fluoreszenzfarbstoffe zur Emission angeregt. Somit kodinenede Zelle mehrere
Parameter erfasst werden: die GrolRe (Uber das Vorwadissht, FSC,forward
scatte), die Granularitat (Seitwartsstreulicht, SS€ideward scattgr und mehrere
Oberflachenmarker entsprechend der Antikérperfarbung.

DCs und Makrophagen werden tber CD11c erfasst und durch die MEX@iession
unterschieden. DCs exprimieren mehr MHC-II als Makrophagantsprechend werden
anhand der MHC-II-Expression die verschiedenen Zellpopuwiti voneinander
abgegrenztGating).

Der Flussigkeitsstrahl mit den Zellen wird nach der Asalyu Tropfen abgerissen,
welche elektrisch geladene Platten passieren. Anhandidetid Zelle im Tropfen
gemessenen Parameter, wird jedem Tropfen von der Stekizomik eine Ladung
zugewiesen, d.h. Tropfen mit einer Zelle der PopulationGate X wird negativ
aufgeladen, wahrend ein Tropfen mit einer Zelle aus @gbesitiv aufgeladen wird.
Anhand dieser Ladung wird der Tropfen von den Platten ifrldgbahn abgelenkt und

in verschiedenen Réhrchen aufgefangen. Zellen ohne Lademten verworfen.
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Durchfthrung:

Aufschluss des Lungengewebes
Naive BALB/c wurden durch eine Uberdosis Pentobarbitadr¢hren, 1:5 in PBS

verdinnt) schmerzfrei getotet und durch Zissur\@eama caveentblutet. Der Brustkorb

wurde geotffnet und die Lunge freigelegt. Durch intrakardiale Rerfusit PBS wurde

verbleibendes Blut aus dem Lungenkreislauf gespult. Die e wngde entnommen und
in 4 °C kaltes RPMI-Medium uberfuhrt. Zur Weitervemitbng wurden jeweils
Lungen von 4 Tieren vereinigt, um eine ausreichende Zékame zu gewahrleisten.
Das Gewebe wurde auf Petrischalen Uberfuhrt, aufnitiels Schere und Skalpell
mechanisch zerkleinert und mit 6 ml Medium in Rundbodehrétien tberfuhrt. Diese
wurden nach Zugabe von 1 ml Verdauldsung (DNase, final Ojin@oKollagenase,
final 1 mg/ml) unter Schitteln (100 rpm) 30 min im Wasserlmkaibiert und dann
mittels Einweg-Pasteurpipetten bis zum sichtbaren Aliss des Gewebes
homogenisiert (ca. 10 min). Zum Abstoppen des Verdaus wurdepl@)@ M EDTA-

Losung zugegeben und gut durchmischt. Die erhaltene Suspensida voer ein

Metallsieb (100 um Porengréf3e) in Rohrchen filtriertitatigiert (1200 rpm, 10 min,
4 °C) und noch verbliebene Erythrozyten im Zellpellet Hu#ugabe von 3 mi
Hamolysepuffer lysiert (RT, 10 min). Die Reaktion wurdecatiuZugabe von 7 mi
Medium und erneuter Zentrifugation abgestoppt. Das erlZellpellet wurde zur
Weiterverarbeitung in MACS®-Puffer aufgenommen und Ze#izahl im Casy Cell

Counterbestimmit.

Isolation CD11¢ Zellen mittels MACS®

Die Aufreinigung CD11c-positiver Zellen mittels magnédtisc Separation erfolgte

entsprechend den Anleitungen des Herstellers. Dazu wurderZalien in 400 pl
MACS®-Puffer und 100 pl anti-CD11microbeadse 1 Zellen fiir 15 min inkubiert.
Nach einem Waschschritt mit 2 ml Puffer (200 x g, 10 #ifC), wurden die Zellen in
500 pl Puffer aufgenommen und anschliessend auf eine zuwoMACS®-Puffer

gewaschene LS-Saule im magnetischen Feld gegeben. acbhfluss der
unmarkierten Zellen und dreimaligem Waschen mit je 3 miIQ8&-Puffer, wurden
die CD11¢ Zellen dann mit 500 ul Puffer auBerhalb des Magnetfeldsrelund fiir

die Zellsortierung weiterbearbeitet.
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Fluoreszenzaktivierte Zellsortierung (FACS)

Fur die Zellsortierung mittels Durchflusszytometrie wurdeie eluierten Zellen
zunachst in FACS-Puffer aufgenommen und zweifach ndtmegewaschen (1200 rpm,
5 min, 4 °C). Anschliel3end erfolgte die Blockierung unspecher Bindungsstellen
durch Inkubation mit Ziegenserum (1:25 verdinnt in PBS) fur X0 bei 4 °C. Zur
Identifizierung der Zellen wurden diese dann mit folgendeorészenzmarkierten
Antikdrpern fir 30 min bei 4 °C inkubiert: 2 pl anti-CD11c-APQ@ unul anti-MHCII-
PE (je unverdinnt). Fur die entsprechenden Isotypkontrollen Rafé-1gG2b-PE, 1
pnl Hamster-IgG1-APC) und Einzelfarbungen (0,5 pl MHC-II-B&v. 1 pl CD11c-
APC) wurden je 50 pl der Zellen in separaten Réhrchegeffiibrt. Nach erneutem
zweimaligem Waschen wurden die Zellen in FACS-Puffeuggsndiert (500 ul fur
Kontrollansatze, 1 bis 2 ml je nach Zellausbeute flurStmter-Ansatz). Nach Messung
der Isotyp- und Einzelfarbungs-Kontrollen wurden die Zelirchflusszytometrisch
analysiert und entsprechend ihrer CD11c / MHC-II Expreassartiert und in Medium
aufgefangen. Der gesamte Sortiervorgang wurde gekihlt (4 °hgikfiihrt, um eine

Aktivierung der Zellen zu vermeiden.
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Abb. 2-1: Gating dendritischer Zellen zur Zellsortierung
(A) CD11c'-Zellen wurden im Punkthistogramm entsprechend der MHC-II-Expression gegen das
Seitwartsstreulich (SSC) dargestellt. Die deutlich von den Makrophagen abgegrenzte MHC-II hochpositive
Population wurde zur Zellsortierung als DCs gegated. Die darunterliegende Zellpopulation der
Makrophagen wurde, wenn beschrieben, als Kontrollgruppe ebenfalls sortiert. (B) Reanalyse der isolierten

h 3

DCs und Makrophagen.

Die Zellausbeute der weiter verwendeten DCs betragt god gur Aufarbeitung
vereinigten Lungen ca. zwischen 0,8 bis 2 XZ@llen.
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2.14.Mikroskopische Analyse

Zur mikroskopischen Analyse wurden ca’ i§olierten Zellen nach der Zellsortierung
mit 500ul Medium in Kammerdeckglaseth@mbered coverglass)berfihrt und am
Konfokalmikroskop analysiert. Die Anregung zur Darstellaiey Fluoreszenzfarbung
der Zellen erfolgte Gber Helium/Neon (633 nm) und Argon (488 baser und die
Emission wurde Uber die entsprechenden Filter fur PE (BP&E) und APC (LP 650)
erfasst. Zuséatzlich wurde in einem weiteren Kanal mitf@ifferential-Interferenz-

Kontrastmikroskopie (DIC) die Morphologie der Zellen ssfa

2.15.Phagozytosefahigkeit
Die Phagozytosefahigkeit der isolierten Lungen DCs wurde nanloker Aufnahme

FITC-markierter Dextran-Partikel geprift. Dazu wurder®d iml Rundbodenrdhrchen je
Ansatz ca. 2 x T0DCs in 360 pl Medium resuspendiert und mit 40 pl FITC-Exxt
(1 mg/ml) far 30 min im Wasserbad (37 °C) inkubiert. Zur Kolr wurde eine
Inkubation mit FITC-Dextran bei 4 °C mitgeflihrt, um eunespezifische Anlagerung
der Dextranpartikel auszuschlieRen, da die Zellen nur beC3aktiv phagozytotisch
Partikel aufnehmen. Nach der Inkubation wurden die ZeNegimal mit 4 ml PBS
gewaschen, um Uberschussiges FITC-Dextran zu entfedael00 pl wurden dann in
die Kammerdeckglaser gegeben und am Konfokalmikroskop améahBie Anregung
erfolgte Gber Helium/Neon (633 nm) und Argon (488 nm) Laser umdEdassung der
Fluoreszenz durch die Verwendung der entsprechenden FiltetTQr (505-530), PE
(BP 560- 615)und APC (LP 650) erfasst.

2.16.Analyse des T-Zell-stimulatorischen Potentials von isolieein Lungen DCs

Zur funktionellen Charakterisierung der isolierten Zelldapanen wurde ein
Ovalbumin (Ova)-spezifischer T-Zell-Proliferationsassturchgefiihrt. Da D0O11.10
Tiere zu diesem Zeitpunkt nicht zur Verfigung standen, wudde&tbumin-spezifische
Th2-Zellen im akuten Asthmamodell generiert (siehe 2.24) imd &ellen (Tz) aus
der Milz mittels magnetischer Separation von CD4-pgsitiZellen gewonnen (siehe
2.17). Die aus der Lunge isolierten Zellpopulationen (D@3 Makrophagen) wurden
in verschiedenen Verdiinnungsstufen (jeweils 5, 2,5, 1,25 ®,3 x 16 Zellen pro

Vertiefung), je in Triplikaten, in Rundboden-Zellkultuagen mit 96 Vertiefungen

26



Material und Methoden

gegeben. Die Zellen wurden mit 50 pg/ml Ova (Grad VI) fur dkibiert (37 °C, 5 %
CO,). Nach Waschschritten wurden die DCs mit den ise@rei€D4-Zellen fur 5 d
kokultiviert. Wahrend der letzten 18 h wurde 3H-Thymidin zugegebeiches in die
DNA proliferierender Zellen interkaliert. Nach Uberféh auf Filterplatten wurde die
Radioaktivitat, und somit Proliferationsrate, mittelsesi Szintillationsmessgerates

quantifiziert.

2.17.1solation und Charakterisierung in vitro generierter BMDCs

2.17.1. Generierung

BMDC wurden entsprechend eines Standardprotokolles, adamitlutz et al*'®

generiert. Dazu wurden Tibia und Femur naiver BALB/c-Mauseagriért und die
Knochenmarkszellen herausgespiilt. Nach Hamolyse (kigfgeenverdau unter 2.12.1)
wurden die Zellen in Zellkulturmedium (TCM, siehe 2.8) @@ ng/ml GM-CSF
resuspendiert. Je 5 x°lBellen wurden in 2,5 ml TCM pro Ansatz in Zellkulturpéait
mit 6 Vertiefungen eingesat und 10 Tage kultiviert (37 °C, 6Cg). An Tag 3 wurden
pro Vertiefung 2,5 ml frischen TCM/GM-CSFs zugegeben, undaan6lund 9 erfolgte
ein Mediumwechsel durch Abnehmen von je 2,5 ml Zellsuspen&entrifugation
(1200 rpm, 10 min) und Wiederaufnahme in frischem TCM/GM-CSwie
Ruckfihrung in die Zellkulturplatten.

2.17.2. Stimulation

Am Tag 9 der Kultur wurden die BMDCs in serumfreiem TG¥Muspendiert um einen
Abbau des CGRPs durch Serumproteasen zu vermeiden. Diaatickulnit 100 pg/ml
Ovalbumin (endotoxinfrei) bzw. LPS (entsprechend der imsiM@r angegebenen
Konzentrationen), sowie CGRP (eingesetzte Konzeaotratiehe jeweilige Versuche),
erfolgte fur 24 h.

Am Tag 10 wurden die BMDCs mithilfe eines Zellschabers ightiy aus den
Zellkulturplatten gelést und durch einen Zentrifugationgtc{i200 rpm, 10min) mit
2ml Medium gewaschen. Die Zellzahl wurde &asyCellCounteibestimmt und die

Zellen entsprechend des jeweiligen Versuches weitervielete
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2.18.1solation und Charakterisierung Ovalbumin-spezifischer naive T-Zellen

Naive DO11.10 Mause wurden durch eine Uberdosis Na-Pentobafiiiatoren)
getdtet und die Milzen entnommen. Die Lymphozyten wurden I6it ml PBS
herausgespult und durch Zentrifugation pelletiert (1200 rpmmid, RT). Nach
Hamolyse (siehe 2.12.1) wurden die Zellen abzentrifu¢®@® x g, 10 min, 4 °C) und

in MACS®-Puffer aufgenommen. Die Zellzahl wurde @asy Cell Counterbestimmt

und die Zellen in 40 pl MACS®-Puffer je 1Bellen resuspendiert. Fiir die negative
Selektion der CD4-positiven Tz, wurden zunéchst jeZellen 10 pl Antikérper-Mix
inkubiert (15 min, 4°C) und nach einem Waschschritt die eidgphen Beads
zugegeben (20 pl je 1010 min, 4 °C). Nach erneutem Waschen wurden die Zellen
Uber eine zuvor mit je MACS®-Puffer equilibrierte Saute magnetischen Feld

gegeben und als Durchfluss aufgefangen und die Zellzahl bastimm

2.18.1. CFSE-Markierung

Die eluierten CDZ4Zellen wurden pelletiert (300 xg, 10 min) und nach einem
Waschschritt in 1 ml einer auf 37 °C vorgewdrmten PBS/B3A6LOsung je
10’ Zellen resuspendiert. Pro ml wurde 1 pl CFSE (2,5 mgim)egeben, sofort
grundlich durchmischt und fir 10 min im Brutschrank (37 °C, 5 %)Gdkubiert.
Durch Zugabe von 4 ml eiskalter RPMI/FCS-L6sung wurde d@iakRon abgestoppt.
Nach dreimaligem Waschen mit je 5 ml RPMI/10% FCS (300 x gmihd wurden die

Zellen in Kokulturmedium aufgenommen und die gewtinschlizate eingestellt.

2.19.Analyse der Rezeptorexpression

Der Nachweis der CGRP-Rezeptorexpression in pulmoriad@ wurde mittels PCR in
isolierten Lungen DC sowie Immunfluoreszenzfarbung imndenkryoschnitten
durchgefuhrt. Die Aktivitat der CGRP-Rezeptoren in Lunged ®urde anhand des

CAMP-Assays nachgewiesen.

Die Rezeptorexpressionsanalysen wurden in Zusammenarbeit mit Kathleen Kiihne durchgefuhrt ™42

® Die Zusammenarbeit gliedert sich wie folgt: S. Rochlitzer war verantwortlich fiir die Planung aller
Versuche, Behandlung der Tiere, Praparation der Tiere, Isolation der Lungen DC sowie Kultur und
Stimulation der Lungen DC fiir den cAMP Assay. K.Kiihne assistierte bei der Behandlung der Tiere sowie
dem cAMP Assay und fiihrte die PCR und histologische Farbung durch. Die Quantifizierung der PCR
nach der delta delta Ct Methode erfolgte durch S. Rochlitzer.
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2.19.1. real-timePCR

Prinzip:

Zur Analyse der Transkription der zu untersuchenden Rezeptdrdnzundchst aus
dem Probenmaterial RNA isoliert, indem die Zellen imeen denaturierenden Lysis-
Puffer homogenisiert werden. Das Homogenisat wird nach Zugatd=thanol Uber
eine Extraktionssaule gegeben, in der die RNA an einenliven bindet und so
zuruckgehalten wird. Durch mehrere Wasch- und Zentrifugaabmste werden
Kontaminationen entfernt, die RNA anschlieRend agua bidest.eluiert und der
RNA-Gehalt photometrisch bestimmt. Zur Analyse der RNAeinerreal-time PCR,
wird die RNA zunachst mithilfe des Enzyms Reverse Trapidge in komplementare
DNA (cDNA) umgeschrieben. Die gewonnene cDNA wird mitr ddethode der
Polymerasekettenreaktion (PCR), einem Verfahren zurlifikagion beliebiger DNA-
Abschnitte. Der Verlauf besteht aus drei unterschiedlidr@mperaturstufen. Zunéchst
wird die DNA auf 95 °C erhitzt und dabei denaturiert, so dasekstrangige DNA
vorliegt. Beim kontrollierten Abkihlen auf 68 °C lagerehskomplementare DNA-
Fragmente wieder zusammen, wobei die der Reaktion zugefigpezifischen
Startsequenzermpfimer) an die ursprungliche DNA binden. Es folgt die Elongation bei
72 °C, durch Anlagerung der Desoxynukleosidtriphosphate (dNTRs) deren
VerknUpfung durch das EnzyniagPolymerase. Der Zyklus aus Denaturierung,
Startsequenzanlagerung und Elongation wird wiederholt. DeduRtgehalt nimmt
hierbei exponentiell bis zur Sattigung zu. In dEal-time PCR ist an die verwendeten
dNTPs ein Fluoreszenzfarbstoff sowie ein Quencher gebumdsoher das emittierte
Fluoreszenzsignal adsorbiert. Erst nach Bindung der dNTPEiraelstrang-DNA
wahrend der Elongation, wird der Quencher abgespalten umait sein
Fluoreszenzsignal emittiert. Anhand des Ct-Wertes, welhgibt ab welchem Zyklus
die Fluoreszenz signifikant ansteigt, kann somit eingivel®uantifizierung erfolgen. .
Dabei werden die Ct-Werte anhand der Expression des Hsgsims PBGD normiert
und die Ratio zwischen Positiv- und Negativgruppe gebildet\Wert von 1,0 bedeutet
hierbei eine unveranderte Expression, ein Wert unter @y5ldzer 2 entsprechend eine
signifikant verringerte bzw. gesteigerte Expression.

Mittels Gelelektrophorese lassen sich die PCR-Prodhkee GroRe und Ladung nach

auftrennen. Durch Ethidiumbromid werden die DNA-Fragmesichtbar gemacht
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werden. Durch Mitfihrung eines GroRenstandards (100 bp Leltsdt sich die
Produktgrof3e ermitteln und mit der erwarteten Produktgro3éeiehgn.

Durchfthrung:

RNA-Isolation

Die RNA-Isolation wurde entsprechend den Herstellerammgisn des RNeasy Kits
durchgefuhrt. Dazu wurden die isolierten Lungen DCs bzwDBMn 350 ul RLT-
Puffer, versetzt mit 3,5 pB-Mercaptoethanol, aufgenommen und nach Zugabe von
350 pul 70-%igem Ethanol auf die Extraktionssaule gegebenchDzentrifugation
(13200 rpm, 30s) wurde die RNA an die Matrix der Saule adsorhbiath Zugabe von
700 pl RW1-Puffer und 15 min Inkubation, sowie erneuter Zagation (13200 rpm,

30 s) und 2 Waschschritten mit je 500 ul RPE-Puffer, konn¢eidider Saule
befindliche RNA durch Zugabe von 70 pl RNase-freiem Wassdr Zentrifugation

(13200 rpm, 1 min) als Eluat extrahiert werden.

DNA-Verdau

Die eluierte RNA wurde von eventuell vorhandenen DNAA&omnationen durch
Verwendung des RNAse-freien DNase-Kits gereinigt. DazwdemnrlO pl DNase und
70 pl RDD-Puffer zugeben und 20 min bei RT inkubiert. Die RMArde

anschliessend nach Zugabe von 210 pl RLT-Puffer und 35Nrcaptoethanol

erneut entsprechend des obigen Protokolls isoliert.

Konzentrationsbestimmung

Die Menge der isolierten RNA wurde nach 1:10 Verdunnung madeMNreiem Wasser
im Photometer bestimmt. Der RNA-Gehalt wurde dabeidmeer Wellenlange von
260 nm bestimmt und das Verhaltnis zu Proteinen (280 nm) als Ra60/E280 mit
einem Sollwert zwischen 1,9 und 2,1 zur Charakterisierundrderheit der isolierten
RNA bestimmt.

Reverse Transkriptase — Polymerase Kettenreaktion (RR}PC

Je nach ermittelten RNA-Gehalt der Probe wurden erdisprnele Mengen der RNA mit
dem Sensiscript RT-Kit (bis 50 ng RNA-Gehalt) oder dem QGaomipt RT-Kit (von
50 ng bis 2 pg RNA-Gehalt) des Herstellers Qiagen nachvdegegeben Protokoll in
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cDNA umgeschrieben. Fir jede Probe wurde auch eine RN#Arglee mitgefuhrt, die

anstatt des Enzyms Wasser enthielt.

Ein Mastermixansatz enthielt folgende Komponenten:
4 ul RT- Puffer (Qiagen Kkit)

4 ul dNTPs (Qiagen Kkit)

4 plRandom- PrimefRoche)

0,5 pl RNase Inhibitor (Promega)

2 ul Sensi-/ Omiscript/ Wasser (Qiagen Kit).

Nach einer initialen Denaturierung des RNA-Template$6b€iC fur 5 min, wurde der
Mastermix hinzugeflugt. Nach einer 90-mindtigen Inkubation beiGG7#urde die PCR
abgestoppt (95 °C, 5 min). Die cDNA wurde bei -20 °C gelageetr direkt fur eine

real timePCRweiterverwendet.

Real Time-PCR
Die PCR wurde mit einernightCyclerund den entsprechendeightCyclerKapillaren
durchgefuhrt. Hierfir wurde ddsghtCycler Fast Start DNA Master SYBR Green | Kit

derFirma Roche nach Anleitung verwendet.

Ein Mastermixansatz enthielt folgende Komponenten
12 pl PCR- Wasser (Kit),

2,5 pl MgCl (Kit),

1,5 pl LCFS (Kit),

2 ul Probe

Zu den 18 pl Mastermix wurden 1 gdnse-primeund 1 plantisense-prime(Eurofins
MWG Operon) hinzugefligt, sodass die Kapillare ein Gesdomen von 20 pl

enthielt. Die verwendeten Primer sind der TabellezZ2+&ntnehmen.
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Zyklen der PCR:
1.) Denaturierung der DNA g5 ° 10 min
2.) Amplifikation, 45 Zyklen:

Denaturierung 94°C 1s

PrimerHybridisierung 68°C 10s

Polymerisierung 72°C 9s
3.) Erstellen der Schmelzkurve 95-60 °C

Agarose-Gelelektrophorese:
Fur ein 1,5-%ige Gel wurden 2,25 g Agarose in 150 ml LB-Puffien vollstandigen

Losen aufgekocht und nach kurzem Abkihlen 8 pl Ethidiumlatorogesetzt und
sofort in die Gelkammer ausgegossen. Das erstarrte waalle mit LB-Puffer
Ubergossen und jeweils 20 ul PCR-Produkt (zuvor mit 4 pl Ldfkeprersetzt) in die
Geltaschen aufgetragen. Als GroRenmarker wurden 6 ul Né-L2iter aufgetragen.
Die Elektrophorese erfolgte bei 260 Volt fir 20 min. Ansdigied wurde das Gel unter
UV- Licht fotografiert.

2.19.2. Immunfluoreszenzaufnahmen

Prinzip:

Die Immunhistochemie ist ein Verfahren zum Nachweia Proteinen mit Hilfe von
Antikorpern. Es berunht auf der Affinitdt der Antikbrper zapezifischen
Molekulabschnitten eines Antigens (Epitop). Um eine unspeni@ Bindung der
Antikorper zu vermeiden, werden durch Inkubation mit Noreralsy unspezifische
Bindungsstellen abgesattigt ("Blocken").

Bei der indirekten Farbung werden zunachst spezifiscimedPantikorper aufgetragen,
an welche in einem zweiten Farbeschritt die mit Flumesfarbstoffen konjugierten

Sekundarantikdrper binden.

Durchfthrung:

Gefrierschnitte von Lungengewebe wurden, nach Blocken uifispber Bindung
durch 30 min Inkubation mit Blockpuffer, mit folgenden Ranantikdrpern inkubiert:
Hamster anti-Maus-CD11c AlexaFlfe88, Ziege anti-Maus-Rampl oder Ziege anti-
CRLR. Der Primarantikérper wurde Uber Nacht bei 4 °C lankat. Die Objekttrager
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wurden danach wenigstens 60 min in PBS mit 0,05 % Tween-20natirfachem
Pufferwechsel gewaschen wurden. Zum Entfernen des Detergenz den
Objekttragern erfolgte ein Waschritt mit PBS fur 20 mime BD11c Farbung wurde
amplifiziert durch Inkubation mit Kaninchen anti-AlexaFifi¢88. Nach Wasch- und
Blockierungsschritten erfolgte die Inkubation mit dezkdhdarantikorpern Esel anti-
Kaninchen-1gG (AlexaFlu6®88-gekoppelt) und Esel anti-Ziegen-l1gG
(AlexaFluor546-gekoppelt) fir 45 min bei RT. Fir jede Farbung wurde eine
entsprechende Isotypkontrolle mitgefiihrt. Die Zellkerned&n mit To-Pro-3 (20 min)
angefarbt. Es folgte ein kurzes Spulen mit PBS und abBelmd ein 10-minttiger
Waschschritt miaqua bidestzum Entfernen von Pufferrickstanden. Die Objekttrager
wurden anschlieRend im Dunkeln fir 30 min getrocknet und die &ehmit Prolong
Gold antifade®eingedeckelt.

2.19.3. cAMP-Assay

Prinzip:

Zur Messung von cAMP wurde d&srect Cyclic AMP Enzyme Immunoassay #atr
Firma Assay Designs™ verwendet. Das Kit bedient giolyklonaler Antikérper,
welche cAMP kompetitiv binden. Nach simultaner Inkubatiwind tberschissiges
Reagent abgewaschen, das Tragermaterial hinzugeftgt und inkDieelttensitat der
entstandenen gelben Farbe ist invers proportional zuzdétration des cAMP. Nach
Abstoppen der Enzymreaktion werden die optischen Dicleeddb nm bestimmt und

daraus die cAMP-Konzentrationen berechnet.

Durchfthrung:

Frisch isolierte DC wurden in DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Mediym
aufgenommen und fir 2, 5 und 10 min mit CGRP®(M) bzw. 10 min mit Medium
stimuliert. Die Reaktion wurde mit eiskaltem PBS abggstaind die Zellen zweimal
gewaschen. Nach der Inkubation mit 0,1 M Salzsaure (HCBlevudie Uberstande des
Zelllysats bei -20 °C eingefroren. Am Folgetag wurde deMEBAGehalt nach
Herstellerangaben bestimmt. Dazu wurde fir den cAMP-Standande
Verdiunnungsreihe erstellt. Zu Beginn wurde in jede Vertiefdag mitgelieferten
Platte, mit Ausnahme des Leerwerts (Blank) sowie debd>for die Bestimmung der

totalen Aktivitat (TA), 50 ul Neutralisierungsreagenz vdege Von den Standards und
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den Proben wurden jeweils 100 ul eingesetzt. In den 0-SthgB8) wurden 100 pl
und in das Well zur Uberpriifung von unspezifischen Bindunge3BjNL50 pl der
0,1 M Salzséaure eingebracht. Nach Zugabe von 50 ul des Hawmgugats (Ausnahme:
TA, Blank), wurde 50 pl der gelben Antikorperlosung aufgehradierbei wurden die
Blank-, TA- und NSB- Proben ausgespart. Die Platte wundfeemem Schuttler
(=500 rpm) fur 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgten @&dNschritte mit
jeweils 400 pul Waschpuffer. Die TA-Probe wurde mit 5 pl ddesuen Konjugats
versetzt und zu allen Proben 200 ul der pNpp- Substratlésung begedeach einer
einstundigen Inkubation bei Raumtemperatur, wurde die Read#ttirch Zugabe von 50
ul Stopp-Lésung abgestoppt. Die Messung der optischen Diclaigte im ELISA-
Reader bei 405 nm (Korrektur zwischen 570 und 590 nm).

2.20.Durchflusszytometrische Analyse der DC-Oberflachenmarke

Zundchst wurden die DCs nach der dem jeweiligen Versuasprechenden
Stimulation in je 200 pl FACS-Puffer resuspendiert und geten (1200 rpm, 5 min).
Nach Wiederholung des Waschschrittes, wurden unspdmfisc
Antikorperbindungsstellen durch Inkubation mit 1:25 in PB&Iirentem Ziegenserum
blockiert (10 min, 4 °C). Anschliessend wurden jeder Probe 2%egljeweiligen
Antikorpers zugegeben (Antikdrper siehe 2.6) (verwendete VeuwignCD11c 1:200,
MHC-II 1:100, CD86 1:50, CD80 1:25, CD40 1:50). Die entsprecheihst#gpen in
equivalenter Konzentration wurden zur Kontrolle mitgefiiWeiterhin wurde die
Vitalitdt durch Farbung mit 25ul 7AAD (Verdinnung 1:5) Gberpriftal Zellen sind
dabei 7AAD-negativ. Nach 30 min Inkubation bei 4 °C und zwegiteren
Waschschritten, wurden die Zellen in 500 pl FACS-Pufiesuspendiert und im
Durchflussytometer FC500 analysiert.

2.21.Kokulturexperimente

Die entsprechend des jeweiligen Versuches mit Ova/LPS un@PC&imulierten
BMDCs, wurden wie unter 2.17.2 beschrieben geerntet uralgin Triplikatansatzen
mit den CFSE-markierten Ova-spezifischen T-Zellen (Tk) Rundboden-
Zellkulturplatten fur 3 Tage kokultiviert (37 °C, 5 % 0O
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2.22.Durchflusszytometrische Analyse der T-Zellproliferation

Nach der Kokultur wurden die Zellen direkt in den Zellkultatien nach der unter 2.20
beschriebenen Vorgehensweise mit AntikGrpern gegen CB4en Ova-spezifischen
transgenen Tz-Rezeptor (erkannt durch KJ1-26) angefarbt (Vendgipeweils 1:200).
Die Analyse der Proliferation der als CIk1-26 identifizierten Ova-spezifischen Tz
erfolgte anhand des CFSE-Signals, welches bei Proidaraturch die Zellteilung

ausverdinnt wird.

2.23.Durchflusszytometrische Analyse regulatorischer T-Zellen

Die Tz wurden nach der Kokultur mit den entsprechend semah BMDCs weiterhin
auf die Expression des Aktivierungsmarkers CD25 sowie Expression des
Transkriptionsfaktors foxp3, einem Marker fur regulatorische Uiatersucht. Die
Farbung wurde dabei nach den Herstellerangaben fur daendgteT reg staining kit
durchgefuhrt. Dazu erfolgte zunachst die Farbung fir CO2DQ):und CD25 (1:400)
nach dem unter 2.20 beschriebenen Protokoll. Anschliessembttmvjedoch die Zellen
mit den mitgelieferten Puffern permeabilisiert und dixj um eine Anfarbung des
intranuklearen Transkriptionsfaktors foxp3 zu gewéahrleidtiach einer Inkubation mit
Blockpuffer (1:25 Ziegenserum, 10 min) wurden je 25 ul des foxpik@mpers (1:40
verdinnt) zugegeben und fir 30 min inkubiert. Nach zweimaligeamc¥Aén wurden
die Zellen in 500 pl FACS-Puffer resuspendiert und im Duuskkytometer FC500

analysiert.

2.24.Zytokinmessung

Prinzip:

Die Messung der Zytokine erfolgte mit einer MSD-Multiplessung. Diese baut auf
dem ELISA-Prinzip der Detektion des zu messenden Zytokinech Bindung
spezifischer Antikorper. DieaptureAntikdrper fur verschiedene Zytokine sind bereits
in den Vertiefungen der Messplatte gebunden. Die in ddrePibefindlichen Zytokine
binden an die entsprechenden Antikdrper auf dem Plattenb@ienanschliessend
zugegebenendetection Antikérpers, welche mit Ruthenium-(ll)-tris-bipyridine-4-
methylsulfonate (Sulfo-TAG-Markierung) gekoppelt sind. Ddessung erfolgt per
Elektrochemilumineszenz, d.h. am Plattenboden wird eile&trssche Spannung

angelegt welche am Sulfo-TAG die Emission von Licht ibew welches den

35



Material und Methoden

Analyseparameter darstellt. Vorteil ist hierbei einengtler Durchfihrung bei weniger

unspezifischen Signalen, sowie der geringere Proberavertor

Durchfthrung:

Die Messung wurde entsprechend den Herstellerangaben durshigeFiur die
Messung der Zytokine aus Zellkulturiiberstanden wurden dibeRrund der Standard
aufgetragen (25 pliund 2 h inkubiert. Anschliessend wurde mit Detektions-
Antikorper-Mix fi 1-2h inkubiert. Danach erfolgte ein Wastdirgt und die Messung
im Sector Imager 6000.

Fur die Analyse von BALF-Proben wurde zuséatzlich dettelvor dem Auftragen der
Proben mit dem entsprechenden mitgelieferten Probenvardgspuffer vorinkubiert,

sowie ein Waschschritt nach der Probeninkubation zugeflugt.

2.25.Standard Ova-Modell der allergischen Atemwegsentziindung

2.25.1. Behandlungsprotokoll

Naive BALB/c wurden am Tag O mit 10 pg Ovalbumin (Ova) adsorlan 1,5 mg
Aluminiumhydroxid, gelést in 200 ul physiologischer Kochsizing (NacCl)
intraperitoneal sensibilisiert. An den Tagen 14 und 21 wurdee dgplikation zur
Steigerung der Immunreaktion wiederholt. Darauffolgenddenrdie Tiere an den
Tagen 27, 28 und 35 inhalativ mit 1 % Ovalbumin-Aerosol prigvbzDazu wurde
Ovalbumin in physiologischer Kochsalzldsung gel6st, ubcuckluft (20 I/min) in
einem Pari-Vernebler aerosolisiert und in die Exposikansmer geleitet. Durch das
angelegte Vakuum (22 I/min) wurde das Aerosol in der Kangtechmalig verteilt.
Die Tiere waren wahrend der Exposition durch ein Gitsepariert um eine
gleichmanige Allergenprovokation zu gewahrleisten.

Als Negativkontrollgruppe (NEG) wurden entsprechenden Tieitgefiihrt, welche
ebenfalls mit Ova/Alum sensibilisiert wurden, jedoch an dagen 27 und 28 mit
NaCl-Aerosol provoziert wurden. An Tag 35 wurden die Tieteenso wie die
Positivgruppe (POS) mit Ovalbumin-Aerosol exponiert. Prappe wurden 15 Tiere

analysiert.
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Abb. 2-2: Schematische Darstellung des Ova-Modells  der allergischen Atemwegsentziindung

Naive Balb/c wurden am Tag O mit Ovalbumin/Alum i.p. sensibilisiert. Durch Wiederholung der i.p.
Applikation an den Tagen 14 und 21 wurde die Immunreaktion verstérkt. An den Tagen 27, 28 und 35
erfolgte die inhalative Allergenprovokation durch Verneblung von Ova-Aerosol. Die Analyse erfolgte 24 h
nach der letzten Aerosolprovokation.

2.25.2. Probenentnahme

Die Tiere wurden 24 Stunden nach der letzten Allergenproaokatiurch
intraperitoneale Injektion einer Uberdosis Pentobarbl&lium schmerzfrei getotet.
Der Brustkorb wurde er6ffnet und Lunge und Trachea freigeMitels einer in die
Trachea eingefihrten flexiblen Kanulabpocath wurden per Spritze 800 ul PBS in
die Lunge appliziert und die Flussigkeit wieder aufgenomumehin ein Rohrchen auf
Eis uUberfuhrt. Der Vorgang wurde mit weiteren 800 pl wikdkrund das insgesamt
gewonnene Volumen der Bronchoalveolaren Lavage FlissigBALLF) notiert. Die
Lungen wurden bei 12 Tieren pro Gruppe zur Isolation von desuen Zellen
entnommen und entsprechend prozessiert. Fir je 3 Versuehsto Gruppe wurde die
Lunge stattdessen mit 1:3 verdinntem OCT befullt, entnommed in OCT

eingebettet und in flissigem Stickstoff schockgefroren.

2.26.Transfer-Modell der allergischen Atemwegsentziindung

2.26.1. Behandlungsprotokoll

Die Induktion einer experimentellen allergischen Atensesgzindung durch
adoptiven Transfer von DCs wurde nach einem modifemertProtokoll des
Transfermodells durchgefihrt“**> Die BMDCs wurden entsprechend den
Versuchsgruppem vitro stimuliert und vor dem Transfer mehrmals in PBS gehesc
Die Mause wurden mit Ketamin/Rompun i.p. narkotisiert (6@kg) und wahrend
der ca. 30 min langen Narkose durch eine beheizte Mattargewl x 16 BMDCs in

80 pl wurden bei herausgestreckter Zunge von oben in die é&rapgeben und eine
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Inhalation der Zellen durch kurzes Zuhalten der Nase bewArktlen Tagen 10,11 und
13 erfolgte wie im Standard-Ovamodell (s.2.25) eine inhalakiNergenprovokation

mit 1 % Ova-Aerosol. Nach 24h erfolgte die Analyse.

in vitro
BMDC
Stimulation
-1 0 10 11 12 13 [d]
— ———— g
BMDC 1% Analyse
Transfer Ovalbumin-
i.ph. Aerosol

Abb. 2-3: Schematische Darstellung des Transfer-Mod  ells der allergischen Atemwegsentziindung
Naive Balb/c wurden am Tag 0 mit Ovalbumin/Alum i.p. sensibilisiert. Durch Wiederholung der i.p.
Applikation an den Tagen 14 und 21 wurde die Immunreaktion verstérkt. An den Tagen 27, 28 und 35

erfolgte die inhalative Allergenprovokation durch Verneblung von Ova-Aerosol. Die Analyse erfolgte 24 h
nach der letzten Aerosolprovokation.

2.26.2. Versuchsgruppen

Im Vorversuch wurden folgende Gruppen verwendet:

Gruppe n in vitro BMDC Stimulation in vivo Inhalative
Ova LPS CGRP [ Allergenprovokation

LPSO| Neg 2] 100 pg/m|{ 0Ong/ml 0 NacCl
Pos 3] 100 pug/mj Ong/m 0 Ova

CGRP| 3| 100ug/m| 0Ong/m Tov Ova
LPS 1| Neg 2 | 100 pg/m 1 ng /mi 0 NacCl
Pos 3] 100 pg/m 1 ng/ml 0 Ova

CGRP| 3| 100ug/m| 1ng/m Tov Ova
LPS 10| Neg 3 | 100 pg/m| 10 ng/m 0 NacCl
Pos 3| 100 pg/m| 10 ng /njl 0 Ova

CGRP| 3| 100pg/m| 10ng/nj  Tov Ova

In derin vivo Studie wurden folgende Gruppen verwendet:

Gruppe n in vitro BMDC Stimulation in vivo Inhalative
Ova LPS CGRP [ Allergenprovokation
Neg 5 [ 100 pg/ml} 1 ng/ml 0 NacCl
Pos 12| 100 pg/mlj 1 ng /ml 0 Ova
CGRP 12 | 100 pg/m| 1 ng /ml TOM Ova
Dexa 7 | 100 pg/mll 1 ng /mi 0 Ova (Dexa -2h, -1§

h)
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2.26.3. Probenentnahme

Die Aufarbeitung und Analyse erfolgte wie unter 2.25.2cbdsben. Zusétzlich
erfolgte eine Blutentnahme zur Serumgewinnung durch PunktionvVeea cava.
Weiterhin wurden die lungendrainierenden Lymphknoten (astmhale Lymphknoten,
MLN) entnommen und in Zellkulturplatten mit Medium aufis bis zur

Weiterverwendung gesammelt.

2.27.Analyse derin vivo Studien
2.27.1. BALF Zelldifferenzierung nach Pappenheimfarbung

Prinzip:

Bestimmte Zellkompartimente unterscheiden sich durch iBehalt an sauren oder
basischen Molekilen. Saure Bestandteile der Zelle ngiaitheer elektrischer Ladung
wie die DNA in den Nuclei oder die RNA der Nucleoli und dsgoplasmas sind

basophil und lassen sich mit basophilen Farbstoffen ween&a in wassriger Losung
blaulich farben. Viele zytoplasmatische Proteine glagegen azidophil und farben
sich mit sauren Farbstoffen wie May-Grinwald rot. §asma und Kernverhaltnisse
sowie charakteristische Granula der Zellen sind ausedi®/eise mikroskopisch

erkennbar und erlauben eine morphologische Differenzierung.

Durchfthrung:

Die BALF wurde abzentrifugiert (1200 rpm, 10 min) und das Z&dpe 500 pl PBS
resuspendiert. Die Zellzahlbestimmung erfolgte automatsuolCasy Cell Counter
Nach Einstellung der Zellzahl wurden je 1XR®ellen mittels einer Zytozentrifuge auf
Objekttrager gebracht. Nach Trocknung erfolgte eine F@ribach Pappenheim (5 min
May-Grinwald, 2 min PBS, 20min Giemsa [1:20 verdinnt], waschmit
Leitungswasser). 300 Zellen pro Zytospin wurden ausgezéhlt undndinha

Standardkriterien differenziert.
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2.27.2. Lungenhistologische Untersuchung

Prinzip:
Hamatoxylin farbt saure Zellstrukturen, wie den Zellkdrlau an. Eosin ist ein saurer

Farbstoff, der ale basischen Strukturen rot anfarbt.

Durchfthrung:

Von den OCT-konservierten Lungen wurden am Kryostaten Sligke Kryoschnitte
hergestellt und auf Objekttradgern fixiert. AnschlieRend Igtdo eine Farbung mit
Hamatoxylin/ Eosin nach einem Standardprotokoll und die lbgiscthe Beurteilung

am Mikroskop.

2.27.3. Restimulation mediastinaler Lymphknoten

Die Lymphknoten wurden unter Zugabe von 1 ml RPMI mit eirgnitzenstempel
durch 100 pum Nylonsiebe gerieben. Die so vereinzelteneZelvurden in
Zellkulturmedium (TCM) aufgenommen und die Zellzahl &@asy Cell Counter
bestimmt. Die Zellen wurden mit je 1 x°1Zellen in 100 pl TCM proVertiefung in
Zellkulturplatten gegeben und mit 100 pg/ml Ova (endotoxinféeibd restimuliert.

2.27.4. AK-Bestimmung in Serumproben

Die Blutproben wurden bei 3000 rpm, 10 min abzentrifugiert unsl S@rum im
Uberstand abgenommen und bei -80 °C gelagert.

Die Bestimmung der Ova-spezifischen Antikorper IgE, Ig@G2a erfolgte mit den
entsprechenden ELISA Kits entsprechend den Herstellabamg

2.28.Statistik

Die statistische Analyse wurde mit der Software GraghPaism, Version 4.03
durchgefuhrt.Die Mittelwerte und Standardfehler wurden beredwieeiner multiplen
Testung wurde ein One-way-ANOVA mit anschlieendem DunBett Test bzw.
Bonferroni-Korrektur durchgefuhrt. Im Falle einer einfach&€astung bei nur 2

vorhandenen Gruppen, wurde ein zweiseitiger ungepaartesfldiirchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.1. Isolation und Charakterisierung von Lungen DCs

Um primare DCs der Lunge hinsichtlich einer Modulation d&GRP untersuchen zu
kénnen, wurde zunachst die Isolation dieser Zellendaus Lungengewebe etabliert
und die Lungen DCs charakterisiert. Dazu wurde nach Alifss des Gewebes und
Anreicherung von CD1feZellen eine fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung (FACS)
durchgefiihrt, um die pulmonalen DCs von den ebenfalls CDMakrophagen zu
trennen. Die dabei vorgenommene Differenzierung von Dats hoher MHC-II-
Expression und Makrophagen (W mit schwacher MHC-II-Expression wurde
zunachst mikroskopisch tberprift. Als DCs isolierte ZeWleesen entsprechend eine
starke Expression von MHC-II sowie eine schwache Egmas/on CD11c auf, waren
ca. 8-10 um grol3 und wiesen die typischen dendritischen Zlélldar auf, welche
unterschiedlich stark ausgepragt waren (Abb. 3-1, A und B)Malgophagen isolierte
und definierte Zellen waren durch eine sehr schwache Eipregon MHC-Il sowie
einer starkeren Expression von CD11c gekennzeichnet undebildiete Population mit
dem typischen Phanotyp von Makrophagen, d.h. etwas groRdpCGd (& ca. 10-
12 pum), mit einer homogen runden Zellform mit groRem Zellkend weniger dichtem
Zytoplasma (Abb. 3-1, A und C).
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Abb. 3-1: Morphologische Charakterisierung isoliert er pulmonaler DCs und Makrophagen

Dargestellt sind konfokalmikroskopische Aufnahmen von Lungenzellen vor (A) und nach (B, C) der
Zellsortierung. Die Aufnahme erfolgte an sich in Suspension befindlichen Zellen in Zellkulturkammern. (A)
CD11c"-Zellen (B) isolierte pulmonale DCs (C) isolierte pulmonale Makrophagen (M®). Die noch
ungeférbten Zellen vor der Zellsortierung wurden mittels Differential-Interferenz-Kontrastmikroskopie (DIC)
aufgenommen, die sortierten Zellen wurden in verschiedenen Fluoreszenzkanalen anhand ihrer
Expression von CD11c (violett) und MHC-II (rot) analysiert. MaRRstab 10 pm. Aufnahmebedingungen:
40xWasser-Objektiv, Helium/Neon Laser (633nm), Argon Laser (488nm), Filter: BP 560- 615 (MHC-II-PE)
und LP 650 (CD11c-APC).

Die anhand der CD11c/MHC-II Expression als DCs oder Malaggh definierten und
isolierten Zellen wurden auf funktioneller Ebene Ubeftpiafir wurde die Induktion
einer allergenspezifischen Proliferation von T-Zel{@z) durch die mit Ovalbumin
(Ova)-stimulierten isolierten DCs oder Makrophagen yswit. Die dafir bendtigten
Ova-spezifischen Tz wurden aus Milzen von OVA-sensieilten und —provozierten
Mausen im akuten Asthmamodell gewonnen. Ova-beladene Lub@seninduzierten
abhangig von der DC-Zellzahl bei konstanter Tz-Zahf)(&he Proliferation der Tz,
welche bei einer DC-Tz-Ratio von 1:10 maximal ausgepragt (aar 60.000 cpm)
(Abb. 3-2, A). Im Gegensatz dazu induzierten aus der LungerisoMakrophagen
keine Tz-Proliferation (Abb. 3-2, B). DCs oder Tz allenduzierten ebefalls keine

Proliferation.
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Abb. 3-2: Isolierte Lungen DCs induzieren allergens  pezifische Proliferation von T-Zellen

Dargestellt ist die Proliferation von Tz nach Kokultur mit Ovalbumin-stimulierten, isolierten Lungen DCs (A)
bzw. Lungen Makrophagen (M®) (B). Die Zellzahl der DCs bzw. M® wurde bei konstanter Tz-Zahl (10°)
titriert. Nach 5d Kokultur wurde der Einbau von *H-Thymidin in die DNA proliferierender Zellen gemessen
(counts per minute, cpm). Dargestellt sind exemplarisch Mittelwerte + SEM aus Triplikaten, *;** p < 0,05
bzw 0,01 nach ANOVA und Dunnett’s Test. DCs = Dendritische Zellen, Tz = T-Zellen

Das unterschiedliche Tz-stimulatorische Potential bgstdie Identifizierung von DCs
und Makrophagen anhand der CD11c/MHC-II Expression. Entspréchamden
weiterhin CD11EMHC-11"9" als Lungen DC und CD1IMHC-11"" als Makrophagen

klassifiziert.

3.2. CGRP Rezeptorexpression in Lungen DCs

Die isolierten Lungen DCs wurden zunachst hinsichtliciereExpression des CGRP-
Rezeptors analysiert, da diese die Voraussetzung fur eineiimodulation durch
CGRP darstellen. Um dies im Kontext des allergisehgthmas zu untersuchen, wurde
ein akutes Ova-Modell der allergischen AtemwegsentziinduMausen durchgefiuhrt.
Die mRNA-Rezeptorexpression wurde mittels PCR in Lun@®s aus mit Ova
sensibilisierten und provozierten Tieren (Positivkoligruppe, POS) im Vergleich zur
Negativkontrollgruppe (NEG) analysiert. In Lungen DCs kertdibei die mRNA der
Rezeptormolekile CRLR, Rampl, Ramp2 und Ramp3 nachgewiesen nwerde
(Abb. 3-3, A). Bedingt durch die allergische Atemwegserdaiig zeigte sich jedoch
eine transkriptionelle Ruckregulation von CRLR, Rampl &Raanp2 (Abb. 3-3, B).
Die Rezeptorexpression in POS und NEG wurde anhand derddditaCt Methode
verglichen und zeigt in POS Lungen DCs eine signifikachwachere mRNA-
Expression von CRLR, Rampl und Ramp2 (Abb. 3-3, C), wahremdpRakeine

signifikante Rickregulation aufwies.
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Abb. 3-3: CGRP-Rezeptor mRNA Expressionin Lungen D Cs

MRNA-Expression der CGRP-Rezeptormolekiile in isolierten murinen Lungen DCs der (A) Negativ
(NEG)- oder (B) Positiv (POS)-Gruppen nach Induktion einer akuten allergischen Atemwegsentziindung.
Dargestellt sind die PCR-Produkte fir die Rezeptormolekille des hochaffinen (CRLR/Rampl) bzw.
niedrigaffinen (CRLR/Ramp2 oder CRLR/Ramp3) CGRP-Rezeptors im Agarosegel. Die ProduktgréfRen
der PCR-Amplifikate entsprachen den erwarteten Produktgrofen (PBGD 181 bp, CRLR 467 bp, Rampl
344 bp, Ramp2 574 bp, Ramp3 540 bp). L=100bp DNA-Leiter. (C) Die Quantifizerung erfolgte
entsprechend der delta delta Ct Methode durch Normalisierung der Ct-Werte zu PBGD und Vergleich der
Expression durch Berechnung der Ratio von POS:NEG. Werte gréRer 2 bzw. kleiner 0,5 entsprechen
jeweils einer Verdopplung bzw. Halbierung der Expression und werden als biologisch signifikant erachtet.
Die Signifikanz wurde statistisch mittels ANOVA und Dunnett's Test bestatigt. Mittelwerte aus n=3
Versuchen (mit je 4 Tieren).

Die Rezeptorexpressionsanalysen wurden in Zusammenarbeit mit Kathleen Kithne durchgefiihrt ** . b

Die Molekile des hochaffinen CGRP-Rezeptors, CRLR und pRankonnten in
Lungen DCs auch immunhistochemisch nachgewiesen werden 3AhA und B). Da
die Rampl-Farbung nur sehr schwach ausgepragt war, wurd€dieng in naiven
isolierten Lungen DCs Uberprift (Abb. 3-4, C). Diese E&dy welche eher vesikular

vorlag, bestatigte die Rampl Expression in Lungen DCs.

® Die Zusammenarbeit gliedert sich wie folgt: S. Rochlitzer war verantwortlich fiir die Planung aller
Versuche, Behandlung der Tiere, Praparation der Tiere, Isolation der Lungen DC sowie Kultur und
Stimulation der Lungen DC fiir den cAMP Assay. K.Kiihne assistierte bei der Behandlung der Tiere sowie
dem cAMP Assay und fiihrte die PCR und histologische Farbung durch. Die Quantifizierung der PCR
nach der delta delta Ct Methode erfolgte durch S. Rochlitzer.
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Abb. 3-4: Funktionelle CGRP-RezeptorexpressioninL  ungen DCs

(A = B) Immunfluoreszenzfarbung der CGRP-Rezeptormolekiile in Lungengefrierschnitten. CRLR (gelb)
(A) oder Ramp1 (rot) (B) wurde in Kombination mit CD11c (rot in (A), gelb in (B)) und der Kernféarbung
(To-Pro-3, blau) angefarbt. Die Pfeile heben doppelt-positive Zellen mit dendritischer Morphologie
unterhalb des Atemwegsepithels hervor. Die Pfeilspitze indiziert einen Gewebsmakrophagen. (C) Ramp1-
Farbung in sortierten Lungen DCs. Die entsprechenden Isotypkontrollen der Immunfluoreszenzféarbungen
befinden sich jeweils unten rechts in der Abbildung. Maf3stab 50 bzw. 20 pm in (A) bzw. (B und C).
Aufnahmebedingungen: 40 x Objektiv, Helium/Neon-Laser, Argon-Laser, Filter: BP 505- 530, BP 560- 615
und LP 650. (D) cAMP-Freisetzung in isolierten Lungen DCs nach Stimulation mit 10° M CGRP fir die
indizierten Zeitpunkte. Mittelwerte + SEM von zwei unabhangigen Experimenten.

Die Rezeptorexpressionsanalysen wurden in Zusammenarbeit mit Kathleen Kiihne durchgefiihrt **# ¢

Die Funktionalitat des CGRP-Rezeptors wurde anhand der Induktes

Signalmolektils cAMP Uberprift. Dazu wurden Lungen DCsktinach der Isolation

¢ Die Zusammenarbeit gliedert sich wie folgt: S. Rochlitzer war verantwortlich fiir die Planung aller
Versuche, Behandlung der Tiere, Praparation der Tiere, Isolation der Lungen DC sowie Kultur und
Stimulation der Lungen DC fiir den cAMP Assay. K.Kiihne assistierte bei der Behandlung der Tiere sowie
dem cAMP Assay und fiihrte die PCR und histologische Farbung durch. Die Quantifizierung der PCR
nach der delta delta Ct Methode erfolgte durch S. Rochlitzer.
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unter Zellkulturbedingungen mit P& CGRP stimuliert und das durch die
Signaltransduktion in den Zellen akkumulierte cAMP naclselyder Zellen im
Uberstand gemessen. Die Rezeptorstimulation mit C&RRe in Lungen DCs zu
einem unmittelbaren Anstieg der cAMP-Konzentration,clvelbereits nach 2 min das
Maximum von 9,3 pmol/ml erreichte und dann abfiel (Abb. 3-4,Dgs zeigt, dass
eine Liganden-induzierte Signaltransduktion stattfindet und atigst somit die

Expression eines funktionalen CGRP-Rezeptors in Lungen DCs

3.3. Charaktersierung von Lungen DCs unterex vivoZellkulturbedingungen

Im Hinblick auf funktionelle Versuche wurde analysiert iefern Lungen DCs nach
dem Isolationsprozess und unter Zellkulturbedingungen noch duneittiaktiv sind.
Der Phagozytose-Test zeigte, dass die isolierten Lungsmnoch phagozytotisch aktiv
waren und FITC-markierte Dextranpartikel aufnahmen (A5, A). In der 4 °C-
Kontrolle war dagegen keine FITC-Dextran-Farbung zu beobadi#bb. 3-5, B) und
bestatigt somit die aktive Aufnahme anstatt einer ungpeldn Anlagerung der
Partikel an die DCs.

A FITC-Dextran CD11c-APC B FITC-Dextran CD11c-APC

Abb. 3-5: Isolierte Lungen DCs sind phagozytotisch aktiv

Isolierte Lungen DCs, dargestellt anhand der Oberflachenmarker CD11c (violett) und MHC-II (rot),
nahmen unter Zellkulturbedingungen (37 <C) FITC-Dext ran-Partikel (griin) auf (A). Die Uberlagerung der
Fluoreszenzkanale ist jeweils rechts unten dargestellt. Im 4 C-Kontrollansatz (B) wurde FITC-Dextran
nicht aufgenommen. Die Aufnahmen erfolgten an vitalen Zellen in Zellkulturkammern mit einem
Konfokalmikroskop. MaRstab 10um. Aufnahmebedingungen: 40xWasser-Objektiv, Helium/Neon Laser
(633nm), Argon Laser (488nm), Filter: BP 505- 530 (FITC-Dextran), BP 560- 615 (MHC-II-PE) und LP
650 (CD11c-APC).
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Weiterhin wurden die isolierten Lungen DCs unter Zellkldedingungen zu
verschiedenen Zeitpunkten anhand der Expression der Oberilaarker CD86, CD80
und CD40 weiter charakterisiert. Direkt nach der Isolierumgaren die
kostimulatorischen Molekile CD86, CD80 und CD40 nicht oder nungyexprimiert
(mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) jeweils 0,4, 0,3 @) (Abb. 3-6, Datensatz Oh,
weilRe Balken), d.h. die Zellen wiesen einen unreifédé@nBtyp auf. Eine langere
Kultivierung zeigte jedoch, dass bereits der Isolationsggzne Aktivierung der
Zellen initilerte. Nach 18h unter Zellkulturbedingungeres@n die DCs einen reifen
Phanotyp auf, der mit einer durch LPS induzierten Reifueigleichbar war (MFI
CD86 4,0 vs. 3,5, MFI CD80 1,0 vs. 0,5, CD40 5,7 vs. 5,7). Die D@@dem demnach
bereits ohne zusatzlichen Stimulus so stark aktiviert, allaes hohe Expression von
CD86, CD80 und CD40 vorhanden war, die sich selbst durch ahe lsohe

Konzentration LPS (5 pug/ml) nicht weiter auslenken l{@&bb. 3-6, hellgraue vs.
dunkelgraue Balken).

g

[J0hOug/mi LPS
[124h 0 pg/m LPS
B 24h 5 pg/mi LPS

g

i

K

N

s

(=)

mitlere Huoreszenzintensitat (MF1)

!_\mi !_\'I H'
CD86 CD40

Abb. 3-6: Induktion der Expression kostimulatorisch er Molekile von Lungen DCs nach Isolierung
Dargestellt ist beispielhaft die Expression von CD80, CD86 und CD40 auf Lungen DC direkt nach der
Isolation (0 h, weisse Balken) bzw. nach 24 h Zellkultur, ohne (graue Balken) oder mit (schwarze Balken)
Stimulation mit 5 pg/ml LPS. Aufgrund der starken Schwankung der Aktivierung zwischen den
Experimenten durch die Isolationsprozedur ist beispielhaft n=1 Experiment dargestellt.

Dies zeigt, dass pulmonale DCs erfolgreich isoliert werkiznnten undex vivovital
und phagozytotisch aktiv waren, jedoch durch den Isolationsgsdzawn. dieex vivo
Kultur eine Aktivierung der Zellen initiiert wurde. Sorsind die isolierten pulmonalen
DCs fur Rezeptorexpressionsanalysen, jedoch nicht flremgeitntersuchungen
hinsichtlich einer Immunmodulation geeignet. Daher wurdenwgitere funktionelle
Experimentan vitro aus Knochenmark generierte D@site marrow-derived dendritic
cells,BMDCs) als DC-Modell etabliert.
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3.4. Charakterisierung von BMDCs als Modellzellen

Da BMDCs ebenfalls funktionelle CGRP-Rezeptoren expriamgHarzenetter et al.
2007*°und Abb. 3-7), wurden diese als Modell fiir die Analyse imnmuohnfatorischer
Effekte von CGRP etabliert.

CRLR RAMP1 RAMP2 / RAMP3
R L= tekeni2 1 =2 ¥ 8 4=k

—
- _— — 500
— —— ——
sco S —— = L
P — ¥
200
200 oo

Abb. 3-7: CGRP-Rezeptorexpression in BMDCs

Dargestellt sind die PCR-Produkte fir die Rezeptormolekille des hochaffinen (CRLR/Rampl) bzw.
niedrigaffinen (CRLR/Ramp2 oder CRLR/Ramp3) CGRP-Rezeptors im Agarosegel. Spur 1 bzw. 3
entspricht der jeweiligen cDNA und Spur 2 bzw. 4 dem jeweiligen RNA-Kontrollansatz von CRLR, Ramp1,
Ramp2 (1,2) und Ramp3 (3,4). Die ProduktgroRen der PCR-Amplifikate entsprachen den erwarteten
ProduktgréfRen (CRLR 467bp, Rampl 344bp, Ramp2 574bp, Ramp3 540bp). L = 100 bp DNA-Leiter

Die nach einem Standardprotokoll generierten BMDCs wur@atsprechend den
Lungen DCs, mittels durchflusszytometrischer Analyse aadh ihrer
Oberflachenmarker charakterisiert. Die generierten BMD&Isllen eine Vvitale,
homogene CD1IcZellpopulation (Abb. 3-8, A bis C) dar, welche konstitUC-II
und CD86 exprimierte, wahrend CD80 und CD40 nur sehr schwachmésrt wurden
(Abb. 3-8, E - H, grau gefllite Histogramme). Die Stiatidn mit 100 ng/ml LPS
induzierte eine Reifung der Zellen, charakterisiert dugcte veranderte, langliche
Morphologie (Abb. 3-8, D) und erhohter Expression von MICsowie der
Kostimulatoren CD86, CD80 und CD40 (Abb. 3-8, E — H, rot gefiditogramme).
Dies zeigt, dass sich BMDCs im Gegensatz zu Lungen D@ dUrS ausreifen lassen,

also immunstimulatorisch modulierbar sind.
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Abb. 3-8: Charakterisierung von BMDCs

(A) Vitalitat dargestellt anhand der Anfarbung 7AAD" toter Zellen im Histogramm. (B) Exemplarische
Darstellung der CD11c"-Expression (C, D) Lichtmikroskopische Aufnahmen der Morphologie von BMDCs
im unreifen (C) bzw. durch 24h Stimulation mit 100 ng/ml LPS ausgereiften Status (D). (E-F) Histogramme
der Expression des jeweiligen Oberflachenmolekiils unreifer (grau gefillte Histogramme) und nach 24h
Stimulation mit 100 ng/ml LPS gereifter BMDC (rot gefiillte Histogramme), sowie die entsprechenden
Isotypkontrollen firr unstimulierte (schwarze Linie) oder LPS-stimulierte BMDC (rote Linie). Dargestellt ist
ein reprasentatives Experiment von insgesamt n=12 Versuchen.

Die Quantifizierung in Abb. 3-9 zeigt eine LPS-induziertechtegulation von MHC-II
(72,4 vs. 42 %), CD86 (88,8 vs. 27,3%), CD80 (22,4 vs. 3,9 %) @bdO
(47 vs. 1,5 %). Dass die Zellen sich entsprechend auch nsuppressiv auslenken
lassen, zeigt die zusatzliche Inkubation mit dem KortikogleDexamethason. Diese
inhibierte die LPS-induzierte Expression von MHC-11 (5852 72,4 %), CD86 (62,5 vs.
88,8 %), CD80 (12,3 vs. 22,4 %) und CD40 (28,2 vs. 47 %) (Abb. 3-9, dueaffsrte
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Balken). Diese Inhibition der LPS-induzierten Reifung B&DC zeigt, dass BMDCs

ein geeignetes Modell zur Untersuchung einer Immunmodulatrstellen.
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Abb. 3-9: Modulation der Expression von MHC-II und kostimulatorischen Molekiilen von BMDCs
durch LPS und Dexamethason

Dargestellt ist die Expression von MHC-II, CD86, CD80 und CD40 in BMDC nach 24h Stimulation mit LPS
(100 ng/ml) und Dexamethason (50 pg/ml) im Vergleich zur Mediumkontrolle. Dargestellt sind jeweils
Mittelwerte + SEM der Anzahl positiver Zellen des jeweiligen Molekuls von n=6 Versuchen fir MHC-II und

n =12 bzw. 8 Versuchen in der Dexagruppe fur die Marker CD80, CD86 und CDA40. *;**;*** p < 0,05; 0,01;
0,001 nach ANOVA und Bonferroni Test.

3.5. Modulation der Ausreifung von BMDC durch CGRP

Die immunmodulatorische Wirkung von CGRP wurde unter Veduag von BMDCs

mittels Durchflusszytometrie untersucht. Dabei wurdenEfiekte von CGRP an sich,
bzw. auf die durch LPS induzierte Reifung der Zellen amaily Die Stimulation
unreifer BMDC mit CGRP hatte keinen Effekt auf die Expi@s von MHC-Il sowie

der kostimulatorischen Molekile CD86, CD80 und CD40 (Datent ngdzeigt).

Dahingegen wurde die LPS-induzierte Expression der kostiarigehen Molekile

CD86 und CD40 durch CGRP signifikant reduziert, wahrend die Esjome von CD80

sowie MHC-II erneut unverandert blieb (Abb. 3-10).
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Abb. 3-10: CGRP-Effekt auf die Expression von MHC-I | und kostimulatorischen Molekilen in
BMDCs

Durchflusszytometrische Analyse der Expression von MHC-II, CD80, CD86 und CD40 auf BMDC nach
24 h Stimulation mit LPS (100 ng/ml) und den angebebenen Konzentrationen CGRP. Dargestellt ist,
aufgrund der zwischen den Versuchen unterschiedlich hohen Expression nach LPS-Stimulation, die zur
LPS-Kontrolle normalisierte Mittlere Fluoreszenzintensitét der entsprechenden Marker (MFI) als Mittelwert
+ SEM fiir n = 8. * p < 0,05 nach ANOVA und Dunnett’s Test.

Die Spezifitdt der beobachteten Modulation durch CGRP wdindeh Kompetitierung
mit dem Rezeptorantagonisten CGRP gepruft. Die durch CGRP vermittelte
Inhibition der LPS-induzierten Expression von CD86 und CD40 wdtdeh vorherige

Inkubation mit CGRPE3; fast vollstandig wieder hergestellt (Abb. 3-11) und weist
somit einen spezifischen Effekt durch CGRP nach.
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Abb. 3-11: Expression von CD86 und CD40 nach CGRP-S timulation und Antagonisierung durch
CGRPg.37

Durchflusszytometrische Analyse der Expression von CD86 und CD40 nach Stimulation mit 100 ng/ml
LPS mit oder ohne CGRP (10° M) bzw vorheriger Blockierung durch den spezifischen Antagonisten
CGRPg3; (10° M). Dargestellt ist jeweils die normalisierte mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) als % der
MFI der LPS-stimulierten Werte fir CD86 (A) und CD40 (B). Die reprasentativen Uberlagerungs-
Histogramme zeigen die Zahl der positiven Ereignisse (events) fiir die jeweilige MFI von CD86 (C) und
CD40 (D) nach Stimulation mit LPS (schwarze Linie), CGRP/LPS (graue Linie) bzw. vorheriger
Antagonisierung (hellgraue, gestrichelte Linie).

3.6. Modulation der DC-induzierten T-Zellantwort durch CGRP

Die funktionale Konsequenz der durch CGRP verdnderten @&fhigy fur die
allergenspezifische T-Zellantwort wurde in Kokulturexpemten von Ovalbumin-
beladenen BMDCs mit Ova-spezifischen Tz untersucht. €ssem wurde dabei die
Tz-Aktivierung und —Proliferation. Weiterhin wurde die Ausstinig sowohl
pro-inflammatorischer, als auch Thl- und Th2-assoziiertéokidye, in Abhéangigkeit

der Stimulation mit CGRP und verschiedenen LPS-Konz@owen wéahrend der
Allergenaufnahme analysiert.
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3.6.1. Tz-Proliferation
Die CGRP-Stimulation der BMDCs wahrend Allergenaufnahi@®albumin, Ova)

fuhrte, abhé&ngig von der LPS-Konzentration, zu einer dMition der
allergenspezifischen Tz-Proliferation. Wahrend ohne [®8g/ml) bzw. mit geringer
LPS-Konzentration (1 ng/ml) die Tz-Proliferation durtf'°M CGRP tendenziell
erhoht wurde (Abb. 3-12, Aund B), kam es unter Kostimulatimit hoherer
Konzentration LPS (10 ng/ml) zu einer signifikanten, kotationsabhangigen
Reduktion der Tz-Proliferation durch CGRP (Abb. 3-12, C),makimalem Effekt bei
10° M. Abbildung 3-12 G stellt dieses Ergebnis im repréasentatiistogramm dar.
Ein entsprechendes Bild wurde bei der Analyse des vonfgrretenden T-Zellen
ausgeschutteten IL-2 beobachtet. Wahrend bei O und 1 ng/&lKoBtimulation der
BMDCs keine Veranderung beobachtet wurde (Abb. 3-12, D und/&)bei 10 ng/mi
LPS die IL-2 Konzentration in den Kokultur-UberstandencHUEGRP dosisabhangig
reduziert (Abb. 3-12, F).
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Abb. 3-12: T-Zellproliferation nach Kokultur mit CG ~ RP-stimulierten BMDCs

(A-C) Durchflusszytometrische Analyse des Anteils proliferierender T-Zellen in Abh&ngigkeit der CGRP-
Dosis sowie der Kostimulation ohne (A) bzw. mit 1 ng/ml (B) oder 10 ng/ml LPS (C) dar. Die
Mediumkontrolle entspricht dem Kokulturansatz ohne Allergen (Ova) (G) zeigt reprasentativ das CFSE-
Signal bei Proliferation nach Kokultur mit Ova- und 10 ng/ml LPS-stimulierten BMDCs (gepunktete Linie)
bzw. zusatzlich 10° M CGRP-stimulierten BMDCs (schwarze Linie) gegen die Medium-Kontrolle (grau
gefiillte Linie). (D-F) IL-2 Konzentration gemessen im Uberstand der jeweiligen Kokulturen nach
Stimulation mit CGRP-behandelen BMDCs ohne LPS-Kostimulation (D) oder mit 1 ng/ml LPS (E) bzw.
10 ng/ml LPS (F). Dargestellt sind jeweils Mittelwert + SEM, n=6 (A-C) bzw. n=4 (D-F).
*xkakk — p < 0,05; 0,01; 0,001 nach ANOVA und Dunnett’s Test).

3.6.2.  Zytokinprofil

Um die Auspragung der Immunmodulation durch CGRP naher ziaktbasieren,
wurden Leit-Zytokine assoziiert mit Thl (IFfN-oder Th2 (IL-4, IL-5), sowie generell
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pro-inflammatorische Zytokine (TNé&; IL-1p und Keratinozyten-Chemokin (KC))
gemessen. Die Konzentrationen der wéahrend der Kokulturrmsezen Zytokine
blieben durch CGRP weitgehend unverandert (Abb. 3-13). Dasflaromatorische
Zytokin TNF-a wurde dagegen unter Kostimulation von 10 ng/ml LPS durch CGRP
signifikant inhibiert (Abb. 3-13). Eine zugrunde liegende dosisadpb@ LPS-

Induktion der Zytokine war jedoch nur bei I[3-ind KC messbar.
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Abb. 3-13: Zytokinprofil der Tz-Kokultur mit CGRP-b ~ ehandelten BMDC

Dargestellt ist jeweils die Konzentration der entsprechenden Zytokine nach Kokultur von T-Zellen mit
BMDCs, welche ohne (0) bzw. mit CGRP (in 1:10 Verdunnungsstufen, von 10™ - 10™® M) sowie LPS
(0 ng/ml — weil3e Balken, 1 ng/ml — hellgraue Balken, 10 ng/ml — dunkelgraue Balken) stimuliert wurden.
Mittelwerte + SEM fir n = 5. * p < 0,05 nach ANOVA und Dunnett’s Test.
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3.6.3. Regulatorische T-Zellen

Um die der CGRP-vermittelten Modulation der T-Zellantiwaugrunde liegenden
Mechanismen genauer zu analysieren, wurden die Tz nachKaanltur weiter
charakterisiert. Durchflusszytometrisch wurde der Antektiveerter T-Zellen
(CD4'CD25") sowie der Anteil regulatorischen T-Zellen (C®25foxp3’, T reg)
fur die beziglich der Tz-Proliferation effektivste CGRBrEentration untersucht
(10° M bei 0 und 1 ng/ml LPS, 10M bei 10 ng/ml LPS).

Die Tz-Aktivierung war entsprechend der Proliferation in @&fdigkeit von LPS durch
CGRP moduliert. Bei niedriger (1 ng/ml) bzw. fehlender (lRd-PS-Stimulation war
die Tz-Aktivierung (ca. 70-80 %) durch CGRP nicht verandemb. 3-14). Dagegen
war bei Kostimulation mit 10 ng/ml LPS eine deutliche lion der Tz-Aktivierung
durch CGRP zu verzeichnen (Anteil CID25 69,7 +6,5 vs. 452+ 11,3 %)
(Abb. 3-14).

LPS 0 ng/mi 1 ng/ml 10 ng/ml
90- 90- 90- *
_ 804 —— _so{ T - __ 801 V':;’Itﬁ'g O
(=] =) =) . E
£, 70 £, 70 &, 701 —= Kcerp 5
16 60 1o 60 1o 60
A 501 A 501 A 501
O 401 O 40 O 40
X 301 X 301 X 301
O 204 O 204 O 204
10 10 10
0 0 0
0 10° 0 10° 0 108
CGRP [M] CGRP [M] CGRP [M]

Abb. 3-14: Tz-Aktivierung nach Kokultur mit CGRP-st  imulierten BMDC in Abhangigkeit von LPS
Durchflusszytometrische Analyse des Anteils CD25" T-Zellen fiir die in der Proliferation jeweils effektivste
CGRP-Konzentration (10 M fiir 0 bzw. 1 ng/ml LPS; 10°® M fir 10 ng/ml). Mittelwerte + SEM. * p < 0,05;
0,01 nach zweiseitigem, ungepaartem T-Test, n=3. Das Histogramm stellt reprasentativ die CD25-
Expression nach Kokultur mit Ova/LPS-stimulierten BMDCs (gepunktete Linie) oder zusatzlich CGRP-
stimulierten BMDCs (schwarze Linie) bzw. die Isotypkontrolle (grau gefiilltes Histogramm).

Dementsprechend entgegengesetzt zur Tz-Aktivierung und Patibie verhielt sich
die Anzahl der immunsuppressiven regulatorischen T-Zellered) in der Kokultur.
Der Anteil CD4CD25foxp3” Treg lag insgesamt zwischen 5 und 10 %
(Abb. 3-15, A und B). In den Stimulationsansatzen, in welatie CGRP-Modulation
der BMDCs eine verminderte Tz-Proliferation induzeft0 ng/ml LPS, 16M CGRP)
war der Anteil der T reg signifikant erhoht (Abb. 3-15, A B)¢d wéhrend mit
geringerer bzw. fehlender LPS-Kostimulation die Zahl Teeg, entsprechend der Tz-
Aktivierung und Proliferation, unverandert blieb (Abb. 3-15, B).
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Abb. 3-15: Regulatorische T-Zellen nach Kokultur mi  t CGRP-stimulierten BMDC in Abhangigkeit
von LPS

Durchflusszytometrische Analyse des Anteils regulatorischer T-Zellen (foxp3") der CD4" Tz
(A) Dargestellt sind reprasentative Punkthistograme der foxp3/CD4-Expression von Tz nach Kokultur mit
Ova-stimulierten BMDCs in Abh&ngigkeit der Kostimulation mit CGRP und LPS. (B) Die Balkendiagramme
stellen den Anteil foxp3* T reg fur die jeweils effektivste CGRP-Konzentration (10° M fiir 0 bzw. 1 ng/ml
LPS; 10° M fiir 10 ng/ml) in Abhangigkeit von LPS dar. Mittelwert + SEM. ** p < 0,01 nach zweiseitigem,
ungepaartem T-Test, n=3.

Die Konzentration des immunsuppressiven Zytokins IL-10 wdoch auch in der
Stimulation mit 10 ng/ml LPS nicht signifikant erh6htot® 3-16).
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Abb. 3-16: IL-10 Konzentration in der Kokultur
Dargestellt ist die IL-10 Konzentration im Uberstand nach Tz-Kokultur mit CGRP-behandelten DC in
Abhangigkeit der LPS Kostimulation. Mittelwerte + SEM fiir n = 5.

Ab einer bestimmten Starke der LPS-Stimulation der BMD®@ahrend der
Allergenaufnahme kommt es somit durch CGRP zu einer Imbige der

Tz-Aktivierung und Proliferation, sowie zu einer Induktiogukatorischer T-Zellen.

3.7. Modulation der DC-vermittelten Induktion einer allergischen

Atemwegsentziindung durch CGRRn vivo

In einem adoptiven Transfermodell wurde die Relevanz deshd0GRP verédnderten
DC-Funktion fir die Induktion der allergischen Atemwegzandung in vivo
untersucht. Die Sensibilisierung der Tiere erfolgt iesdm Modell durch Transfer
Allergen-beladener DCs in die Lunge. Durch die nachfalgeninhalative
Allergenprovokation wird eine akute Atemwegsentziindung induziseses Modell
bietet die Mdglichkeit einer gezielten Modulation der DAs CGRP vor dem Transfer.
Somit kann eine veranderte Auspragung der allergischen Adgsamtzindunm vivo
direkt auf die CGRP-Modulation der DCs, nicht aber weitelmmunzellen,

zuruckgefuhrt werden

3.7.1. Etablierung des Modells

Ein Vergleich des intrapharyngealen (i.ph.) und inactealen (i.t.) Transfers von DCs
in naive Mause zeigte, dass bei beiden Techniken die trentda CFSE-markierten
BMDC 36h nach Transfer im Lungengewebe detektierbar wahbb. 3-17). In den

mediastinalen Lymphknoten (medLN) sowie in den axillakeamtroll-Lympknoten
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(axLN) waren keine BMDC vorhanden. Da die Zahl der inldemge detektierbaren
transferierten DC vergleichbar war (5,1 % i.ph. vs. 4.p0), die i.ph. Applikation

jedoch weniger Belastung fur die Tiere bedeutet, wurde mheitelie i.ph. Applikation

verwendet.
Lunge med LN ax LN
i.ph. S 1 Sax e
51% 04% | | 0,5 %
i.t. .
A | b
4,0 % 0,3%
CFSE

Abb. 3-17: Vergleich des Transfers von CFSE-markier ten BMDC durch i.ph. und i.t. Applikation
Dargestellt ist das Fluoreszenzsignal im Lungengewebe, mediastinalen Lymphknoten (med LN) und
axillaren LN (ax LN) 36 h nach intrapharyngealem (i.ph.) bzw. intratrachealem (i.t.) Transfer der CFSE-
fluoreszenzmarkierten BMDC.

3.7.2. Etablierung der optimalen Stimulationsbedingungen zur Untesuchung

des CGRP-Effektes auf die DC-vermittelte allergische Imunantwort.

Ausgehend von den Ergebnissen otewitro Versuche, wurde fir die Stimulation der
zu transferierenden DCs die Konzentration von CGRigesetzt, die deren Reifung
effektiv und spezifisch modulierte (20) (siehe Blockierungsexperiment Abb. 3-11).
Da in vitro die ausgeloste T-Zellantwort jedoch abhéngig von der Stéekel PS-
Kostimulation der BMDCs wahrend der Allergenaufnahme warden diese LPS-
Konzentrationen auch inm vivo Ansatz getestet. Als Kriterium fur die Auswahl der
optimalen LPS-Konzentration wurde die Infiltration ewghiler Granulozyten
analysiert, da diese als charakteristisches Merkmal dlenten allergischen
Atemwegsentztiindung definiert ist. In allen Versuchsansatxear in der
bronchoalveolaren Lavageflissigkeit (BALF) in der Puogitippe eine erhdhte Zahl

eosinophiler Granulozyten zu beobachten, welche bgimliLPS am starksten anstieg
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(9,6 +1,6 (POS) vs. 0,3 +0,4 x“1dl (NEG)) (Abb. 3-18, A). Dosisabhéngig von der
verwendeten LPS-Konzentration war ebenfalls ein Einstteatrophiler Granulozyten
vorhanden (4,5/8,3/14,4x®l fur 0/1/10 ng/ml LPS) (Abb. 3-18, B). Die
CGRP-Behandlung bei 1 ng/ml LPS-Kostimulation der Dt zu einer signifikant
reduzierten Infiltration eosinophiler Granulozyten (222 (CGRP) vs.
9,6+1,6 x1f&/ml (POS)). Die Zahl der neutrophilen Granulozyten blieb dabe
unverandert. Bei 10 ng/ml LPS war die Reduktion der eosinap@itanulozyten durch
CGRP nicht mehr statistisch signifikant. In der Gruppe eolrPS wurde die
Eosinophilen- und Neutrophilen-Zellzahl nicht von CGRP béaessf.

Diese Daten reflektieren, dass auohvivo die modulatorischen Effekte von CGRP
abhéngig von der LPS-Konzentration sind. Da bei Stinmrdater BMDCs mit 1 ng/ml
LPS-Kostimulation CGRP den starksten Effekt auf dialttation der eosinophilen
Granulozyten aufwies, wurde diese Versuchsbedingung fér whiterenin vivo

Experimente gewahlt.
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Abb. 3-18: Infiltration eosinophiler und neutrophil er Granulozyten

Dargestellt ist die Zellzahl eosinophiler Granulozyten (A) und neutrophiler Granulozyten (B) in der
bronchoalveoldaren Lavagefliissigkeit (BALF), jeweils fir die Negativkontroligruppe (NEG, n =2),
Positivkontrollgruppe (POS, n = 3) sowie die CGRP-Behandlungsgruppe (CGRP, n = 3) in Abhangigkeit
der bei der BMDC-Stimulation verwendeten LPS-Konzentration. Mittelwerte + SEM. ** = p < 0,01 im
Vergleich zu POS nach ANOVA und Dunnett’s Test.

3.7.3. Modulation der DC-vermittelten Induktion einer allergischen

Atemwegsentziindung durch CGRP in vivo

Die in vivo Effekte der CGRP-Modulation der DCs, bei Kostimulatioh Img/ml LPS,
wurden in einer weiteren Studie genauer untersucht. Dagdiffalzellbild der BALF
bestatigte die in der Vorstudie beobachtete Induktion derasloam von
Entziindungszellen. Die Positivkontrollgruppe wies eine Hafithn von Eosinophilen
(11,2 +1,4 x 16ml), Neutrophilen (10,1+1,0x #nl) und Lymphozyten
(1,2+0,2x 16/ml)  (jeweils Mittelwerte + SEM) auf, welche in der
Behandlungskontrollgruppe durch Dexamethason reduziert war AD®).

Die CGRP-Stimulation der DCs fiihrte im Vergleich Rarsitivkontrollgruppe zu einer
stark reduzierten Infiltration von Eosinophilen (6,6 + 1 88%ml) (Abb. 3-19). Die
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Infiltration der Neutrophilen (11,4 + 0,9 x ¥Ml)und Lymphozyten (0,8 + 0,2 x Y@nl)

blieb dabei unverandert.
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Abb. 3-19: Zelldifferenzierung der bronchoalveolare  n Lavageflussigkeit (BALF)

Dargestellt sind Mittelwerte + SEM fir Negativkontrollgruppe (NEG, n = 5), Positivkontrollgruppe (POS,
n =12), CGRP-Behandlungsgruppe (CGRP, n=12) und Dexamethason-Kontrollgruppe (Dexa, n=7).
*** = p < 0,001 im Vergleich zu POS nach ANOVA und Dunnett’s Test.

Diese durch CGRP reduzierte Infiltration eosinophiler Giazyen, spiegelte sich
auch in der histologischen Untersuchung von Lungenkryosehndar. In der POS
Gruppe war das Entzindungsbild mit einer prominenten peribrdechiand
perivaskularen Infiltration von Entzindungszellen starkgapsigt. Dagegen war
sowohl bei CGRP als auch Dexa die Infiltration modategepragt (Abb. 3-20).
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Abb. 3-20: Lungenhistologische Untersuchung

Dargestellt sind représentative Lungenkryoschnitte nach Hamatoxylin/Eosin (HE)-Farbung der
Negativkontrollgruppe (NEG, n =5), Positivkontrollgruppe (POS, n=12), CGRP-Behandlungsgruppe
(CGRP, n = 12) und Dexamethason-Kontrollgruppe (Dexa, n = 7). VergréRerung 10x, Maf3stab = 100 pm.

Im Uberstand der BALF wurden die Th2-assoziierten Zytokind, IL-5 und IL-10,
sowie die Thl-assoziierten Zytokine IRN-und IL-12, als auch generell
proinflammatorische Zytokine ILf, KC, TNFa und IL-2 gemessen (Abb. 3-21). In
der Positivkontrollgruppe war im Vergleich zur Negativkohgymppe ein durch die
allergische Atemwegsentziindung bedingter Anstieg von IL-8, IFN-y, I1L-12, IL-2,
KC und IL-13 messbar. In der CGRP-Behandlungsgruppe waren die Konzemtra
dieser Zytokine unverandert. Interessanterweise war clieddurch CGRP die
Konzentration des immunsuppressiven Th2-Zytokins IL-10 in BALF deutlich
erhoht (23,6 +85 (CGRP) vs. 3,6+22 (POS) pg/ml) (Askl). Durch
Dexamethason wurde eine Reduktion der Zytokine IL-4, ILFN-, IL-13 und
TNF-a erzielt, die jedoch nicht mit einer Induktion von IL-1@lerging.
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Abb. 3-21: Zytokine der bronchoalveolaren Lavagefli  ssigkeit (BALF)

Dargestellt sind Mittelwerte + SEM fir Negativkontrollgruppe (NEG, n = 5), Positivkontrollgruppe (POS,

n = 12), CGRP-Behandlungsgruppe (CGRP, n = 12) und Dexamethason-Kontrollgruppe (Dexa, n = 7). *;**
= p < 0,05; 0,01 im Vergleich zu POS nach ANOVA und Dunnett’s Test.
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Zur weiteren Charakterisierung der vivo induzierten Immunantwort, wurden die
mediastinalen Lymphknoten isoliert und die Zellen vitro mit dem Allergen
Ovalbumin restimuliert. Die Analyse der Zytokinantwareigte eine dominante
Ausschattung der Th2-Zytokine IL-4, IL-5, IL-10 sowie des Thiekines IFNy.
Weiterhin waren IL-12, IL-f, KC und TNFe messbar (Abb. 3-22). In der CGRP-
Gruppe war keine signifikante Verdnderung der Zytokinantworh raliergen-Re-
exposition vorhanden (Abb. 3-22). Die Konzentration ariOLwar tendenziell erh6ht
(2970 + 489 (CGRP) vs. 1845 + 169 (POS) pg/ml) (p = 0,056).
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Abb. 3-22: Zytokinkonzentration nach Restimulation von Zellen aus mediastinalen Lymphknoten

Die aus mediastinalen Lymphknoten (MLN) isolierten Zellen jedes Tieres wurden in vitro mit 100 pg/ml
Ovalbumin restimuliert und 3d kultiviert. Negativkontrollgruppe (NEG, n = 5), Positivkontrollgruppe (POS,
n =12), CGRP-Behandlungsgruppe (CGRP, n=12) und Dexamethason-Kontrollgruppe (Dexa, n=7).
Dargestellt sind Mittelwerte + SEM. *;** = p < 0,05; 0,01 im Vergleich zu POS nach ANOVA und Dunnett’s
Test.

Um einen Effekt von CGRP auf die von DCs vermitteltes®lisierung zu prufen,
wurden im Serum die allergenspezifischen Antikbrper @ua-IgE, -IgG1 und -IgG2a
analysiert. Die Antikorpertiter von Ova-spezifischegE |l und 1gG2a lagen zum
Analyse-Zeitpunkt (Tag 13 nach Sensibilisierung) jedoch nacterhalb des
Detektionslimits (16 U/ml fur IgE und 31,25 U/ml fur IgG2a, Dat@cht gezeigt).
IgG1 war detektierbar (Detektionslimit 31,25 U/ml), zeigtdgch keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Gruppen (Daten nicht gezeigt).
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4. Diskussion

In der vorgelegten Arbeit wird die Immunmodulation von D@urch CGRP als ein
neuer Mechanismus einer neuroimmunen Interaktion in ddergsichen
Atemwegsentzindung beschrieben. Die wesentlichen Ergedassen sich wie folgt
zusammenfassen: (1) Lungen DCs exprimieren funktionelle RER&eptoren; (2)
CGRP inhibiert die Uber TLR induzierte Reifung von DCs undtfidlamit zu einer
verminderten T-Zellaktivierung und Proliferation, sowie ziner Induktion
regulatorischer T-Zellen; (3) diese inhibitorischen Effeki@renin vivo zu einer

verminderten Ausbildung einer allergischen Atemwegsentzighdun

Im ersten Abschnitt wurde die Expression von Neuropepggteren auf Lungen DCs
untersucht. Dies basierte auf unseren vorangegangenen Stwdlehe zeigten, dass
pulmonale DCs unterhalb der Atemwegsmukosa in engem ighenl Kontakt zu
sensorischen Neuronen liegefi® Die Kontaktstellen zwischen den DCs und
sensorischen Neuronen bilden keine Synapse im zellpbg&chen Sinn, stellen aber
eine Basis fur eine Kommunikation durch neuronal ausgestailitsliche Mediatoren
wie CGRP dar. Studien im Mausmodell zeigen, dass diekidbsation von DCs und
sensorischen Neuronen im Rahmen einer allergischemwégsentziindung verstarkt
ausgepragt ist. Neuropeptide, die terminal in den Neuronetisieka sind, werden
unter inflammatorischen Bedingungen vermehrt exprimied aosgeschittet, und
vermitteln die neurogene Entziindufif® Darauf basierend entstand die Hypothese,
dass eine funktionelle Interaktion zwischen Nerven und ,D@smittelt Uber

Neuropeptide, in der Pathogenese des allergischen Astbleaant sein kbnnte.

Die vorgelegten Daten zeigen, dass fur das Neuropeptid C@GRRentsprechenden
Rezeptormolekile, v.a. des hochaffinen Rezeptors (CRURIRR von Lungen DCs
exprimiert werden und somit die molekularbiologische \esatzung fir eine
funktionelle Modulation gegeben ist. Der Vergleich derzdépgorexpression im
Tiermodell der allergischen Atemwegsentziindung ergab eingiveedegulation der
Transkription des CGRP Rezeptors in Lungen DCs aus zuitoreinem Allergen
sensibilisierten und provozierten Tieren im Verglemh unbehandelten Tieren. Dies
konnte, basierend auf den in der allergischen Entzindumghten CGRP-
74,75;116-119

Konzentrationen , eine Herunterregulierung im Rahmen einer fir CGRP-

Rezeptoren beschriebenen Liganden-aktivierten Desensihilig des Rezeptors
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darstellen*?°*?! Bei G-Protein gekoppelten Rezeptor@frotein coupled receptors,
GPCRs), deren Familie der CGRP Rezeptor angehort, keme solche
Desensibilisierung neben Internalisierung des Rezeptgulexes von der
Zelloberflache auch mit einer transkriptionellen Riickrieguhg einhergehetf? Eine
Rezeptor-Desensibilisierung, hervorgerufen durch die inthrAa beschriebene
vermehrte Ausschittung von CGRP, kdnnte somit zum Merdies tolerogenen
Wirkung fuhren und somit zur verstarkten Immunantworitrégen. Die klinische
Relevanz solcher Mechanismen wird am Beispiel fdehdrenorezeptoren, ebenfalls
GPCRs, deutlich. Diese werden in der Asthmatherapi@.a®/mpathomimetika als
Bronchodilatatoren eingesetzt. Studien zeigen jedocls dafgrund einer Rezeptor-
Desensibilisierung bei Langzeitanwendung ein Verlustlteapeutischen Wirkung bis
hin zur Verschlechterung der Asthmasymptome eintreten  kanmit?t
Interessanterweise vermittelt CGRP aul3erdem eine Egglation der Substanz-P-
Rezeptorexpression sowohl auf mMRNA als auch Proteinebeharigengeweb&>. Da
Substanz P im Gegensatz zu CGRP als immunstimulatdsassthrieben wird?®*2’
sprechen die vorliegenden Daten fur eine Veranderung ddad€sied von CGRP vs. SP
durch transkriptionelle Regulation. Inwiefern die untélammatorischen Bedingungen
ebenso erhoht vorliegenden SP-Konzentrationen entspmechdie CGRP-
Rezeptorexpression steuern ist bislang unklar. Eine thersg®itintervention der
Rezeptorregulation wére uUber die bei der CGRP-RezeptomBibsisierung
beteiligten RB-Arrestin méglich®. B-Arrestine sind regulatorische Proteine die neben
der Internalisierung auch an der Signaltransduktion vonR&Piaeteiligt sind. Dabei
wird auch eine Funktion in der Transkriptionsregulatioia. wird eine Interaktion mit
demcAMP-responsive element-binding protein (CRE&chrieber?’?® Die Balance
zwischen G-Protein-vermittelter unfl-Arrestin-vermittelter Signaltransduktion als
Interventionspunkt therapeutischer Rezeptorliganden wird akiméérsucht?° und
ware aufgrund der hier vorliegenden initialen Daten ewithaeine Option in der

Asthmatherapie.

Welche funktionelle Konsequenz eine Aktivierung der CGRP-RReren auf die
Funktion von Lungen DCs hat, konnte in der vorliegen@&undie jedoch nicht
abschliel3end evaluiert werden. Der Isolationsprozess dizwex vivoKultur fihrte zu
einer starken Aktivierung der Lungen DCs, die durch eine zZligé Stimulation mit

LPS nicht weiter auslenkbar war. Da somit eine potéstienmunmodulation nicht
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analysierbar war, wurde als Modellsystem fur die waeiter&unktionellen
Untersuchungern vitro generierte BMDCs verwendet. Zum einen ist fur diese die
Expression des CGRP-Rezeptors beschrieBerwelche auch in der vorliegenden
Arbeit bestatigt werden konnte, zum anderen kommt es iilieitgen sensibilisierten
und provozierten Tieren zum massiven Einstrom von DCaudelzellen aus dem
Knochenmark®®. Des Weiteren konnten die BMDCs experimentell sowohl
stimulatorisch als auch inhibitorisch moduliert werdengd waren somit geeignet fur

die Analyse immunmodulatorischer Effekte durch CGRP.

Bei der Stimulation der BMDCs mit CGRP allein, waremke=ffekte durch CGRP zu
beobachten. Erst bei einer Kostimulation der Zellerchld:O ng/ml LPS, wurde durch
CGRP eine Inhibtion der Ausreifung der Zellen beobachBese Ergebnisse
entsprechen Transkriptionsanalysen, welche eine negategul®ion von TLR-
Signalen durch CGRP in BMDCs aufzeigtei**X Die Analyse der DCs-
Oberflachenmarker ergab eine CGRP-vermittelte Inhibitiom HES-induzierten
Expression der kostimulatorischen Molekile CD86 und CD40t fedoch von CD80.
Ahnliche Ergebnisse wurden bereits fiir humane, aus Monceggesrierte DCs
gezeigt, welche eine Inhibition der LPS-induzierten Expression HLA-DR und
CD86 zeigten, CD80 und CD40 wurden dabei jedoch nicht analySleBei humanen
PBMCs wurde eine ebenso differenzierte Modulation der ril@lobenmarker
beobachtet. CD86 war in der genannten Studie auf PBMCs di@RP ebenfalls
reduziert, wahrend CD80 unverandert bfi#h Die Expression von CD86 und CD80
als Kostimulatoren ist fur eine effektive Antigenpraséioh zu T-Zellen und damit
Induktion einer Effektor-lmmunantwort wichtig®. CD86 fordert dabei die Ausbildung
einer Th2-gerichteten Immunantwort, wahrend CD80 eherr eiffel-gerichteten
Immunantwort zuzuordnen ist. Die durch CGRP induzierte Inhibition CD86, bei
unveranderter CD80-Expression, kbnnte somit die beobaciheminderte Infiltration
von Eosinophilen (Th2-induziert) bei unveranderter Neqatilenzahl (Thl-induziert)
in derin vivo Studie erklaren. Die durch CGRP vermittelte Inhibition D€ Reifung
nach Allergen/LPS-Stimulation stellteinen mdglichen Mechanismus dieser
immunsuppressiven Wirkung von CGRP dar, da fur unreife oder teilweise
ausgereifte DCs eine Induktion von Toleranz statt eingekr-lmmunantwort

beschrieben wird®*3* Diese Annahme wird gestiitzt von Tierstudien, in deriea e
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Inhibtion von CD86 u.a. zu einer Reduktion der eosinophilentration in der
allergischen Atemwegsentziindung fiitrte

Damit Ubereinstimmend wam vitro die antigen-spezifische T-Zellantwort nach
Kokultur mit CGRP-behandelten BMDCs vermindert. Diest konsistent mit
Beobachtungen bei humanen PBMCs und generierten DCs& sawgerhans-Zellen
109:110:132:136 pje verminderte T-Zellproliferation lieR sich aufe stark verminderte
Aktivierung der T-Zellen (Expression von CD25) zurlckfihreml zeigt somit eine
funktionelle Relevanz der inhibitorischen Wirkung von CGRPdiér Auspragung der
T-Zellantwort.

Ein Mechanismus der DCs-vermittelten Toleranzentwidklust die Induktion von
regulatorischen T-Zellen (T redj. T reg sezernieren das immunsuppressive Zytokin
IL-10 und supprimieren die Infiltration eosinophiler Granyten ?°. Entsprechend
wurden in der durchgefiihrtem vivo Studienach Transfer von CGRP-behandelten und
somit unreifen DCs, eine erhOhte Konzentration aflOLin der BALF gemessen.
Interessanterweise konnte in denvitro Experimenten nach Stimulation mit CGRP
weder von DCs, noch von T Zellen eine signifikant erédht10 Sekretion festgestellt
werden. Ubereinstimmend dazu sind in der Literatur bessdniein vitro Studien,
welche ebenfalls keine Veranderung beziiglich der IL-10 Kdretion detektiertef’.

Die hier vorgelegten Daten indizieren, dassidieitro fehlenden Effekte beziglich der
IL-10 Mengenin vivo durchaus relevant sind. Die Diskrepanz zu den in der BALF
erhohten IL-10-Konzentrationen konnte auf einem additiZéfekt beruhen, da IL-10
in vivo sowohl von regulatorischen T Zellen in der Lunge, tgenen DCs, sowie
plasmazytoiden DCs produziert witg*!2

Dennoch konnte in dem vitro Experimenten eine signifikant verstérkte Ausbildung
von regulatorischen T-Zellen nach Kokultur mit CGRP-bbeledten DCs gemessen
werden, welche in Zusamenhang mit der beobachtetentmmider T-Zellaktivierung
und Proliferation stehen konnte. Inwiefern T negivodurch CGRP induziert werden,
ist jedoch unklarln vivo erhaltenDCs neben der Stimulation in der Peripherie auch
wahrend der Migration zum Lymphknoten Signale, welclee Idduktion von T reg
beeinflussen, und dieser Prozess ist in den Kokultureraebklassigt.

Eine Untersuchung der Rolle der T reg in der CGRP-veriteitte/erringerung der
Atemwegsentziindung muss in weitenenvivo Studien ermittelt werden. Die hier
gezeigten Ergebnisse deuten darauf hin, dassnaievo beobachtete Reduktion der

Atemwegsentziindung durch die tolerogene Wirkung des CGRiteaBMDCs lber T
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reg und IL-10 Sekretion vermittelt wird. Dies wird durch Stadwit dem ebenfalls als
tolerogen beschriebene Neuropeptid VIP gesttzt, welcltedem Reifung humaner,
aus Monozyten generierten DCs interferiert und Ubedratlektion regulatorischer T-
Zellen immunsuppressiv wirke".

Da die im Tiermodell beobachtete Suppression der eosinophféimation durch
CGRP-behandelte DCs, nicht von einer unausgewogenen Gdgdemread.h.
Infiltration neutrophiler Granulozyten, begleitet wurdet eine therapeutische
Anwendung prinzipiell denkbar. Die vorgelegten Ergebnissenhiadten jedoch
versuchsbedingte Limitationen. So wurde im vorgestelltemniodell die Induktion
einer allergischen Atemwegsentziindung durch CGRP-beharid€l vermindert, wie
dies auch fiir IL-10-stimulierte DCs beschrieben wutife Firr diese wurde jedoch
gezeigt, dass bei therapeutischer Intervention in dereitbe etablierten
Atemwegsentziindung keine erfolgreiche Immunsuppressiorteveiglen konnte>*.
Es ist in zukinftigen Studien zu prifen, ob CGRP-behand2@s auch in der
etablierten Atemwegsentzindung eine tolerogene Wirkung ansubies kdnnte
anhand eines erweiterten Transfermodelles untersucht myerdedem nicht die
Sensibilisierung, sondern die Allergenprovokation tbean$fer von mit Allergen-
beladenen DCs induziert wird, und entprechend mit der CGRBA8&mg der DCs
interveniert wird. Alternativ ware eine direkte Applikati von CGRP bzw.
stabilisierten Agonisten denkbar. Jedoch ist unklar, éfevh die hier vorgelegten
Ergebnisse direkt auf eine Modulation von Lungen DCs (duglvar sind, da diessx
vivo aufgrund der auftretenden Aktivierung nicht direkt hinsichtliginer

Immunmodulation durch CGRP untersucht werden konnten.

Zusammenfassend zeigen die Daten der vorliegenden Arbegts CGRP eine
immunmodulatorische Funktion ausibt, indem es die ReilomgDCs inhibiert und
somit tolerogene DCs induziert, welche Uber Treg und liofiweise IL-10
wiederum in der Inhibition der allergenspezifischen T-ZeNa&tung und Proliferation
resultiert (Abb. 4).
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Ag + PAMP + CGRP : E

immature DC—» DCreg—| IL-10 mature DC

@ —0— © O
CD4 Treg CD4 Th2

I— IL-10

Abb. 4: Schematische Darstellung des immunmodulator ischen Effekts von CGRP

Das von sensorischen Neuronen ausgeschiittete CGRP inhibiert die durch Allergen + PAMPs (z.B. TLR-
Signale) induzierte Reifung von DCs. Dies resultiert in einer verminderten allergenspezifischen T-
Zellantwort aufgrund der reduzierten Tz-Aktivierung und Proliferation. Durch die von unreifen DCs
induzierten regulatorischen Tz (T reg) und Sekretion des immunsuppressiven IL-10 durch T reg und DCs
wird die allergenspezifische Tz-lImmunantwort weiter supprimiert.

Die tolerogenen Effekte von CGRP wirkten sich dabei dief Ausbildung einer
allergischen Atemwegsentziindung aus und stellen someneipotentiellen
Mechanismus einer neuronalen Steuerung der lokalen Imnwmiamh der Lunge dar.
Im allergischen Asthma konnte Uber eine Regulation dereptorexpression die
tolerogene Wirkung von CGRP verloren gehen. Dieser Veflangspunkt neuronaler
Prozesse mit immunologischen Ablaufen stellt eineremallen Angriffspunkt far
neue Therapeutika dar, insbesondere da sowohl immunologiésheich neuronale

Dysfunktionen in der Asthmapathogenese involviert sind.
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