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1.1 Kurzzusammenfassung

Asthma bronchiale als chronische Erkrankung demftege stellt mit einer Pravalenz von 10% in der
industrialisierten Welt eine globale 6konomische utinische Belastung dar. Obwohl die Kenntnisse
und die Therapiemdglichkeiten dieser atopischedfkung der Atemwege sich in den letzten Jahren

stark verbessert haben, sind viele Fragen zur@&misg dieser Krankheit bisher ungeklart.

In der vorliegenden Arbeit gehe ich diesen Fragehrund untersuche die Wirkung von Interleukin-4
(IL-4) auf alveolare Typ 2 Epithelzellen (AECII) oher Sensibilisierungsphase in vivo und in vitro.
Hierzu sensibilisierte ich Mause eines Toll-LikezBptor 4 (TLR4) -defizienten Mausstamms mit
Ovalbumin (OVA) in Gegenwart von IL-4. In diesem &&l, das zu einer starken
eosinophilenreichen T-Helferzellen Typ 2,@) -gerichteten Atemwegsentziindung fihrt, wurden
AECII wahrend der Sensibilisierungsphase durchiyissnetrisch isoliert und die differentielle
Genexpression dieser Zellen mittels Microarray-hetbgie und Real-Time
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) bestimmt. Durclsali8tudien konnten Gene identifiziert werden,

die bei der Etablierung eines ,pro-inflammatoristhBhanotyps in der Lunge beteiligt sein kdnnen.

Zudem wurde die Wirkung von IL-4 auf AECII in einem vitro Ko-Kultur-System untersucht. In
diesem  System  kultivierte ich  antigenprdsentierende Zellen zusammen  mit
T-Zellen, die einen OVA-spezifischen T-Zell Rezeptiagen auf einer murinen Epithelzelllinie, die
Charakteristika von AECIlI aufweist. Ich beobachtetdass AECII eine kontaktvermittelte
inhibitorische Wirkung auf die T-Zellaktivierung dnT-Zellproliferation hatten. Diese Inhibition
stand nicht im Zusammenhang mit einer Induktion dés regulatorische T-Zellen gI)
charakteristischen Transkriptionsfaktor Forkhead B8 (FoxP3). Jedoch fiihrte eine Behandlung der
Epithelzelllinie mit IL-4 zu einer starken Vermindeg der inhibitorischen Wirkung und einer
Induktion des kostimulatorischen Molekiils Glucommid-induced TNFR-related Protein Ligand
(GITR-L).

Die hier aufgeflihrten Ergebnisse gewahren Einbliokdie Rolle von Epithelzellen bei pulmonalen
Sensibilisierungen und zeigen den Einfluss von lau# diese Phase allergischer Erkrankungen. Die
Erkenntnisse dieser Arbeit kdnnen als Anhaltspurfiite zukinftige Friherkennungsmafinahmen
dienen und die Entwicklung von Praventionsstratedi@ atopische Erkrankungen, wie Asthma

bronchiale férdern.



1.2 Abstract

Bronchial Asthma is considered a chronic diseasth®fairways. With a prevalence of 10% in the
industrialized world, it represents an economicat &linical thread, worldwide. Although, the
understanding and treatment strategies of asthrpeoirad increasingly over the last years, we still

need to learn more about the early phases of thiscadisease.

In the present thesis, | examined the influenck@f on AECII during the sensitization phase, inwi

and in vitro.

For this purpose, | sensitized mice of a TLR4-defit mouse strain for OVA in the presence of
IL-4. In this model, characterized by an eosindphily2-biased pulmonary inflammation, AECII
were isolated. In these studies, several genedldoeilidentified via Microarray-Technology and

Real-Time PCR Analysis, which possibly promote “prfflammatory” processes in the lung.

Moreover, the influence of IL-4 on AECII was studliem an in vitro co-culture system. Antigen-
presenting cells presenting OVA were co-cultivatedether with antigen-specific t cells in the
presence of a murine epithelial cell line, showaigracteristics of AECII. In this system, | could
observe a contact-mediated inhibitory effect of #thelial cells on the t cell activation and
proliferation. This effect was not associated toimatuction of the ke.gCharacteristic transcription
factor FoxP3. However, treatment with IL-4 attergathe inhibitory effect of the epithelial cellsdan

induced surface expression of the co-stimulatoriemde GITR-L.
My results grant new insights into the role of beilial cells in pulmonary sensitization and show th

influence of IL-4 on this phase of allergic diseasEhe given findings contribute to the development

of future strategies for early recognition and pr@ion of atopic diseases, like bronchial asthma.

2. Schlagworter / Key Words:

Sensibilisierung, Epithelzellen, Asthma Bronchiale

Sensitization, Epithelial Cells, Bronchial Asthma



3. Inhaltsverzeichnis

1.1 KUrZZUSAMMENTASSUNG ......ceiieeeeee s e eeeessssnsttteeeeaeeessnsnssneeeaessnsssssneereeeessenssnsssneneeeeenns 3
A 011 (=T PP PP PP PP PPPPPPPPPR 4.
2. SChIagWOIET / KEY WOIUS: ....iiie ettt eie et s ettt e e e e e e et e e e s st er e e e e e e e e nssnneaeeneaeenans 4
3. INNAISVEIZEICANIS ...ttt e e an e 5
A VIZEICNNISSE. ...ttt ettt ettt e e et e e e et et e et s eh et e s bt e e e b e nn s 9
O Y o] U 4 U L0 ESY =T 7= o] ] ] 9
4.2 TabelleNVEIZEICNNIS .....coiiiiiii e 17
ZC RN o] o]1o 18] g otV =T =1 ol o] 1= SRR 18
B EINIEITUNG e 20
LT ] 1= (1 o PSP 20
5.1 Adaptive und angeborene IMMUNIAL ........ccccoeieeie i e 20
L N | 1= o= S 20
5.2.1 TYP-1-REAKLONEN........uiiiiiiiriieetmmmmsceeteteateababeeatabaeesesssesnasnsessesessessssnssessssnssnnes 21
5.3 ASthmMa BroNCRIAIE .........ooiiiiiiie e e e 23
5.4 Sensibilisierungsphase einer IMmuNreaktion............cccvvviviireen e 24
5.4.1 T ZellpOIariSIEIUNG .....cceiiiiiiiie i eeeeeeteiieietiabiet bbbt s sasnsessesessessesessessesnsrnnes 25
Lot It T I = T o P PP 25
B5.4.1.2 TH2 ZEIIEN ...t ettt ettt e ettt e st e e e abbeeee e 26
5.4.1.3 RegulatoriSChe T ZEIIEN........ ... eeeeeeieeeiieiiiieeieeieieeieeeeresrereereeeeeesaeseaaeaeaseaeesaeees 26
LT 1] 0] 1 ] = 1 28
5.6 Einfluss der Epithelzellen auf die pulmonalesglisierung............ccccccveeviivieiieeveeiiiininnns 30
5.7 Ziele der vorliegenden ArbDEITt .........oi e e 35
6. Material UNd MELNOTEN ........ooii e e e e e e e e e s e sanbr e e e e e e e e e s aanes 36
N Y = =T T | PO PT PR UPPUPPPPPTPPN 36
oI I R O =T 4 1= = o O OO U PP PP TPPPPPN 36
B.1.2 GBIALE .....eiiiiiiiieieeiee ettt eeeee e R a e Ernrnrrar i nree 38
6.1.3 VerbrauCNSMALErIial ............cooiu ittt eere e e e e e e e e 39
L @ ] o o 101 (= To £ o = USSP 42
T I AN 1] o] o= RS 43
6.1.7 ENZYMKONJUGALE .....vuveiiitiiiiiiiiiimmmmeme et e eeeee s te e e e et e et et ettt e et et e et e ar e e e e s s e s et e e saesasaeaaaaaaaeaeas 46



6.1.6 LOSUNGEN UNA MEAIEN ...t oceeee et e ee e s e e e e e e e e nnnenaeeas 46

T80 O A Q) 7SR USOUSRSPRI 46
B.1.8 VEISUCKNSLIEIE ...t ceeeeeme ettt ettt e e e eeseb e e e e e e e s e bbreneeeeaeeeaans a7
B.1.9 SOTIWANE ... .eeieeeeie e ettt e e ettt e e e e e et bbbttt e e e e e e e s habbbe et e e e e abbeeeeaeeeeeaaaannrrnreeaaeeasaaan 47
6.2 MELNOAENN ...ttt e e e e s e e b e ne e e e e s s et e e et ee e e e e enbbbreneaeeaeaas 48
6.2.1 Molekularbiologische MethOden ...t 48
6.2.1.2 1S01AtioN VON RNA .....eiiiii i eeeem ettt e e e e eeb e e e e e enab e e e e e e e e s e s annnreeeeeens 48

6.2.1.2 Synthese von komplementérer DNA (cDNA) HdiuReverse Transkription von RNA ... 49

6.2.1.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ....cccceeerrrriiriiiuiieiiiiiieriiriiieiirieriermreeeeseeeeeeeseeee 50
6.2.1.4 Relative Quantifizierung von Zielgenen sigtRealTime-PCR ...........ccccvvvvvvvviiiinns 51
6.2.1.5 Gelelektrophorese VON DNA-FragmMeENteN mm .eeeeeeeeeeriiiieireeeeesieeeieeieeensseeeeens 52

6.2.1.6 Herstellung eines Gesamt-Proteinextraktiatischen Zellen ...............cccccoeee s s, 52

6.2.1.7 Proteinmengenbestimmung mit Bicinchinorns@BICA)-Kit...............ccccoeeeeeee e, 52
6.2.1.8 SDS-Polyacrylamid-GeleleKtrophOreSe ...uee.vvveviieeeie i 53
6.2.1.9 WESEEIN BIOT.......eiiiiiiiiii e eee ettt 54
6.2.1.10 MIKrOarrayan@lYSE .........uuueeiiiieeiaaereeeeeesesiieeaeeeeaeesssenebeeeeeeeessanreeeeeeeesannssnneeeaeens 55
6.2.2 ZEIIKUITUT ...ttt sttt et e bbbt eem e e ea e e e s e e e nn e e e e 56
6.2.2.1 Kultivierung priméarer muriner Zellen und mimer Zelllinien .............cccccceveeiiiiceennes 56
6.2.2.2 Einfrieren und Auftauen VON LA4 Zell@N . ...cuveiiiiiiiiiiiiie e 56
6.2.2.3 Generierung von dendritischen Zellen ausnmam Knochenmark ........................... 57.
6.2.2.4 Herstellung von Einzel-Zellsuspensionenmausnen LUNGeN...........ccccvveveeeereeiieenee 57
6.2.2.5 Isolation von murinen SPIENOZYIEN ...cceeeeiiiiii e 58
6.2.2.6 Zellzahlbestimmung vitaler Zellen ..., 58
6.2.3 ImmMuNOlogisChe MethOUEN ........ ..t 59
6.2.3.1 Anreicherung von CD4+ Primarzellen aus mamiSplenozyten...........ccccccccveeeiii 59.
6.2.3.2 Anreicherung von antigenprasentierendeleZelus murinen Splenozyten................... 60
6.2.3.3 Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung (FACS..... ..o 60
6.2.3.4 Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung azaldtion von AECIH ........coeeeeviiiiiiiiiiien. 62
6.2.3.7 Messung der T-Zell Proliferation ... esceee e 62
6.2.3.5 Nachweis von Zytokinen und Immunglobulingittels ELISA ...........ccccvvvvvvvvviininnnns 63
6.2.4 Tierexperimentelle MethOUEN .......... e e ee e e 65



6.2.4.1 Haltung und Behandlung von Versuchstieren............cccvvee e 65

6.2.4.2 Betdubung durch 1SOfluran-NarkOSe ......ccc..uuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiereree e ee e 65
I G I o110 [ oo e (=] g T PSSP PPPRP 65
6.2.4.4 Intranasale Verabreichung VON ANGIgEN. .ccueei i 65
6.2.4.5 Sensibilisierung und Provokation von C3HVINBUSEN........cccoeeviieeiiieiiieeeeeee e 66
6.2.4.6 Blutentnahme durch Punktion des Herzen............cccceeviieiiiiiiiiin e 67
6.2.4.7 Spilung der Lunge mit PBS zur Gewinnunglwamchoalveoléren Zellen
(Bronchoalveolare LAVAGE) .........cuuviiiiiiecccceee ettt ettt ettt eaeeae e e teeteteeeeaneaeaaeaaaaaaaasaaaasaees 67
6.2.4.8 Pappenheim-Farbung und DifferenzierungB@ahF-Zellen...............ccoocee i 68
6.2.4.9 Entnahme der Lungenfliigel fir die RNA-IHOM...............ccccviiiiiieiiiiiiiiiieeeeeeeen 68
6.2.4.10 ENtNAhMe der MilZ ......cooo it e e e e e 68
6.2.5 StatistiSChe MethOUEN ... e 69
T ETQEDNISSE ..ovviiiiiiiiieieiiieietieeee s ettt et ettt ee et e et ee e et eae et eeeeaeaesaaaaaaeaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaeatareeeeeeeeeeesd 0.7

7.1 Charakterisierung der ,IL-4 abh&ngigen pulmengbensibilisierung” .............ccc.ceeesscuem 70

7.1.1 Infiltration von Eosinophilen in den Bronchelarraum nach Sensibilisierung und
Provokation Mit OVA UNG IL-4........eiiiiie ottt a e e e e e 71

7.1.2 Induktion von Zyto- und Chemokinen nach Sahsierung und Provokation mit OVA und
PR 73

7.1.4 Charakterisierung des BALF-Phanotyps in adersthilisierungsphase der ,IL-4
abhangigen SensibIlISIEIUNG™ ... e e e e e e e e e e e e e e e aaaae e 76

.7.1.4.1 Eosinophile Granulozyten infiltrieren 8ALF bereits wahrend der
SeNSIbIlISIErUNGSPRASE ... ..viiiiii e e e e e 76

7.1.4.1 Eosinophile Granulozyten infiltrieren dialB- bereits wéhrend der
SeNSIbIlISIErUNGSPRNASE ... ..eieiiii e e 77

6.1.4.2 Die Expression des Eotaxin-2 Gens in dasiB#isierungsphase wird durch IL-4
DB BINTIUSST ... e 79

7.2 Genexpressionsanalysen mittels Microarray vBEIwahrend der Sensibilisierungsphase der
IL-4 abh&ngigen SensibiliSIEIUNG .........c.eeeeeieiiiieiii e e e e e e e e 81

7.3 Wirkung von Alveolarepithelzellen Typ 2 ahnkkchLA4 Zellen auf die Aktivierung von TC 89

7.3.1 LA4 Epithelzellen supprimieren die ProliferationnvdC ...............ccccvvvivveeeenniinnnnne. 89
7.3.2 LA4 Epithelzellen wirken Uber Zellkontakt ali¢ T-Zellaktivierung ein ................... 93
7.3.3 LA4 Epithelzellen wirken auch in Kulturen vdo@ mit APC aus der Milz inhibitorisch auf
0Ie T ZEIAKIVIEIUNG ....eeieieeieeeeees et emme et e e e e ettt e e e e e e s sttt e e e e eesaneeeeeeeeesannnsannneeaaessaans 94
7.3.4 LA4 Epithelzellen beeinflussen den Aktivieggrustand von TC .........ccccceeevvievveves e 96
7.3.5 LA4 Epithelzellen induzieren keine FoxP3+ @lgopulation.............ccoeccvvvieerieeennnnns 101



7.4 Die Wirkung von AECII &hnlichen LA4 Epithelzefi auf T-Zellen kann durch Behandlung mit

IL-4 DEEINTIUSST WEITEN ....coeiiiiiiiiiii ettt ettt ettt e e e e e smmne e e e e s e eb b e e eeeeaeeeeannnnes 102
7.4.1 LA4 Zellen bilden CD124 MRNA UNA ProteIN . veiiiiei it 102
7.4.2 Die Behandlung mit IL-4 schwécht die inhibigoche Wirkung von Epithelzellen auf die T-
ZElIProlifEration @I ............uuueiiriiiiei e —————————————————————— 104
7.4.3 LA4 Epithelzellen werden durch geringste yemiL-4 beeinflusst............cccvvveeeee. 105
7.4.4 1L-4 verandert die Expression von kostimuiatthen Proteinen auf der Oberflache
VONLAZA EPItNEIZEIEN ..ot 106

8. DUSKUSSION ..ttt etttk okttt ettt e bt e s et et e ea b et e e et e e e ettt e e e b e e e nnne e s 109

8.1 TLR-unabhéangiges SensibilisierungSmOodell..c..cc...covviei i 110

8.2 KO- KUIUM- Sy S BIM ... oottt me et e e e st e seaeesesaeaessessnsnnnes 117

8.3 ZUSAMMENTASSUNG ... .evviveirrrrtiteess s eeeeeetestesessestssessssssssssssssnnnnneeeaeseeeesereereeeereeeereens 120

9. LiteratuUrangaben ...t e e e e et e e e e s e e e e e e e e 122

O < = 1 0T PRSP PP PPPPP 138

B B = 1] EST= Vo U Vo PP 139

12, LEDENSIAUT ...t e e et e e e e e e e e n e 141



4. \VVerzeichnisse

4.1 Abkurzungsverzeichnis

LGP Regist

B O OO PP PPPPPRN Grad Cessiu
U o PP PPPPPPPPR Microgramm
AECH . Alveolarepithelzelle Typ 1
Y = O | PR Alveolare Typ 2 Epithelzellen
AHR e —— Atemwegshyperreagibilitat
APC e Allophycocyanilintigenprasentierende Zelle
AP S et e ———— e e e e e st e et e e e e e enrneeee e e e annre Ammoniumperoxodisulfat
AU B ——————— Activating transcription factor 3
2 I R Bronchoalveolare Lavage
B A bbb e Bicinchoninsaure
2 1 O PSRRI B-cell leukemia/lymphoma 10
2] PP OUP PP PPPPP Becton Dickinson
B S A e Bovines Serum Albumin
2 0 I SRR B- and T-Lymphocyte Attenuator
074 PSSR beziehungsweise
OO 2 ISP E C-C motif ligand 20
o 1 SRR C-C Chemokinligand 9
O 0 SRR C-C chemokine receptor 3



o 1 C-C Chemokinrezeptor-like 1

o 0SSP komplementare DNA
CFSE oottt e e Carbdxyfrescein Succinimidyl Esther
(O] 01 1 T PR PP TP UOTPPPPPPRPIN Chitinase 3-like 3
ClECAAZ .....oeiii e C-type ieailomain family 4, member a2
ClECAAS ... C-type ieaiomain family 4, member a3
CIT ettt ettt ee ettt e ettt et et et een et e et Quadratzentimeter
O N Kohlendioxid
COPD ..ttt e a e e e e e e e ae s Chronicdstructive pulmonary disease
CRIN A e komplementare RNA
CTLA et e e e e st er e e e e e e naned tGypxic T-Lymphocyte Antigen 4
CXCl-2 e C-X-C Chemokinligand 2
CXCI-3 s C-X-C Chemokinligand 3
CXCI-D e C-X-C Chemokinligand 5
CXCI e C-X-C Chemokinrezeptor 4
DAP ettt et a e e e s e nrnaae e s aan 4’, 6-Diamin-2-phenylindol
D e e e e e e arnne e e e e s e eeaaae s Dendritische Zelle
3 ] PP PPPPPPPPt Digoxigenin
DIMEM .t et e et a e e e e s Datiro’s Modified Eagle Medium
DN A L ——— e e e e e e e e e e e e et e e e e e e et e e e e e e e e et aaaa Desoxyribonucleotide Acid
D\ T SR Desoxyribonukleotid Endonuklease
ANTP e Desoxynukleotriphosphate, Desoxyrilldeotidphosphate
B L s Elektrochemische Lumineszenz

10



5 1 SR Ethylendiamintetraacetat

1 SRR Epidermal Growth Factor Receptor
= o] o USSR Fatty acid binding protein 1
F A C S e Fluorescence activated cell sorting
BB S ittt ——— et e et e et e e Fotales Bovines Serum
O ettt e e e e e Fc-Fragment des Immunglobulin E
I 28 i Fc epsilon receptor I
[ O S PO T PP P T UPTTTPPPPPTPR Fotales Kélber Serum
FOIUD .ttt e e e r e e e b b r e e e e e e e e e annraeeeeas Fetuin &et
T Fluorescein Isothiocyanate
0] = P Fosfomycin resistance protein
0 SO PO PP UPTPPTPPO Forkhead Box P3
FXYDA ... FXYD domain-containing itansport regulator 4
GAPDH ...t GlycerinaldehydgBesphat-Dehydrogenase
G AT AL e ————— ittt ettt ittt ettt ettt e aaaaaaaaaaaans GATA Binding Protein 3
GITR-L et e Glucocorticoid-induced TNFRated Protein Ligand
GIMBH L e Gésehaft mit beschrankter Haftung
GM-CSF ..o Granulocyte and Monocyte-Coloniyralating Factor

[ 21 T Schwefelsaure
o [ I TP PPPPT R RUPPR Salzsfiu
HEPES. ... 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperayl)-ethansulfonséaure
SR Meerrettichperoxidase
L 157 0] 0 PP Heat shock protein 1

11



[ 72 SRR Helmholterrum fir Infektionsforschung

[0 P T PSP P TP PP UPPPP PP mtrasal
ICOS L ittt dircible T-cell co-stimulator ligand
LN Y et et e e e r e et e e e e nnr e e e e s s e b b nrareeaeas Interferon gamma
oSS Immunglobulin E
IgTOPA Insulindilgrowth factor binding protein 4
[ [ Immunglobulin G
Lm0 ettt bbbt ket eennr e E e e a b r e e e e nabreee s Interleukin-10
L L2 ettt ettt et e e oo ook E bbb et et e e e e e e annnEe e e et e ababnreeeeaeeeaaannnnes Interleukin-12
| PP PPPPRP P Interleukin-13
L e T TP TP PP PPPTPTPON Interleukin-1F9
Lo ettt ————— 4+ 444 EE e £t £t e e e e e e b h bttt et e e aaeate e et aeeeeeaabbbnnneaaeeeaaaanns Interleukn-
Lo 3 ettt ettt ———— et t et £ e e 24 oo h R R b b ettt e e e e e s anRnEe e e e e e b aarreeeeaeeeaaannnnes Interleukin-33
| PP PP T PPPPPPPPPPTIN Interleukdn-
ILAIL et et e e e e e r e et e e e eannnr e e e e e e e e e nanne Interleukin-4 induced 1
LoD ettt ———— e E R e e e Re e e b e e e e s b e e an b e e e ann s Interleuk®n-
LB -ttt ettt ———— £+ 444 E e £t £ £ e e o4 e b h b e ettt a2 aeaaRe e et aeeeeeannnbenneaeeeeaaaanns Interleukén-
L8 ettt ettt ———— 44+ 444 E bt £t £ £ e e e e e e b a b e ettt e e aa et e e et aeeeeeaannabnnneaaaaeaaanes Interleukdn-
o PSP Incorpardt
KHC O3 s Kaliumhydrogencarbonat
PP PP PP PP P PP P PUPRPPN Liter
0= o o 1 P LEM domain containing 1
B PRSP PPPPPPPRE Lipopolysaccharid

12



Maltl .. Mucosa associated lymphoid tissue lymphoma togasion gene 1
Y= L2 RSP RURRR Methioe adenosyltransferase Il alpha
VI et 42+ e e et r e e e e e ennne e s Mittlere Fluoreszenzintensitét
0 PSR Milligramm
1Y RS Major Histocompatibility Complex
MHC Tl Major Histocoatibility Komplex Klasse 2
YT o RSP Macrophage anfimatory protein 1 alpha
10 DR PPPPTPR Mitier
10 PR Miltibr
L0011 OO TP TP PP PPPPPTPI Millimolar
Y0 PP Myeloid Differentiation 88
N IO PPPPPPPPPPP Norntéati

I F= O @ PO Natriumcarbonat
NN E= Y4 © Natriumorthovanadat
[N = L T OO PP PP PP PP TPTPP Natriumchlorid
N F= TP TP PTPPPPPPRPPPIN Natriumfluorid
[N F= L L PSS Natriumhydrogencarbonat
N2 Natriumazid
N o= P NF-kappa-B inhibitor epsilon
Lo PP Nanogramm
NHACL ...ttt et b et e e sab et e e e eeeeeabe e e e anrne e e e Ammoniumchlorid
0] 0 PP Nanometer

13



N[ 0 R Nucleotide-Bing Oligomerization Domain

NN (o 1 NADPH oxidase organizer 1
TR Saueffsto
O i ———————— Optische Dichte
L@ TP PP P PP PP PP PU PRI Ovalbumin
PAMP ...t Pathogessociated Molecular Pattern
P B S .t ——————————— bbb —n—— e e e Phosphat-gepufferte Saline
P R i ——————————— et a e e e s e e e Polymerase-Kettenreaktion
P D s Programmed Death 1
P DL it Programmed death 1 ligand
5 I Programmed Death Ligand 1
PD-L2 . Programmed death 1 ligand 2, Prograthdeath ligand 2
e Phycoerythrin
P A bbb ——————eatat ettt teaeetearnreares Paraformaldehyd
POIYIPL oot mrrmne e e e e e e e e e Peptidoglycan recognition protein 1
PO et Polymeric immunoglobulin receptor
PPAR .ottt 1112 a e e e e e e e a e e aaaaaaaaaaaaaas Peroxisomealiferator-activated receptor
P RIR e ————————————————— Pattern Recognition Receptor
RANTES .....ccoooiiiieeeeeees Regulated upotivation normal t-cell expressed and presumabtyeted
RIN A e et mn ettt e e e e e e e e e e e e b et et e e aennr e eeeaaaeasaaaa Ribonucleotide Acid
RINGSE ...t Ribonukleotid Endonuklease
RPMI .ottt Roswell Park Memorial Institute
R SV e e e e Respiratory-Syncytial-Virus

14



LS T siehgéam

S S e ——————— a1ttt et e e e e e e e n e e eeeeneanrearaeeeaeaans Natrium-Dodecyl-Sulfat
SIC2684 ..ot Solute carrier family 26, member 4
] (o152 V2 O F- lige carrier family 6, member 20A
ST AT L e Signal Transducer and ¥eator of Transcription 1
ST AT S e Signal Transducer and Aattiiv of Transcription 5
STATOG Signal Transducer and atior of Transcription 6
T A E e e Tris-Acetat-EDTA

ToDB e T-celexific T Box Transcription Factor
I PSPPSR T-leal
I PP T-cell receptor, T Zellrezeptor
LT C TSRS Transforming growth factdyr
I PP T Helferzellen des Typ 1
ISP Typ 2 T Kekellen, T-Helferzellen Typ 2
LI SRR Toll-like Rezeptor 3
I ST Toll-Like Rezeptor 4
01,1 ST Tetramethylbenzidin
TNISTO e Tumor necrosis factor recegtgperfamily, member 9
LN L PP TP PP PP PP PPPPPTPRRP Tumor necrosis factor alpha
TREQ v veersreeermreeaare e e st et e se et e et e e et e s st e e e et et r e n e e e nees Regulatorische T-Zellen
IS 1 PSPPSR Thymal Stromal Lymphopoeitin
B TP PPPPPPPPPTPPN Trademar
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U1 T TP OO PP P PTPPPPPPPPPPN unter anderem
UK ettt e e e et e e e e et e e e e e e e et re e e e e e e eannnreeeeeeeeannnne Vereinigte Konigreiche
LU 0] o 0 PP Umdrehungen pro Minute
LU PR Vereinigte Staaten von Amerika
L PO PP PR PP PPPPPPPN Ultravitile

R PP U PP PP PPPPPTPPPR Volt
VCAM-L ittt Vascular cell adhesion molecule 1
20 = T PRSP PPPPPPPPP zum Beispiel
PAY AN S L Delta-Delta CyGlgeshoid
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5. Einleitung

5.1 Adaptive und angeborene Immunitat

Das Immunsystem der hoheren Lebewesen ist ein Atsystem zum Schutz gegen schédliche
Mikroorganismen und Substanzen, wie z.B. schadllgimpereigene Zellen, Bakterien, Viren, Pilze

und Parasiten.

In Vertebraten unterscheidet man zwei verschiedéede des Immunsystems. Die Zellen des
angeborenen (innaten)lmmunsystems gewahren sofortigen Schutz gegenéiber Vielzahl von

Krankheitserregern. Die Erkennungsmechanismen, dahen diese Zellen Krankheitserreger
erkennen, sind jedoch sehr unspezifisch und kémenauf allgemeine Muster reagieren, die auf

vielen Erregern zu finden sind.

Die spezifischen Reaktionen auf Mikroorganismen BEneger erfolgen Uber daslernte (adaptive)
Immunsystem. Bei der adaptiven Immunitat werdehggen-spezifische Proteine, Antigene genannt,
erkannt und eine gerichtete Immunantwort zur BeKamp des Pathogens, die durch Bildung von
.Gedachtniszellen in einem langen Schutz vor demeder resultiert, vermittelt. Da das adaptive
Immunsystem jedoch einige Zeit zur Etablierung einemunantwort bendtigt, kénnen Infektionen
nicht sofort bekdmpft werden, wie es durch die angene Immunreaktion mdglich ist. Beide Teile
des Immunsystems zusammen schitzen den Organisatmadglich vor schadlichen und todlichen
Infektionen. Doch unter bestimmten Bedingungen kdas Immunsystem selbst zur Gefahr werden
und schadliche Effekte auf den Kdrper austiben. Néhgoimmunerkrankungen zahlen die Allergien

zu den Krankheitsbildern, die auf eine Fehlfunkiites Immunsystems zuriickzufiihren sind.

5.2 Allergie

Unter bestimmten Umstéanden kann das Immunsystem eAtreaktionen gegen ungeféhrliche
Substanzen, wie Pollen oder Nahrungsmittel eimeiiBese Reaktionen des Immunsystems gegen ein
harmloses Antigen, ein Allergen, wird als Hypersgilitit oder Uberempfindlichkeit bezeichnet und

in 4 Typen eingeteilt (Gell und Coombs 1963):

Nach Coombs und Gell werden die Typ-I-Reaktion ¢&6fp) durch zellstdandige Immunglobuline
des Typ E (IgE) vermittelt, wahrend Typ-1V-Reakton(Spattyp) zellvermittelt Uber T-Helferzellen

vermittelt ablaufen. Die Typ-IV-Reaktionen lasséchsn drei Untergruppen einteilen (siehe unten),
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die durch die beteiligten T-Helferzellen charaldinit werden. Die haufigsten allergischen
Erkrankungen in der westlichen Welt, die atopisBleematitis, die allergische Rhinitis, das Asthma
bronchiale und der anaphylaktische Schock werderchdTyp-I- und Typ-IV-Reaktionen nach
Coombs und Gell hervorgerufen.

Typ-1l und Typ-lll-Reaktionen werden durch Immunigidine des Typ G (IgG) vermittelt, die
zellgebundene oder l8sliche Antigene erkennen uredsZellen oder das Komplementsystem des
angeborenen Immunsystems aktivieren. Fiur die \gefide Arbeit sind diese beiden Reaktionen nicht

relevant und werden im Weiteren daher nicht wealiskutiert.

In Abhéngigkeit von der Definition zeigen in der stlechen industrialisierten Welt 20-60% der
Bevolkerung eine Tendenz zur Typ | Uberempfindlehknach Coombs und Gell (Pearce et al.,
Thorax 1999). Diese Menschen werden als atopisezidttenet und haben eine gesteigerte Tendenz an

atopischer Dermatitis, allergischer Rhinitis uneflodsthma bronchiale zu erkranken.

5.2.1 Typ-I-Reaktionen

Die Typ-I-Hypersensibilitat wird durch IgE vernatt. IgE-Antikorper befinden sich gebunden an
einen Fe-Rezeptor auf der Oberflache von residenten Mdstzéh den peripheren Geweben (Geha
et al., Nat.Rev.Immunol. 2003). Durch Kontakt ménd Antigen werden die Rezeptor-Antigen-
Komplexe quervernetzt und die Mastzelle wird akdtiyji so dass chemische Mediatoren wie Histamin,
Prostaglandine und Leukotriene freigesetzt werdeurner and Kinet, J. P., Nature 1999). Diese
Sofortreaktion wird auch als Frihphase einer aefgen Reaktion bezeichnet und verursacht eine
Zunahme der GefalRdurchlassigkeit und fihrt zur radaion der glatten Muskulatur.
Nach acht bis zwolf Stunden kénnen bei etwa deftéléder Patienten, die eine Sofortreaktion zeigen,
eine Spatreaktion oder Spatphase auftreten. Higvbelen neu synthetisierte Leukotriene, Zytokine
und Chemokine von den Mastzellen freigesetzt, wais Spéatphase/-reaktion einer allergischen
Reaktion fuihrt. Fir die Spatphase einer allergiscReaktion, die nach 12 bis 16 Stunden auftritt,
werden durch Chemokine wie Granulocyte macrophageng-stimulating factor (GM-CSF),
Eotaxin, Regulated upon activation normal t-celpressed and presumably secreted (RANTES),
Interleukin-8 (IL-8) oder Macrophage inflammatoryofein 1 alpha (Mipd) (Kaplan et al.,
Exp.Dermatol. 1995; Kramer et al., Am.J.Otolaryn@fl06) weitere Leukozyten, wie Eosinphile und
Typ-2-Helferzellen in die entziindeten Gewebe re&rijtso dass die Entzindungsreaktion verstarkt
wird.

Dies fiihrt zu Odemen, Hypertrophie und HyperplasieEntziindungsherd.
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5.2.2 Typ-IV-Reaktionen

Interagieren Allergene direkt mit T-Effektorzelldiihrt dies zu Uberempfindlichkeitsreaktionen des
Typ-IV. Drei Subtypen an Typ-IV-Antworten, werdenaah den beteiligten T-Zellen (TC)
unterschieden (Pichler, Ann.Intern.Med. 2003), g&Mm Beteiligung von T-Helferzellen des Typ 1
(Twl)-, Ty2- oder zytotoxischen T-Zellen. So kdnnen zell-aésde Antigene Typ-1V-Reaktionen
auslésen, an der zytotoxische T-Lymphozyten betedlind. Losliche Antigene kdnnenyI-Zellen
aktivieren, die Uber die Interaktion mit Makrophageu Gewebeschaden fihren. Bei atopischen
Erkrankungen, wie der allergischen Rhinokonjunkigviind dem Asthma bronchiale treten vor allem
Reaktionen auf, bei denen,Z-Zellen eine zentrale Rolle spielen (Busse anddreske, R. F., Jr.,
N.Engl.J.Med. 2001; Kay, N.Engl.J.Med. 2001a; Ka&yEngl.J.Med. 2001b; Robinson et al.,
N.Engl.J.Med. 1992). Diese Zellen entwickeln sicthRahmen von allergischen Reaktionen wéhrend
der Sensibilisierungsphase (s. u.) durch ein koxegleZusammenspiel von antigenprasentierenden
Zellen, Chemo- und Zytokinen. Werden solch@-Fellen durch Antigenkontakt aktiviert, filhren sie
durch ihre Mediatoren IL-4, Interleukin-5 (IL-5) dn Interleukin-13 (IL-13) zu einer
charakterisitischen Immunreaktion: durch IL-4 egfaler Immunglobulinklassenwechsel der B-Zellen
zur Bildung von IgE (Stavnezer, Curr.Opin.Immun&B96). Durch IL-5 erfolgt eine verstarkte
Bildung und Rekrutierung von Eosinophilen in daszéndete Gewebe (Sanderson, Blood 1992).
IL-13 spielt eine zentrale Rolle fir die Produktionvon Mukus und die
Atemwegshyperreaktivitat.(Wills-Karp, J.Allergy @llmmunol. 2001). Eosinophile, die in das
entziindete Gewebe rekrutiert und dort aktiviert dear geben dort, ahnlich wie Mastzellen,
zytotoxische und inflammatorische Mediatoren in dimgebung ab. Mastzellen nehmen durch die
Sekretion von Mediatoren, wie Histamin, Serin-Pasen und Proteoglykane (Metcalfe et al., Physiol
Rev. 1997; Williams and Galli, S. J., J.Allergy i€Clmmunol. 2000) in der Frihphase von allergischen
Erkrankungen eine zentrale Stellung ein. Eosinephihgegegen vermitteln in der Spéatphase von
allergischen Reaktionen die meisten klinischen Sgmp, wie Juckreiz, Rhinorrhea,
Bronchospasmen, Mukussekretion, und Odeme in demwegen (Bloemen et al., Immunol.Lett.
2007).

In der vorliegenden Arbeit wurde der ,asthmatisBtéinotyp” eines Mausmodells durch Analyse von

antigenspezifischem IgE und Eosinophilie in den niMegen charakterisiert, zwei klassische
Merkmale einer Typ-I- bzw. Typ-IV-Reaktion.
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5.3 Asthma bronchiale

Mit einer Pravalenz von mehr als 10% in L&ndern iddustrialisierten Welt und einer steigenden
Zahl an Erkrankungen in Entwicklungslandern selitrgisches Asthma eine weltweite klinische und
O6konomische Belastung dar. In West-Europa sind¥ad¥lillionen Individuen an Asthma bronchiale
erkrankt, wobei die Pravalenzrate sich zwischerd198d 2004 verdoppelt hat (Masoli et al., Allergy
2004) Obwohl das Verstandnis der Krankheit sicden letzten Jahren stark verbessert hat, sind die
Grunde fur die steigende Prévalenz noch nicht diefdnd geklart. Neben genetischen
Préadispositionen (March et al., Discov.Med. 201thesnen Umwelteinflisse (Arruda et al.,
Curr.Opin.Allergy Clin.Immunol. 2005; D'Amato et.aClin.Exp.Allergy 2005), wie der Kontakt zu
Umweltverschmutzung, Mikroorganismen oder Allergenginfluss auf das Asthmarisiko zu haben.
In der Langfassung der nationalen Versorgungsi@tli Asthma aus dem Jahre 2011 wird die
Krankheit als eine chronisch entziindliche Erkrangkder Atemwege beschrieben, die charakterisiert
wird durch eine bronchiale Hyperreagibilitdt und neei variable Atemwegsobstruktion
(Bundesarztekammer (BAK) et al. 2011). In Deutsctildeiden 5% der Erwachsenen an Asthma
bronchiale und bei Kindern ist die Zahl mit 10% aogoch hoher. So dass Asthma als haufigste

chronische Erkrankung im Kindesalter angesehenevekdnn.

Das allergische Asthma wird durch andere allergisérkrankungen, vor allem die saisonale
Rhinokonjunktivitis beeinflusst. Die allergische iRbkunjunktivitis hat einen Effekt auf die Zahl der
Asthma-Neuerkrankungen (Pallasaho et al., Respit.N2@11). Sie erh6éht obwohl sie die oberen
Atemwege betrifft die Asthmapravalenz und beesdtuden Verlauf des Asthma (Brito et al.,
Rev.Port.Pneumol. 2009; Ibanez et al., J.Investigrgol.Clin.immunol. 2010; Sole et al.,
Clinics.(Sao Paulo) 2011). Ein wichtiger Schritt ber Pathophysiologie der asthmatischen
Erkrankung stellt hierbei die Verbreitung der Emiiing auf die unteren Atemwege dar. Dieser
Schritt wird auch als ,Etagenwechsel” beschriebed bezeichnet die Entziindung der luftfiihrenden
bronchialen Atemwege, wie auch des Lungenparenchym® in den Alveolen der
Sauerstoff/Kohlendioxid-Gasaustausch stattfindé. iBflammatorischen Veranderungen der distalen
Atemwege stellen charakteristische Veradnderungeim b&sthma bronchiale dar. Sowohl die
vermehrte Zahl an aktivierten Eosinophilen im Lumggrenchym von Asthmatikern im Vergleich zu
Nicht-Asthmatikern (Hamid et al., J.Allergy Clin.munol. 1997), wie auch die erhdhten
Konzentrationen desyP-Zytokins IL-5 in diesen Regionen der Lunge (Miakhet al., J.Allergy
Clin.Immunol. 1998) belegen die Bedeutung der mfizatorischen Prozesse im Alveolarraum.
Atemwegsobstruktionen treten haufig in den ,kleihetemwegen auf und die Produktion
verschiedener J2-Zytokine, Chemokine und Mediatoren tragen zur rAcifiterhaltung der
Entzindung in diesem Bereich der Lunge bei (Tulid Hamid, Q., Clin.Chest Med. 2006).
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Fir die Entwicklung und das Voranschreiten desrgiBehen Asthma spielen Allergien, respektive
Sensibilisierungen eine wichtige Rolle, so zeigdimische Untersuchungen einen eindriicklichen
Zusammenhang zwischen einer bereits bestehendegisthen Sensibilisierung und der Entwicklung
von weiteren Sensibilisierungen: mono-sensibilisiePatienten haben eine deutlich erhdhte
Wahrscheinlichkeit weitere Sensibilisierungen zutwétkeln (Des Roches et al.,, J.Allergy

Clin.Immunol. 1997; Purello-D'Ambrosio et al., Chixp.Allergy 2001). Letztlich kann dieses erhdhte
Risiko zur Polysensibilisierung fiihren, das heiBt 8ensibilisierung gegeniber einer Vielzahl von
Allergenen. Dabei ist die Polysensibilisierung ifdveportional haufig bei Patienten mit schwerem
Asthma zu finden und fihrt zu verstarktem Medikateegebrauch und schlechterer Lebensqualitat
(Cirillo et al., Ann.Allergy Asthma Immunol. 2005Die immunologischen Vorgange, die die

Sensibilisierung erleichtern und dadurch zur Paiggalisierung fihren kdénnen, sind bisher kaum
verstanden. Ein tiefer greifendes Verstdndnis estogh von herausragender Wichtigkeit, um die

Entwicklung und Risikofaktoren fur die Entwickluegnes schweren Asthmas zu verstehen.

5.4 Sensibilisierungsphase einer Immunreaktion

Ungleich der Abwehrmechanismen durch das angebolemmaunsystem kann das adaptive
Immunsystem nicht sofort mit Abwehrmafnahmen dukdfektorzellen auf ein Antigen oder
Pathogen reagieren. So teilt sich die adaptive Imaktion in zwei Phasen auf, der

Sensibilisierungsphase und der Effektorphase.

Die Sensibilisierungsphase geschieht zum Zeitpdaktersten Kontakts mit einem Antigen. In dieser
Phase wird das Antigen von dendritischen Zellen)(iCden peripheren Geweben des Organismus
aufgenommen und Uber das Lymphsystem in die relgioriaymphknoten transportiert (De Smedt et
al., J.Exp.Med. 1996). Auf dem Weg zwischen Gewslrelymphatischen Organ differenziert die DC
zu einer professionellen antigenprasentierendere Z@\PC), die mit Antigen beladene Major
Histocompatibility Komplex Klasse 2 (MHC Il) Molekdiund kostimulatorische Molekile auf ihrer
Oberflache exprimiert (De Smedt et al., J.Exp.ME2D6). Neben der Aufnahme und Prozessierung
eines Antigens muss fir die Migration in die Lympbten und die Reifung der DC auch ein
.Gefahrensignal® fur die Aktivierung der DC vorhard sein. Dieses Signal erfolgt durch pattern
recognition receptors, den PRR’s, die Pathogenetesd molecular pattern (PAMP)s erkennen
(Janeway, Jr., Cold Spring Harb.Symp.Quant.Biol.8919 Janeway, Jr. and Medzhitov, R.,
Annu.Rev.Immunol. 2002). Diese Rezeptoren, zu denandie Toll-like Rezeptoren (TLR) gezahlt
werden, erkennen Bestandteile von pro- und eukaigaten Pathogenen, wie Peptidoglykane,
Flagellin, Lipoteichonsauren oder Lipopolysaccharidber auch intrazellulare Ribonukleinsdure
(RNA)- oder Desoxyribonukleinsaure (DNA)-Molekileje sie fir die meisten RNA- und DNA-

24



Viren typisch sind. Studien in Mausmodellen zeigte., dass fir eine inhalative Sensibilisierung,
neben der Erkennung des Antigens/Allergens Uber deZellrezeptor (TCR), Signale des
angeborenen Immunsystems Uber TLRs bendtigt weiglisenbarth et al., J.Exp.Med. 2002; Piggott
et al., J.Clin.Invest 2005). Unter bestimmten Bgdimgen koénnen diese essenziellen Signale des
angeborenen Immunsystems jedoch auch durch andedetdren, wie z.B. IL-4 umgangen werden
(Dittrich et al., J.Immunol. 2008).

Wenn die DC in der T-Zell-Zone der drainierendemmippnknoten angekommen ist, binden TC mit
einem antigenspezifischen TCR das Antigen. Fir erfigreiche Aktivierung muss die TC auf ihrer
Oberflache Liganden von kostimulatorischen Molehkllexprimieren, die durch DC exprimiert
werden. Zudem missen die TC Uber den Ko-Rezeptdr@ier CD8 verfliigen. Wenn nicht alle diese
Bedingungen erfillt werden, wird die T Zelle nidktiviert und geht in einen nicht aktivierbaren
Zustand Uber, der als Anergie bezeichnet wird. d)gvierten TC schitten Interleukin-2 (IL-2) aus,
ein Zytokin, das Wachstum und Differenzierung fétdéAppleman et al., J.Immunol. 2000;
Thompson et al.,, Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 1989)e intigenspezifischen TC proliferieren und
differenzieren zu Effektorzellen (Gudmundsdottimét J.Immunol. 1999). TC mit dem Ko-Rezeptor
CD8 entwickeln sich zu zytotoxischen T Effektoreall TC mit dem Ko-Rezeptor CD4 entwickeln
sich zu unterschiedlich polarisierten T-Helferzellmit verschiedenen, spezialisierten Funktionen

(Murphy and Stockinger, B., Nat.Immunol. 2010).

5.4.1 T Zellpolarisierung

Die Differenzierung in verschiedene Untergruppen @D4 T Effektorzellen mit unterschiedlichen
Funktionen ist abhéngig vom umgebenden Zytokinmniliend fihrt zur Expression verschiedener
Transkriptionsfaktoren: T-cell specific T-box traription factor (T-bet) bei 71, GATA Binding
Protein 3 (GATA-3) bei §2 und FoxP3 bei d,q Diese transkriptionellen Signale initiieren und

verstarken die Differenzierung in den assoziiefitefelltyp.

5.4.1.1 T4l Zellen

In  Anwesenheit von Interferop- (IFN-y) und Interleukin-12 (IL-12) entwickeln sich
Tul-Zellen (Szabo et al., Annu.Rev.Immunol. 2003)ofthorylierung von Signal Transducer and
Activator of Transcription 1 (STAT1) fihrt zur Exgesion des Transkriptionsfaktors T-Bet, so dass
die TC IFNy und eine Untereinheit des IL-12 Rezeptors produfi@urphy and Reiner, S. L.,
Nat.Rev.Immunol. 2002; Szabo et al., Annu.Rev.Imatu@003). Die Sekretion von IFN-st das
.Leitzytokin® einer Ty1l-Zelle, die aber auch andere Zytokine produzidmam, wie z.B. IL-2 und

25



Tumor necrosis factor alpha (TN#F- Die Hauptaufgaben vonyT Zellen liegen in der Abwehr von

intrazellularen Erregern.

5.4.1.2 T42 Zellen

Das Zytokin IL-4 vermittelt antagonisierend zu IFNE-12 die Entwicklung zu §2-Zellen
(Parronchi et al., J.Immunol. 1992). Durch die Haktion zwischen IL-4 und seinem Rezeptor wird
Signal Transducer and Activator of Transcription(S$TAT6) phosphoryliert, wodurch GATA-3
aktiviert wird, dem wichtigsten Transkriptionsfakftir die Produktion von J2 Zytokinen, wie IL-4,
IL-5, Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-10 (IL-10)und IL-13. Zusammen mit aktiviertem Signal
Transducer and Activator of Transcription 5 (STATaduziert GATA-3 die endogene Produktion
von IL-4, so dass die Differenzierung inZFZellen gleichzeitig eingeleitet und aufrechtetéalwird
(Kurata et al., Immunity. 1999; Zhu et al., J.ImraurR2001; Zhu et al., Immunity. 2003; Zhu et al.,
Nat.Immunol. 2004; Zhu et al., Cell Res. 2006).-4lLdessen Effekte auf Epithelzellen zentraler
Gegenstand der hier vorliegenden Arbeit sind, tstielbei das ,Leitzytokin“ einer jR-polarisierten
Immunreaktion dar. IL-4 steuert nicht nur die Diffezierung der J2-Zellen, sondern wird auch in
der Effektorphase sezerniert. In der EffektorphasgeL-4, neben der weiteren Differenzierung naiver
TC zu Ty2-polarisierten Effektorzellen zusétzliche Funk&ondie weiter unten beschrieben werden.
Tu2-abhéngige Abwehrmechanismen dienen vor allem d8chutz vor Parasitenbefall.
Tu2-Zellen nehmen dabei eine zentrale Rolle bei demmittlung von humoralen Immunantworten
ein, da sie die Differenzierung von B-Zellen zuildnmperproduzierenden Plasmazellen férdern und
einen Klassenwechsel vermitteln, so dass IgE Antigibgebildet werden (Del Prete et al., J.Immunol.
1988). Wie bereits beschrieben, wirkeg23Zellen auch auf Zellen des angeborenen Immunsgste
wie basophile oder eosinophile Granulozyten, die dem Abwehr von Mikroorganismen und
multizellularen Organismen beteiligt sind. Die Relerung und Aktivierung dieser Effektorzellen
erma@glicht die schnelle und gezielte Bekampfung famnasiten, verursacht aber im Zusammenhang

mit allergischen Reaktionen erhebliche Gewebesghade

5.4.1.3 Regulatorische T Zellen

In den letzten Jahren ist die Zahl der bekanntételfer Subtypen deutlich angewachsen. Von diesen
wird im Folgenden noch die Gruppe der regulatoesciTC eingefihrt, da diese Gruppe bei
pulmonalen allergischen Reaktionen eine wichtigéeRaei der Induktion von Toleranz spielt. Neben
den T-Effektorzellen, die Immunantworten aktiv iieiten, gibt es auch Effektorzellen, die
Immunantworten reduzieren oder beenden. Diese atgidchen TC wurden zuerst im Kontext von
Autoimmunerkrankungen beschrieben, bei denen diésken eine Immunreaktion gegenuber
korpereigenem Gewebe verhindern (Falkoff and SéavulF., Ann.Intern.Med. 1978). Inzwischen ist
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bekannt, dassgLyeine zentrale Rolle bei der Drosselung einer \diglzon Immunantworten spielen,

zu denen auch allergische Reaktionen in den Aterawvgghoren (Chen et al., Science 1994).

Verschiedene Untergrupperef wurden inzwischen beschrieben: NaturlichgyBtellen eine CD%
CD25" Population von TC dar, die eine hohe Oberflachpression von L-Selektin aufweisen (Fu et
al., Am.J.Transplant. 2004; Venturi et al., J.Im@ur2007). Sie werden im Thymus durch die
Bindung von MHCII Molekilen, die korpereigene Pdptiprasentieren, selektioniert. Diesgeql
machen 5 — 10 % der CDZ Zellen eines Organismus aus (Sakaguchi et.&hmlnol. 1995) und
produzieren unter dem ,Leit-, TranskriptionsfaktgFoxP3" hohe Mengen von IL-10 und
Transforming growth factop (TGF{3). Wahrend IL-10 Einfluss auf die Expansion vonipeeren
CD4" TC hat (Annacker et al., J.Immunol. 2001) inhibileGF{ die Produktion von Zytokinen und
die Zellteilung (Wan and Flavell, R. A., J.Clin.Immmol. 2008). k4 beeinflussen die Immunantwort
auch Uber zellkontaktvermittelte Mechanismen, indgenliber Oberflachenmolekile, wie Cytotoxic
T-Lymphocyte Antigen 4 (CTLA-4), inhibitorisch aufdie T-Zellaktivierung wirken.
CTLA-4 ist, ahnlich wie CD28, ein Ligand fur Mitgder der B7-Familie, wie CD80 und CD86
(Kurtz et al., Blood 2009), wirkt jedoch im Gegetzsau CD28 inhibitorisch auf die Aktivierung von
TC (Sakaguchi and Powrie, F., Science 2007). Invdbeliegenden Arbeit untersuchte ich, ob die
Kulturbedingungen die Differenzierung von naiven 4£0-Zellen zu TReg fOrdern. Induzierte dgq
werden auch als adaptivess] bezeichnet, da es sich um naive TC handelt, dideim peripheren
Geweben erst durch den Einfluss von Zytokinen i, Tifferenzieren. TGH nimmt an diesem
Vorgang eine zentrale Rolle ein, da es die Expoaesson FoxP3 in TC induziert (Chen et al.,
J.Exp.Med. 2003).
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5.5 Effektorphase

Nachdem das Antigen aufgenommen, Lymphozyten &ktivind zu Effektorzellen differenziert sind,
beginnt bei einem zweiten Kontakt mit dem gleichfamtigen bzw. bei einer Infektion bei einer
ausreichend langen Phase, in der das Antigen imar@gus persistiert, die Effektorphase der
Immunantwort. Je nach Art der Infektion beginnt dasnunsystem humorale oder zell-vermittelte

Effektormechanismen zur Immunabwehr einzuleiten.

Im Falle einer T2-gerichteten Immunantwort werden bei einem zweieigenkontakt oder bei
Antigenpersistenz wiederum Zellen des angeboremamuinsystems, speziell Mastzellen und
eosinophile Granulozyten aktiviert. Die Mastzeliem Bindegewebe unter der Epithelschicht binden
Uber den membranstandigensfRezeptor-I-IgE-Molekile, die unter dem Einflussnvd_-4 von
B-Zellen nach Immunglobulinklassenwechsel gebildetden (Coffman et al., J.Immunol. 1986).
Kommt es zu einem erneuten Antigenkontakt, bindstAntigen an die passenden IgE-Molekiile, die
von Fa-Rezeptor-I-Molekilen auf der Mastzelloberflachehajeen werden. Uber Bindung eines
Antigens an zwei IgE-FeRezeptor-I-Komplexe kommt es zur QuervernetzungRkzeptoren und
Initiation einer Signaltransduktionskaskade, die Regranulation der Mastzellen fihrt (Metcalfe et
al., Physiol Rev. 1997). Dadurch werden in Mastgahula gespeicherte Enzyme und toxische
Mediatoren, wie Tryptase, Chymase, Histamin odematia freigesetzt. Zudem produzieren
Mastzellen Zytokine, wie IL-2, IL-5, IL-13 und GMSF (Shirato and Taguchi, F., Virology 2009),
die eine T,2-Antwort weiter fordern, indem z.B. eosinophilea@ulozyten gebildet und aktiviert
werden. Die Bildung von Prostaglandinen und Leukogn durch Mastzellen und Eosinophile, aber
auch andere Effektorzellen einer allergischen Imaminvort induziert im Folgenden die
Mukusproduktion und die Kontraktion von Zellen dglatten Muskulatur (Stone et al., J.Allergy
Clin.Immunol. 2010) durch die Atemwegsobstruktiamsteht. Durch die Sekretion von toxischen
Substanzen, wie Matrixmetalloproteasen, Kollagemagationischen Proteinen, Neurotoxinen und
freien Radikalen aus den Granula der Eosinophildogén et al., Clin.Exp.Allergy 2008) werden
multizellulare Pathogene bekampft. Dabei sind di€@anulozyten durch ihre gewebstoxischen
Mediatoren auch fur die Zerstérung von umliegendgenvebe verantwortlich, wodurch chronische,
irreversible Gewebeveranderungen entstehen, wieirm.Ball des Asthma bronchiale das sogenannte
.Remodelling”, was die Langzeitsymptome und -—pragoder Patienten bestimmt (Walsh,
Curr.Opin.Hematol. 2001).

Wahrend der Effektorphase eineryZFpolarisierten Entziindung steuert IL-4 einerseitsn
Klassenwechsel und die Sekretion von IgE durch Bnjlyozyten. Zudem vermittelt es die

Hochregulation des niedrigaffinen Rezeptors fir Ighf der Oberflache von B-Zellen und

28



phagozytierenden Monozyten und des hochaffinen Rere auf Mastzellen und Basophilen
(Pawankar et al., J.Clin.Invest 1997), wodurch Bi2-polarisierte Immunreaktion weiter verstarkt
wird. Zudem tragt IL-4 zur Atemwegsobstruktion beaflergischen Asthma bei, indem es durch die
Induktion der Mucin Genexpression zur Hypersekretion Mukus fuhrt (Dabbagh et al., J.Immunol.
1999), das in den kleinen Atemwegen zu Verschli§sleren kann. In Fibroblasten erhoht IL-4 die
Expression von Eotaxin (Doucet et al., Int.Immun®898) und induziert die Expression von
Vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1), einerolékil das auf der Oberflache von vaskularen
Endothelzellen. Beide Mechanismen sind an der Rigkwng von Entziindungszellen, wie TC,
Monozyten, Basophilen und Eosinophilen beteiligiloger et al., J.Immunol. 1992). Zuséatzlich
férdert IL-4 eosinophilenreiche Entziindungen, indesndie Apoptose von Eosinophilen vermindert

und ihre Aktivierung erhéht (Hoontrakoon et alAllergy Clin.Immunol. 1999).

Bei einer allergischen Reaktion werden durch dialist®ren der zunachst aktivierten Effektorzellen
weitere Effektorzellen aktiviert. So schitten aldite Mastzellen und Eosinophile verschiedene
Mediatoren aus, die die Aktivierung und Rekrutiggwmon weiteren Leukozyten induzieren. Zu diesen
Molekilen zahlt einerseits der Tumor Nekrose Fakio{TNF-a), ein zentrales Zytokin bei
Entziindungsreaktionen. In Bronchialbiopsien vorieR&én mit Asthma konnte gezeigt werden, dass
die Provokation der Biopsien mit dem Allergen Deeipe verstarkte Expression von TMFund
ICAM-1 zur Folge hatte (Babu et al., Clin.Immun2D11). Die zentrale Rolle von TNg- und die
Beteiligung von Mastzellen zeigten Studien in einemrinen Sensibilisierungsmodell, bei dem die
Expression von VCAM-1 und ICAM-1 und die damit vendene Rekrutierung von
Entziindungszellen erst durch die intratrachealeeGaim TNFet oder die Rekonstitution mithilfe
von Mastzellen wieder hergestellt werden konntea{Git al., Exp.Mol.Med. 2011). Neben den
Mastzellen sind Eosinophile eine wichtige QuellenVilNF-, da dieser Mediator, wie ander@Z¥
oder Ty1-spezifische Mediatoren, wie IL-4, IL-13, IL-6,-10, IL-12 oder IFNy in ihnen gespeichert
ist und in Reaktion auf spezifische Stimuli freiges wird (Spencer et al., J.Leukoc.Biol. 2009).
Neben Mastzellen und Eosinophilen wird TMFauch von alveolaren Epithelzellen freigesetzt
werden. Dies zeigten in vitro Untersuchungen aerehumanen alveolaren Epithelzellinie, in denen
die Mediumkonzentration von TNé-so wie die Expression verschiedener TiN&ssoziierter Gene,
wie CCL-20, IL-J. und MUC-5AC in Folge einer Behandlung mit HausBtailben-Extrakt anstieg
(Vroling et al., Allergy 2007). In den unteren Ateegen werden Mediatoren, wie RANTES, MCP-1
und MIP-Io von bronchialen Epithelzellen freigesetzt. So falwvitro eine Infektion von bronchialen
Epithelzellen der unteren Atemwege mit Respirat8yycytial Virus (RSV) zu einer Freisetzung
dieser Chemokine (Olszewska-Pazdrak et al., J.VitO98; Selvan et al., J.Biol.Chem. 1994).
RANTES ist ein Chemokin, das chemotaktisch auf mendonozyten und Eosinophile wirkt
(Kameyoshi et al., J.Exp.Med. 1992; Schall etMafure 1990) und in der Lunge von Asthmatikern
verstarkt in die Atemwege sekretiert wird (Teranakt J.Immunol. 1996). Im Menschen werden
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RANTES und MCP-1 durch Gene codiert, die mit deme®efiir Eotaxin und GM-CSF geclustert auf
dem Chromosom 17g11 liegen (Luster and Rothenbérg:.., J.Leukoc.Biol. 1997). Eotaxin-2 ist ein
eosinophilen-spezifisches Chemokin und kann in rmeinemurinen Tiermodell durch
Allergenprovokation und IL-4 Uberexpression induziaerden (Zimmermann et al., J.Immunol.
2000) und von GM-CSF ist bekannt, dass es auchbvonchialen Epithelzellen exprimiert wird
(Soloperto et al., Am.J.Physiol 1991). In diesebéit wurde auch gezeigt, dass es das Uberleben von
Eosinophilen beeinflusst und diese Zellen aktiviéttddem wird GM-CSF zusammen mit IL-6 und IL-
8 vermehrt in bronchialen Epithelzellen von Pagentit Asthma exprimiert (Marini et al., J.Allergy
Clin.Immunol. 1992).. MCP-1 wirkt chemotaktisch alMfonozyten, Lymphozyten (Carr et al.,
Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 1994; Matsushima et aExg.Med. 1989) und Basophile (Kuna et al.,
J.Immunol. 1993). Es konnte gezeigt werden, dasNMQind RANTES nach endobronchialer
Provokation mit einem Antigen verstarkt in die Atgage von Asthmatikern abgegeben werden
(Holgate et al., Am.J.Respir.Crit Care Med. 1997).

Neben diesen Vorgéngen, die zu einer Verstarkunglmdenunantwort fihren, werden nach der
Beseitigung eines Pathogens Vorgénge eingeleitetdié Immunantwort beenden. Dies geschieht
zum einen durch die Ausschittung von endogenenirdi@mmatorischen Mediatoren und die
Beendigung von pro-inflammatorischen Signalwegeier2di schiitten Makrophagen, Granulozyten
und auch Epithelzellen anti-inflammatorische Enzyroed Mediatoren, wie IL-10, TGB-
Prostaglandine, sowie Lipoxine, Resolvine und Rtote aus (Lawrence et al., Nat.Rev.Immunol.
2002; Serhan and Savill, J., Nat.Immunol. 2005)mZanderen exprimieren die Effektorzellen
Oberflachenmolekiile, wie Fas, einem Mitglied derFTRezeptorfamilie und Mitglieder der B7
Familie von kostimulatorischen Molekilen, wie CTl4Aprogrammed death 1 (PD-1) (Greenwald et
al., Annu.Rev.Immunol. 2005) oder B- and T-lymphecyttenuator (BTLA) (Watanabe et al.,
Nat.Immunol. 2003), die Immunantworten supprimierédleichzeitig mit der Beendigung der
Immunreaktion und der Beseitigung der schadlicheffiekiorzellen werden in der Lunge
Reparaturmechanismen, wie die Differenzierung uedRdoliferation von bronchialen Epithelzellen
Uber Transaktivierung des Rezeptors fir Epidermaivé Factor (EGFR) eingeleitet (Sweeney et al.,
J.Biol.Chem. 2001; Takeyama et al., Proc.Natl.A8adU.S.A 1999).

5.6 Einfluss der Epithelzellen auf die pulmonale Se  nsibilisierung

Beim Asthma bronchiale gelangen Allergene Uber Aiemwege in die Lunge. Sowohl bei der
allergischen Sensibilisierung, wie bei der Aktivieg von Effektorzellen (Kuipers and Lambrecht, B.
N., Curr.Opin.Immunol. 2004) vermitteln sie unteet&ligung von adjuvanten Mediatoren die

allergische Sensibilisierung (Eisenbarth et alExp.Med. 2002). Die Interaktionen zwischen
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strukturellen, sessilen Zellen des Atmungsorgansunge* und den mobilen Zellen des
Immunsystems, die bei obigen Prozessen eine zenRalle spielen, sind allerdings bisher nur

unzureichend verstanden.

Die Lunge stellt die grote Oberflache des Korpais kontinuierlichem Kontakt zur Umwelt dar.
Uber eine Flache von geschatzten 100werden téglich ungefahr 10.000 L Atemluft inhalienit
der eine Vielzahl von potenziell gefahrlichen, clismahen oder biologischen Stoffen, wie
Krankheitserregern in die Lunge gelangen. Den erktentakt zwischen Umwelt und Organismus
stellt das Epithel dar, das gleichzeitig in Formeei physischen Barriere wirkt (Holgate, Trends
Immunol. 2007).

Die Lunge ist vollstandig von Epitehlzellen ausgédtét, wobei sich diese Gewebe innerhalb der
einzelnen Regionen der Atemwege sowohl morpholbgisgie auch in ihrer Funktion stark
unterscheiden. Die luftleitenden Bronchien, sowge ldarynx bis hinauf in die Nasenhodhle wird von
gestuftem hochprismatischem Flimmerepithel ausgddde das von Becherzellen durchsetzt wird.
Diese Zellen sitzen alle einer Basallamina auf, evafiicht alle Zellen die Oberflache erreichen.
Charakteristisch fur diese Zellen sind die Zilienilarem apikalen Ende, die durch Gei3elbewegungen
eine die bronchialen Atemwege auskleidende Mukuelstin Bewegung halten, so dass Fremdkorper
aus der Lunge heraustransportiert werden. Dieseustdhicht wird vorrangig von den Becherzellen
produziert, einem sekretorischen Zelltyp, der diegéthelschicht durchsetzt. Diese Epithelschicht
wird haufig auch irreleitend als ,respiratorischeSpithel bezeichnet, obwohl diese Zellen am
Gasaustausch nicht beteiligt sind (Wachtler 2005).

Die Regionen des Lungenparenchyms hingegen werdeht rvom respiratorischen Epithel
ausgekleidet, sondern von einem einschichtigentePlepithel, das sich aus zwei morphologisch
unterschiedlichen Zelltypen zusammensetzt, den Tymd Typ 2 Pneumozyten. Die Unterschiede
dieser Zellen, weiter als Alveolarepithelzellen TYp(AECI) und Typ 2 (AECII) genannt, werden
bereits klar, wenn man vergleicht wie haufig sie Alweolus vertreten sind und welche Flache sie
einnehmen. So zeigten Crapo und Mitarbeiter, dasten Alveolen die Zahl der AECII doppelt so
hoch ist, wie die der AECI (Crapo et al., Am.RewsBieDis. 1982). Im Vergleich hierzu nehmen die
Typ 1 Zellen jedoch 96 % der alveolaren Oberflagime

Die ausgebreitete AECI ist sehr diinn und befind=t 81 unmittelbarer Nahe zu den, die Alveoli
umschlieBenden Kapillaren. So teilen sich die Ty@Zelle und Endothelzellen stellenweise eine
Basallamina. Diese raumliche Nahe erklart sichdmrspriméren Funktion dieser Epithelzellen, denn
sie sind direkt am Gasaustausch zwischen Atemhdt Blut beteiligt. Die AECI reproduziert sich
selbst nicht (Harris 1978; Kauffman et al., AnatR&974), sondern geht aus der Population der
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AECII hervor, die sich durch Differenzierung in Typ Zellen umgestalten (Evans et al.,
Exp.Mol.Pathol. 1975).

AECII sind sekretorische Zellen, die auch als ,M&wczellen® bezeichnet werden, da sie sich
vorrangig in den Vertiefungen der Alveolarwand hdén. Da die AECII je nach Spezies nur etwa 4-6
% der Oberflache des Alveolarepithels ausmachen imdden Vertiefungen zwischen den
umschlieBenden Kapillaren liegen, ist es nicht weleinlich, dass diese Zellen am Gasaustausch
beteiligt sind. Die Microvilli auf der luminalen Be der Epithelzelle und die Lage der Zellen deuten
darauf hin, dass die AECII an der Resorption voiass§ibkeit im Alveolarraum beteiligt sind. Die
wichtigste Funktion liegt in der Sekretion von ,fage active agent” (Surfactant) einem Gemisch aus
Phospholipiden, Phosphatidylcholinen und Surfaesaetzifischen Proteinen zur Herabsetzung der
Oberflachenspannung an der alveolaren Luft-Flissiggrenze. Der grofdte Teil dieser Substanzen
wird vor der Sekretion in den Lamellarkérpern desll@ gespeichert, die bis zu 15 % der AECII
ausmachen und auch wieder in diese recycelt (Past &xp.Lung Res. 1982; Robertson et al. 1992;
Scarpelli 1988). Surfactant beeinflusst die Stalgitung der kleinen Atemwege, die
Flussigkeitshomoostase in der Lunge, unterstitz &einigung der Atemwege und Ubt
immunmodulatorische Funktionen aus (Hohlfeld etElr.Respir.J. 1997).

Diese verschiedenen pulmonalen Epithelgewebe sindJdhwelt nicht schutzlos ausgesetzt. Durch
Tight Junctions verbunden und mit einer 10 um dicl&chleimschicht bedeckt, die stédndig in
Richtung der oberen Atemwege bewegt wird, stells daspiratorische Epithel eine schwer
durchdringbare Barriere dar. Die Atemwege sind eorer stetig aufwartsbewegten Mukusschicht
Uberzogen, die viele antimikrobielle Peptide, Pefasen, Lipide, Glycoproteine und Surfactant
enthalt (Bals and Hiemstra, P. S., Eur.Respir.0420Neben seiner Funktion als physische Barriere
kénnen die verschiedenen Epithelien der Atemwegelrdimunantwort modulieren. So tragen z. B.
die Epithelzellen der Nasenhohle auf der OberflaétiRR, wie TLR und Nucleotide-binding
oligomerization domain (NOD) like Rezeptoren Ubkr diese Epithelzellen, die den respiratorischen
Epithelzellen der bronchialen Atemwege sehr ahndicid, aktiviert werden kdnnen (Bogefors et al.,
Allergy 2010). Durch Bindung von PAMPs werden Sigrege in den bronchialen Epithelzellen
aktiviert, wodurch die Sekretion von immunmodulaédnen Molekilen, wie Zytokinen, Chemokinen
oder Oberflachenproteinen (Schleimer et al., Jtg§leClin.Immunol. 2007) eingeleitet wird. So
konnte gezeigt werden, dass bronchiale Epithelzalie Rekrutierung und das Uberleben von DC
durch die Produktion von C-C maotif ligand 20 (CCL2hd GM-CSF verstarken (Reibman et al.,
Am.J.Respir.Cell Mol.Biol. 2003; Sha et al., Am.gsRir.Cell Mol.Biol. 2004). Bei der Rekrutierung
von verschiedenen Leukozyten durch T-Effektorzellerd der Rekrutierung von T-Effektorzellen
selber kann das respiratorische Epithel durch @ikredion von Chemokinen unterstiitzend wirken
(Nickel et al., J.Allergy Clin.Immunol. 1999). Sezernieren bronchiale Epithelzellen nach Kontakt

mit IL-4 und IL-13 Chemokine wie RANTES, MCP-1 (st et al., J.Immunol. 2000), Thymus and
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activation-regulated chemokine (TARC) (Heijink e, aAm.J.Respir.Cell Mol.Biol. 2007) und
Eotaxin (Lilly et al., J.Clin.Invest 1997), wodurdh2-Zellen und andere Effektorzellen rekrutiert

werden.

Sowohl bronchiale Epithelzellen des repiratoriscliggithels, wie AECII der distalen Atemwege
nehmen Einfluss auf die Aktivierung von APC und kén dadurch indirekt die T-
Helferzellpolarisierung beeinflussen. Die Binduranwdoppelstrangiger RNA, wie sie z.B. Bestandteil
von Viren sein kann, an Toll-like Rezeptor 3 (TLR&Jer T2-Zytokine fihren in bronchialen
Epithelzellen zur Produktion von Thymal Stromal Lgimopoietin (TSLP) (Kato et al., J.Immunol.
2007). Der Rezeptor fur TSLP wird von DC exprimié¥ach Bindung von TSLP an den Rezeptor
wird die Expression der kostimulatorischen Moleki@®40, OX40 und CD80 heraufreguliert,
wodurch die Entwicklung von,jR-Zellen geftrdert wird (Ito et al., J.Exp.Med. Z20Goumelis et al.,
Nat.Immunol. 2002). Auch durch Bindung von InteRignlF9 (IL-1F9) und Interleukin-33 (IL-33)
durch den ST2-Rezeptor auf TC kdnnen EpithelzallienT,2-Polarisierung verstarken (Schmitz et

al., Immunity. 2005).

In den Atemwegen exprimieren sowohl Bronchial-, wdach Alveolarepithelzellen auf ihrer
Oberflache verschiedene kostimulatorische Moleldiledie Proliferation und Differenzierung von T-
Zellen beeinflussen. So konnte gezeigt werden, dmasmane Epithelzellen der Atemwege die
Mitglieder der B7:CD28 Familie Programmed deatladid 1 (PD-L1 und Programmed death ligand 2
(PD-L2) von der Trachea bis in die Alveolen expemen (Stanciu et al., J.Infect.Dis. 2006). Der
Rezeptor fur diese beiden Liganden wird unter arderon TC exprimiert. Die Interaktion mit PD-L1
und —L2 reguliert die Aktivierung, die Funktion, sd&Jberleben und die Differenzierung der TC
(Greenwald et al., Annu.Rev.Immunol. 2005); (Wand &hen, L., Microbes.Infect. 2004).

Diese Auswahl neuerer Erkenntnisse zur Interaktéiom verschiedenen bronchialen, und alveolaren
Epithelien mit Zellen des Immunsystems zeigen, diiese Zellen neben ihrer Barrierefunktion
wichtige immunmodulierende Funktionen in den broalgm und distalen Atemwegen ausuben
kénnen, die die Immunantwort in den Atemwegen Haeigsen. Wahrend verschiedene
Untersuchungen eine immunmodulatorische Rolle voondhialen und alveolaren Epithelzellen
wahrend der Effektorphase allergischer Erkrankuragdmeigen, ist die Rolle der Epithelzellen beider
Lungenkompartimente, der oberen, wie den untererddn Sensibilisierungsphase des Asthma

bronchiale weniger untersucht.

Obwohl sich viele Untersuchungen zum Asthma braiehimit bronchialen Epithelzellen
beschaftigen, zeigen Publikationen in denen AEGil distalen Lungenkompartiment untersucht
wurden, dass die Epithelzellen der unteren Ateneweij dem Immunsystem interagieren. Wie zuvor

beschrieben ist eine Beteiligung der AECII an immordulatorischen Prozessen wahrscheinlicher als
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die von AECI, da diese Epithelzellen sich stark dah Vorgang des Gasaustauschs spezialisiert
haben. Zudem Ubernehmen AECII in verschiedenen Nededer Atemwegsentziindung
immunmodulatorische Wirkungen (Dittrich et al., rCExp.Allergy 2010; Gereke et al.,
Am.J.Respir.Crit Care Med. 2009; Zhao et al., Relglgid. 2010), so dass ich vermutete, dass diese

Zellen einen Einfluss auf den Sensibilisierungspsszhaben konnten.
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5.7 Ziele der vorliegenden Arbeit

Das T42-Zytokin IL-4 spielt eine wichtige Rolle bei deeisibilisierung gegen neue Antigene im
Zuge einer bereits bestehenden2-Qerichteten pulmonalen Entziindung (Eisenbarth alet
Curr.Opin.Pediatr. 2004). In einem murinen Modelldem die pulmonale Sensibilisierung abhangig
vom Kontakt mit Antigen und IL-4 ist, was weiteisglL-4 abhangige pulmonale Sensibilisierung”
bezeichnet wird, zeigten Untersuchungen mit Knootahkschimaren fir den IL-4 Rezeptor, dass die
a-Untereinheit des IL-4 Rezeptors sowohl auf hamagtipchen Zellen, wie auf strukturellen Zellen
exprimiert sein muss, damit es zur Ausbildung d#hmatischen Phanotyps kommt. (Dittrich et al.,
J.Immunol. 2008). Aufgrund der Vielzahl von Untearisungen, die wichtige immunmodulatorische
Funktionen von bronchialen Epithelzellen und AEGIufzeigen, scheint die Beteiligung der
Epithelzellen bei der ,IL-4 abhangigen pulmonalem&bilisierung” moglich.

In der hier vorliegenden Arbeit soll die Rolle voalmonalen AECII in der Sensibilisierungsphase des

allergischen Asthma bronchiale untersucht werdés Adbeit gliedert sich in zwei Teilprojekte:

A) Anhand eines murinen Asthmamodels, bei dem TdR#Hziente Tiere mit oder ohne IL-4 gegen
OVA sensibilisiert werden, wollte ich die Wirkungw IL-4 in der pulmonalen Sensibilisierungsphase
genauer untersuchen. Es galt zu untersuchen, wel&hefluss IL-4 auf die Zellzahl und -
differenzierung sowie die Synthese von Eotaxin-2 Bronchoalveolarraum der Tiere hatte.
Anschliessend sollte in einem hypothesefreiem Angathilfe einer Microarrayanalyse von isolierten
AECII untersucht werden, welche Anderungen die @eget von IL-4 in diesen Zellen wahrend der

Sensibilisierungsphase hervorruft.

B) In einem zweiten Ansatz sollten in einem in aitko-Kultursystem untersucht werden, welche
Wirkung AECII auf die T Zellaktivierung haben unaiiefern die Behandlung von Epithelzellen mit
IL-4 diese Interaktion beeinflusst. Der Einflussnvé&pithelzellen und IL-4 sollte anhand der
Anderungen der T Zellproliferation und der Messungrschiedener Aktivierungs- und
Differenzierungsmarker mittels Durchflusszytometuietersucht werden. In diesem System sollten
somit mogliche Mechanismen einer Interaktion zwesclhiL-4, AECII und Immunzellen identifiziert

werden.
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6. Material und Methoden

6.1 Material

6.1.1 Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller

2-Propanol

4, 6-Diamin-2-phenylindol (DAPI)
Acrylamid

Agarose NEEO Ultra
Ammoniumchlorid (NHCL)
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Assay Diluent

BioMag® goat- anti-rat IgG
BioMag® goat-anti-mouse 1gG
Bovines Serum Albumin (BSA)
Bromphenolblau
Carboxyfluorescein Succinimidyl Esther (CFSE)
Complete™ Proteaseinhibitor
Desoxyribonukleotidphosphate (ANTP)
Dimethylsulfoxid

Dispase

DMEM Medium

DNase Typ |

Eosin

Ethanol; Rotipuran® 99,8 %
Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
F12K Nutrient Mixture

Fotales Kalberserum

Giemsa Stammldsung
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Carl-Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Dartaslt, Deutschland
Carl-Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl-Roth , Karlsruhe, Deutscatla
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Carl-Roth, Karlsrubeutschland
BD Biosciences, San Jose, USA
Polyscience Inc., Eppéth, Deutschland
Polyscience Inc., Eppigh, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minch&gutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
eBiesces, Frankfurt, Deutschland
Roche, Miinchen, Deldaadch
Fermentas, Samdn-Rot, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschian
BD Biosciences, San Jose, USA
Lonza, Kéln, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Carl-Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Carl-Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl-Roth, Karlssubeutschland
Lonza, Koéln, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschlan

Carl-Roth , Karlsruhe, Deutschla



Bezeichnung

Hersteller

Glycin
GM-CSF

Hematoxylin Lésung, modifiziert nach Gill 11l
HEPES

Isofluran
Kaliumhydrogencarbonat(KHC
L-Glutamin

Mass Ruler DNA ladder (low range)
May-Griinwald-Lésung

Mitomycin C

Natriumazid (NaM)

Natriumcarbonat (N&£Os)

Natriumchlorid (NaCl)
Natrium-Dodecyl-Sulfat (SDS), UltraPure
Natriumfluorid (NaF)
Natriumhydrogencarbonat (NaHG)O
Natriumorthovanadat (N¥O,)

Ovalbumin grade IV

Ovalbumin Peptid

Paraformaldehyd (PFA)
Penicillin/Streptomycin
Phosphat-gepufferte Saline (PBS) Tabletten
rekombinantes murines Interleukin-4
Rnase-freie Dnase

Rnase-freies Wasser

Rotiophorese® 10 x TAE-Puffer

RPMI 1640

Salzsaure (HCI)

Sauerstoff (@) (10 L)

Schwefelsdure ($$0y)

Stickstoff, fliissig

Taq Polymerase
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Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Sekretiert von in  unserem Labor

Hybridoma: clone J558L
MercbParmstadt, Deutschland
PAA, Pasching, Deutschland
Baxter, Unterschleil3heim, Deutschland
Carl-Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Fermentas, Saekn-Rot, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutacid
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Carl-Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Carl-Roth, Karlsruhe, Deutkuoid
Carl-Rdtarlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Carl-Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutscid
Biosynthan, Berlin, Deutschland
Carl-Roth GmbH, Karlsruheytdehland
Sigma-Aldrich, Minchen, Rechland
Sigtdaigh, Minchen, Deutschland
ImmunoToolgs$oythe, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Fermentas, Sankt Leon-Rots€dand
Carl-Roth GmbH, Keulee, Deutschland
Lonza, KodIn, Deutschland
Carl-Roth, Karlsruhe, Deutschland
Linde Gas, Hannover, Deutschland
Carl-Roth , Karlsruhe, Deutschland
Linde Gas, Hannover, DeutscHlan

Fermentas, Sankt Leon-Rot, Deutsthla

kultivierten



Bezeichnung

Hersteller

TEMED

Tissue Tek, O.C.T™ compound
TMB Substrat

Tris, UltraQuality

Triton-X-100

Trypanblau

Trypsin/EDTA

Tween 20

B-Mercaptoethanol
Tabelle 1: Verwendete Chemikalien

6.1.2 Gerate

Carl-Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sakura, Zoeterwoudej&tlande

Biotrend, Kdln, Deutschland
Carl-Roth, Karlsruhe, Deutschdan
Carl-Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl-Roth, Karlsruhe, Deutschland
PAA, Pasching, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutsctilan

Bezeichnung

Hersteller

ABI PRISM ® 7500 fast real time PCR system
Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer
Anésthesieapparatur

BioMag® Flask Seperator

BioPhotometer

CO, Inkubator MCO-18AC

Cytospin 3

Flow cytometer (FACS) BD™Calibur

Flow cytometer (FACS) BD™LSRII

Fluidics Station 450

GCS3000 Scanner
Gelelektrophoresekammer und Zubehor

Gene Genius Bioimaging System

Heizblock Thermomixer comfort

Heraeus Multifuge 3Plus

HeraSafe Sicherheitswerkbank

Infinite M200 Multiwell Reader

Kuhl-, Gefrierkombinationsgerate CP 3523 comfort

Magnetruhrer, RTC basic
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Appligidsystems, Darmstadt, Deutschland
Agilent Teclugies, Waldbronn, Deutschland
Dragerwerk Ag & Co KGaA, Luh&dutschland

Polysciences Inc., Eppelheim, $abland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Sanyo E&E Europe BV, LoughbagbuUK
Shandon Life Science International, Cheshire, UK

BD Biosciences,idttberg, Deutschland

BD Biosciences, Halioerg, Deutschland

Affymetrix, Santa Clara, USA

Affymetrix, Santa Clara, USA

Thermo Fisstientific, Schwerte, Deutschland

Syngene, Cambridige, U
Eppendorf, Hamburguischland
Thermo Fischer ScientBichwerte, Deutschland
Thermo Fisher Scien8thwerte, Deutschland
Tecan Group Ltd., Mé&dorf, Switzerland
elltierr, Ochsenhausen, Deutschland

IKA Labortechnik, Staufeeutschland



Bezeichnung

Hersteller

Mastercycler epGradient
Microwell Plattenstander
Mikrodismembranator lonomix®
Mikroliter Pipetten

Mikroskop Olympus CX41RF
Mikrowelle

MoFlow Cell Sorter

Multipipette

Operationsbesteck

pH-Meter

Pipette boy, Pipetus®
Plexiglas® chamber
Tank-Blot-System

Tissue processor, Citadel 1000
Vortex Genie 2 Scientific Industries
Waage

Wasserbad

Zentrifuge 5415 R
Tabelle 2: Verwendete Gerate

6.1.3 Verbrauchsmaterial

Eppendorf, Hamburg, Deldsch
Millipore, Schwalbach, Bsahland
lonos, Seefeld, Debtacd
Gilson Inc., Middelton, USA
Olympus, Hamburg, Deutaohl
Severin, Sundern, Deutschland
Cytomation, Fort Collins, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
FST, Heidelberg, Deutschland
Sartorius, Gottingen, Deutschland
Hirschmann, Eberstadt, Daigad
Medical engineering MHH, Hanmpieutschland
BioRad Laboratories GmbH, Minchgeytschland
Shandon, Frankdedischland
Carl-Roth Gmbtérisruhe, Deutschland
Sartorius, Gottingen, Deutschland
GFL, Burgwedel, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Bezeichnung

Hersteller

0,2 ul Reagenzgefal}

0,5 ml sterile Polypropylengeféale
0,5 ml sterile Polystyrolgeféal3e
1,3 ml Polypropylengefal3e

1,5 ml Reagenzgefalle
12-Well Zellkulturplatte

15 ml Reagenzréhrchen

Carl-Roth GmbH, Karlsruhe téodland

Greiner BioOmrglenhausen, Deutschland
Greiner BioOneckenhausen, Deutschland
Greiner BioOne, Frickersea, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutsthla
TPP, Trasadingen, Switaad

TPP, Trasadingen, Switzerland
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Bezeichnung

Hersteller

24-Well Zellkulturplatte

50 ml Reagenzréhrchen
96-Well Maxisorp ELISA Platte
96-Well PCR Platte

96-Well Zellkulturplatte
Abbocath®-T20Gx32
Affymetrix GeneChip MOE430 2.0

Amersham™ Nitrozellulosemembran
Cryo Box
Cryo Box Einsétze

Cryo Rohrchen™
FACS Rohrchen
FastPrep Lysing Matrix D

Glasflaschen

Kanulen

Klebefolie fir 96-Well Platten
Klinisches Nahtmaterial, 3.5metric floss
Latex Handschuhe

Nitril Handschuhe

Nitrozellulosemembran

TPP, Trasadingen, Switaed

TPP, Trasadingen, Switzkrlan
NUNC A/S, RoskildegBmark
AB Applied Bioscience, Cheskidi

TPP, Trasadingen, Switaed
Abbott, Ludwigshafen, Deutschland
Affymetrix, Santaatd, USA

GE Healthcare, Mén¢Deutschland

Carl-Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Dehitstd

NUNC A/S, Roskilde, Denmark
BD, Heidelberg, Deutschland
MP biomedicals, Eschwdpeytschland

Schott, Mainz, Deutschland
Braun, Melsungen, Deutschland
ABgene, Surrey, UK
Resorbarverg, Deutschland
Hartmann, Heidenheim, Deutschland

Kimberly-Clark, Weinheim, Deuttauid

Thermo Fisher Scientific, \Befte, Deutschland

Objekttrager Menzel Glaser, Braunschweig, Deutschland

Parafim®Mm Brand GmbH & Co KG, Wertheim, Deutschland

Peripherer Venenkatheter (16 G) B. Braun Melsumg@nMelsungen, Deutschland

Pipettenspitzen fur Mikropipetten Carl Roth GmbHarkruhe, Deutschland

Roéntgenfilm Kodak, Stuttgart, Deutschland
Sarstedt, Nirmbrecht, Delatsdh

Sarstedt, Niiecht, Deutschland

Serologische Pipetten

Serum Gel Z Mikro-Probengefa 1,1 mL

Shandon Filter fur die Cytospin Shandon Life Sceemternational, Cheshire, UK
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Bezeichnung

Hersteller

Spritze (10 ml)
Spritze (1 ml)
Spritze (5 ml)

Sterile Nuklease-freie Pipettenspitzen

Steriler Spritzenvorsatzfilter 0,2 pm

Zellkulturflaschen T-25, T-75, T-125
Zellzahlkammer nach Neubauer

Tabelle 3: Verwendete Verbrauchsmittel
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BD Biosciences, Heidelberg Deutschland
BD Biosciences, Heidelberg Deutschland
BD Biosciences, Heidelberg Deutschland

Sarstedtniiecht, Deutschland
Carl Roth GinlKarlsruhe, Deutschland

TPP, TrasadingSwitzerland
Marienfeld-Superiayda-Konigshofen, Deutschland



6.1.4 Oligonukleotide

Zielgen Sequenz Primer 1 Sequenz Primer 2 Amplifika t
4-1BB-L 5'GGA GCC CAG GAT GCA TAC 3'CCC ATA AAA CAT AGC AGC 154 b
i i AGA GA 3' TTG AGG AC 5' P
. 5'GTT TGA GAC CTT CAACAC 3'GAC CAG AGG CAT ACA GGG
B-Actin CCCA 3 ACA 5' 71 Bp
5'GGC AGA AGC AGC AAG CAA 3'GGC CAT CTG TCT TGT GAA
CD80 (53:\_'9’1' SGC TITTGCTCTTTG _?_ gAT TTC TTT GGG GCA CAT TGA 108 bp
CD124 5 TGlT GCC ACATGG AAATGA 3. CAT TGG TGT GGA GTG TGA GG 150 bp
AT 3 5
CXCL1 5 G(‘?A CCC AAA CCG AAG TCA 3. AGG TGC CAT CAG AGC AGT CT 150 bp
TA3 5
. 5'CTG TGA CCA TCC CCT CAT CT3' TAT GTG CCT CTG AAC CCACA
GITR-L gTGgCC AGC TTG TGAGTT CTT g CCT ATG GCA ATT CAG CAAGT 190 bp
GM-CSE gp(\;?A GCA TGT AGA GGC CAT g GAA TAT CTT CAG GCG GGT CT 139 Bp
5'GGC TCC TCAAGC GACTGT 3'GGG GCT GGAATC TCAGGT TC
5'GAT GGG AAG AAG GTG ATG 3'TTG TGA AGG ACG AAG AAG GC
MCP-1 chs(?C ACT CACCTGCTGCTA 3 TTCTTG GGG TCA GCA CAG A5 150 bp
PD-L 5'GTG TCC ACG GTCCTCCTC 3'TCC CAT GGG CCCTTT CTT TCA 182 b
) TTCTTG 3 5 P
RANTES gCGTA?,’A GAT CTC TGC AGC TGC g GCT CAT CTC CAAATAGTT GA 271 bp
TARC 5 AGlT GGA GTG TTC CAG GGA 3. GGC CGT TTT ATG TTG AAACC 184 bp
TG 3 5
TSLP 5'CCA GGC TAC CCT GAAACT 3'TCT GGA GAT TGC ATG AAG GA 125 bp

GA 3

5|

Tabelle 4: Verwendete Oligonukleotidgsynthetisiert von Eurofins MWG Operon, Ebersb@&egutschland)
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6.1.5 Antikorper

Name

Spezifitat

Herkunft/Klon Konjugat Anwendung

Hersteller

mCD11c

mCD4

mCD62L

mFoxP3

migE

migG1l

mlgG2a

mKJ-26

mCD124

MmTCR
Valpha2

mTCR
Vbeta
5.1/5.2

mCD4

o Maus/Monoklonal

o Maus/Monoklonal

o Maus/Monoklonal

o Maus/Monoklonal

A Maus/Monoklonal

o Maus/Monoklonal

o Maus/Monoklonal

o Maus

a Maus/Polyklonal

A Maus/Monoklonal

o Maus/Monoklonal

o Maus/Monoklonal

Hamster (HL3) Alexa Fluor® FACS
488

Ratte (RM4-5) APC FACS

Ratte (MEL-14) APC FACS

Ratte (FIK-16s) APC FACS

Ratte (R35-72) unkonjugiert  ELISA

Ratte (LO-MG1-2) biotinyliert ELAS

Ratte (R19-15) biotinyliert ELISA

Maus (KJ1-26) biotinyliert FACS

Ziege biotinyliert wWB

Ratte (B20.1) biotinyliert FACS

Maus (MR9-4) biotinyliert FACS

Ratte (RM4-5) eFluor450 FACS
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BD Bioscience,
Heidelberg,
Deutschland

BD Bioscience,
Heidelberg,
Deutschland

eBioscience,
Frankfurt,
Deutschland

eBioscience,
Frankfurt,
Deutschland

BD Bioscience,
Heidelberg,
Deutschland

Invitrogen,
Darmstadt,
Deutschland

BD Bioscience,
Heidelberg,
Deutschland

eBioscience,
Frankfurt,
Deutschland

RnD Systems,
Wiesbaden,
Deutschland

BD Bioscience,
Heidelberg,
Deutschland

BD Bioscience,
Heidelberg,
Deutschland

eBioscience,
Frankfurt,
Deutschland



Name Spezifitat Herkunft/Klon Konjugat Anwendung Hersteller
mCD4 a Maus/Monoklonal  Ratte (RM4-5) FITC FACS BD Bioscience,
Heidelberg,
Deutschland
ml-A/I-E o Maus/Monoklonal  Ratte (2G9) FITC FACS BD Bioscience,
Heidelberg,
Deutschland
MmMHCIl o Maus/Monoklonal  Ratte (2G9) FITC FACS BD Bioscience,
Heidelberg,
Deutschland
F4/80 a Maus/Monoklonal  (BM8) PE FACS BD Bioscience,
Heidelberg,
Deutschland
mCD11b o Maus/Monoklonal ~ (M1/70) PE FACS BD Bioscience,
Heidelberg,
Deutschland
mCD16/C o Maus/Monoklonal (2.4G2) PE FACS BD Bioscience,
D32 Heidelberg,
Deutschland
mCD25 o Maus/Monoklonal  Ratte (PC61.5) PE FACS eBioscience,
Frankfurt,
Deutschland
mCDA45 a Maus/Monoklonal  (30-F11) PE FACS BD Bioscience,
Heidelberg,
Deutschland
mCD44 o Maush Ratte (IM7) PerCP-Cy5.5 FACS eBioscience,
Human/Monoklonal Frankfurt,
Deutschland
mCD69 o Maus/Monoklonal ~ H1.2F3 PerCP-Cy5.5 FACS eBioscience,
Frankfurt,
Deutschland
mCD4 a Maus/Monoklonal  Ratte (GK1.5) CD#raparation  Selbst produziert
MCD45R o Maus/CD45R Hybridoma/TIB164 CD4+ Praparation Sefivoduziert
mCD8 Mouse/CD8 Hybridoma/TIB 105 CDA4+ Praparation Selbst produziert
mFcR Mouse/FcR Hybridoma/2.4G2 CD4+ PraparationibsSeroduziert
migE a Maus/Monoklonal  Ratte (R35-72) ELISA BD Biosciences,
Heidelberg,
Deutschland
MMHC-II, o Maus/Monoklonal Hybridoma CD4+ Praparation Selbst produziert
I-Ad (212.A1)
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Name Spezifitat Herkunft/Klon Konjugat Anwendung Hersteller

mNK1.1 o Maus/Monoklonal ~ Maus (HB191) CD4+ Praparation bSeproduziert

Tabelle 5: Verwendete Antikdrper

4.1.6 Isotypkontrollen

Isotyp Herkunft/Klon Konjugat Anwendung Hersteller

mouse IgG2a Maus (KJ1-26) biotinyliert FACS BD Biosciences,
Heidelberg,
Deutschland

mouse 1gG1,k Maus (MR9-4) biotinyliert FACS eBioscience,
Frankfurt,
Deutschland

hamster 19G1, 12 Hamster (G235-2356) Alexa Fluor® FACS BD Biosciences,

488 Heidelberg,

Deutschland

rat 1IgG2a, k Ratte (R35-95) APC FACS BD Biosciences,
Heidelberg,
Deutschland

rat 1IgG2a, k Ratte eFluor450 FACS eBioscience,
Frankfurt,
Deutschland

rat 1IgG2a, k Ratte APC FACS eBioscience,
Frankfurt,
Deutschland

rat 1I9G2a, k Ratte (R35-95) FITC FACS BD Biosciences,
Heidelberg,
Deutschland

rat 1I9gG1, k Ratte (R3-34) PE FACS BD Biosciences,
Heidelberg,
Deutschland

rat IgG2b Ratte (eB149/10H5) PerCP-Cy5.5 FACS aiierge,
Frankfurt,

Tabelle 6: Verwendete Isotypkontrollen
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6.1.7 Enzymkonjugate

Bezeichnung

Hersteller

Streptavidin-horse radish peroxidase (HRP)
Streptavidin Alexa 647

anti-DIG-HRP (poly-Fab fragments)
Tabelle 7: Verwendete Enzymkonjugate

6.1.6 Losungen und Medien

RnDesyst Wiesbaden-Nordenstadt, Deutschland
Invitrogen, Darmstadt, Debtand

Roche, Mannhdirautschland

Bezeichnung

Hersteller

6x DNA Probenpuffer
6x SDS-Probenpuffer

Carbonatpuffer

FACS Fixierungslosung
FACS Puffer Zellsortierung
FACS Sheathflissigkeit

Hamolysepuffer

LA4 Vollmedium

Lysispuffer

RPMI 1640 mit 5 % FBS
RPMI 1640 Vollmedium

Tabelle 8: Verwendete Medien und Losungen

6.1.7 Kits

50 % Glycin, 10 mM EDTA, 3 %dBnphenolblau
250 mM Tris, 1,92 M Glycin, 1SBS
15 mM N&O; + 35 mM NaHCQadd 1 L Aqua bidest

500 ml PBS + 5 g PFA=H)
PBS + 0.5 % BSA + 2 rElTA
500 ml PBS + 5 % FBS + 0,Nabk

150 mM NHCI + 10 mM KHCQ + 0.1 mM EDTA
add 1 L Aqua bidest

F12K Nutrient Mixture + 10 % FBS + 2 mM L-Glutamin
+ 100 U/mL Penicilin 0,1 mg/mL Streptomycin + 71,5
mM B-Mercaptoethanol

20 mM Tris (pH 7,4), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 %
Triton-X-100, 20 mM NaF, 0,1 mM N¥O,, Complete™
Proteaseinhibitor

RPMI 1640 + 5 % FBS

RPMI 1640 + 10 % FBS + 2 mM L-glutamine + 100 U/ml
Penicillin 0,12 mg/ml + Streptomycin + 71,5 mA
Mercaptoethanol

Bezeichnung

Hersteller

Amersham™ ECL Kit

Bradford Proteinassay Kit
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GE Healtcare, Miinchen, Deutsathlan

BioRad Laboratories Gmbtdnchen, Deutschland



DIG-Kit

First strand cDNA synthesis kit
GeneChip® 3' IVT Express Kit
Maxima SYBR Green/Rox Mastermix

RNeasy Mini Kit
Tabelle 9: Verwendete Kits

6.1.8 Versuchstiere

Roche, Miinchen, Deutschland
Fermentas, St. LRoth, Deutschland
Affymetrix, Santa GlatJSA
Fermentas, St. LRoth, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Tierart Interne Laborbezeichnung Offizielle Nomenkl  atur

Maus BALB/c Wildtyp

Maus C57BL/6 Wildtyp

Maus C3H/HeJ C3H/HeJ

Maus Calpha/D011.10 C.Cg-Tcratm1Mom-Tg(DO11.10)10DI
Maus BALB/c-DO11.10 C.Cg-Tg(DO11.10)10Dlo/J

Maus oT-ll

Tabelle 10: Verwendete Versuchstiere

6.1.9 Software

C57BL/6-Tg(TcraTcrb)425Chn

Bezeichnung

Hersteller

CellQuest Pro

FACS DIVA software

Flow Jo software

GCOS1.2

Microsoft Office Suite 2003-2010
Prism

Tecan i-control Invinite 200
Tabelle 11: Verwendete Software

BD Biosciences, San Jose, USA
BD, Heidelberg, Deutschland
TreeStar Inc., Ashland, USA
Affymetrix, Santa Clara, USA
Microsoft Corpacet, Redmond, USA
Graphpad Software Inc., La Jolla, USA
Tecan Group Ltd., M&dorf, Deutschland
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6.2 Methoden

6.2.1 Molekularbiologische Methoden

6.2.1.1 Isolation von RNA

Gewebe nahm ich in 350 pL RLT-Puffer mit 3,5 pdMercaptoethanol (Sigma-Aldrich, Miinchen,
Deutschland) auf und dberfihrte sie in FastPrepingydMatrix Rohrchen (MP BioMedicals,
Eschwege, Deutschland), die Keramikkugeln (1,4 ranthielten. Durch wiederholtes Schitteln mit
einem Mikrodismembranator lonomix® (lonos, Seefdldutschland) wurden Gewebe und Zellen
aufgeschlossen.

Das Zellpellet einer Zellkultur wurde nach Zentgétion bei 13000 Umdrehungen pro Minute (Upm)
in 350 pL RLT-Puffer mit B-Mercaptoethanol (Sigmédch, Miinchen, Deutschland) aufgenommen
und fur 1 Minute gevortext. Nach der Lyse miscletedie Probe mit 70 % Ethanol Rotipuran® (Carl-
Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) und trug sieené RNeasy Mini Spin Saule (Qiagen, Hilden,
Deutschland) auf, so dass die denaturierte RNAiarSiica-Membran der Saule band. In mehreren
Waschschritten befreite ich die Probe von Zelltrierm Nukleinsauren, Proteinen und Salzen. Um
eine Kontamination mit genomischer DNA auszuscleielwurde die Probe auf der S&ule mit
RNAse-freier Desoxyribonukleotid Endonuklease (D&afiagen, Hilden, Deutschland) verdaut.
Die aufgereinigte RNA eluierte ich mit RibonuklabtiEndonuklease (RNase)-freiem Wasser

(Fermentas, Sankt Leon- Roth, Deutschland) vorSdeie.

Die erhaltene RNA-Konzentration bestimmte ich miteen BioPhotometer (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) spektralphotometrisch bei 260 Nanom(@t®), wobei eine optische Dichte (OD)260
von 1 einer Konzentration von 40 Microgramm pro Iliér (ng)/mL entspricht. Die Reinheit der
Probe konnte ich durch Bildung des Quotienten de2@d zu OD280 errechnen. Bei OD280 liegt das
Absorptionsmaximum von Proteinen, insbesondere waoomatischen Aminosauren. Um eine
Kontamination mit Phenolaten oder Thiocyanaten esdzief3en errechnete icndem den Quotient
zwischen OD230 und OD260. Ausschlieflich Probenaimiér ausreichend hohen Reinheit (Quotient
1,8-2) wurden weiter verwendet.
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6.2.1.2 Synthese von komplementarer DNA (cDNA) durc h Reverse
Transkription von RNA

Die isolierte RNA schrieb ich mithilfe des Firstr&@id cDNA Synthese Kit (Fermentas, Sankt Leon-
Rot, Deutschland) um. Hierfir setzte ich nach Amgabdes Herstellers 0,8 bis 4 ug

Template-RNA in einem Reaktionsansatz mit Oligo(dIPrimer ein.

1x Reaktionsansatz:

1x Reaktionspuffer

1mM Desoxynukleotriphosphate (dNTP)
5uM Oligo(dT)18Primer

20U RiboLock™ RNase Inhibitor

40U M-MulV Reverse Transkriptase
0,8-4 ug Template RNA

auf 40 pL nuklease-freies Wasser

Der Ansatz wurde fur 60 Minuten bei 37 Grad CelqtS) im Heizblock Thermomixer comfort
(Eppendorf, Hamburg, Deutschland) inkubiert. DieR®n wurde beendet, indem die Proben fir 15

Minuten auf 70°C erhitzt wurden.

Um eine Kontamination der Template RNA mit genoiméscDNA auszuschlieRen, setzte ich eine
Synthese ohne Reverse Transkriptase an. Eine \@nigung der Reagenzien konnte ich durch eine
Reaktion ausschlieRen, bei der keine Template RiNgesetzt wurde. Als Positivkontrolle diente mir
eine vom Hersteller mitgelieferte Template-RNA. tigi kann in einer PCR eine Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) Sequenz durch eégelfertes Primerpaar amplifiziert werden.
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6.2.1.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Spezifische Sequenzen von Zielgenen wurden mitdéfePCR amplifiziert. Hierzu setzte ich cDNA
in einer Reaktion zusammen mit dNTP (FermentasktSaaon-Rot, Deutschland), einem fiir das
Zielgen spezifischen Primerpaar (Eurofins MWG OperoEbersberg, Deutschland) und

Tag-Polymerase aus Thermus aquaticus (Fermentalst, ISzon-Rot, Deutschland) ein.

1x Reaktionsansatz:

1x 10x Reaktionspuffer
2,5mM Magnesiumchlorid

0,2 mM dNTPs

0,2 uM Forward Primer

0,2 uM Reverse Primer

125U Taqg-Polymerase

100 ng Template cDNA

auf 25 pL Nuklease-freies Wasser

Das verwendete Thermocyclerprogramm im Mastercy@pGradient (Eppendorf, Hamburg,

Deutschland) war folgendermalRen eingestellt:

1) 10 Minuten bei 95°C

2) 15 Sekunden bei 95°C
3) 60 Sekunden Dbei 60°C
4.) 30 Sekunden  bei 72°C
5) 60 Sekunden bei 72°C

Die Schritte 2.) bis 4.) wurden in 40 Zyklen wielglt.

Die Amplifikate wurden bei 4°C gelagert.

50



6.2.1.4 Relative Quantifizierung von Zielgenen mitt  els RealTime-PCR

Zielgene wurden in einer RealTime-PCR-Reaktion #imj@rt und in einem ABI PRISM ® 7500 fast
real time PCR System (Applied Biosystems, Darmstadttschland) quantifiziert. Zur Detektion der
Sequenzen nutzte ich den Maxima SYBR Green/Rox éviast (Fermentas, Sankt Leon-Rot,
Deutschland). Der Cyanin-Farbstoff SYBR Green kaert mit doppelstrangiger DNA, so dass die
amplifizierten Fragmente Licht einer Wellenlangenve21 nm emittieren. In den Reaktionsansatzen

setzte ich zielgenspezifische Primerpaare (EurdfiwgG Operon, Ebersberg, Deutschland) ein.

1x Reaktionsansatz:

1x Maxima SYBR Green Mastermix
0,2uM Forward Primer

0,2uM Reverse Primer

100ng Template cDNA

auf 25uL Nuklease-freies Wasser

Das verwendete Thermocyclerprogramm im ABI PRISM%D0 fast real time PCR System (Applied
Biosystems, Darmstadt, Deutschland) war wie fotgjedegt:

1) 10 Minuten bei 95°C

2) 15 Sekunden bei 95°C
3) 60 Sekunden bei 60°C
4) 15 Sekunden bei 95°C
5) 30 Sekunden  bei 60°C
6.) 15 Sekunden  bei 95°C

Die Schritte 2.) bis 3.) wurden in 40 Zyklen widdat. Wahrend Schritt 3.) wurde die
Amplifikatmenge photometrisch bestimmt. In den &tdm 4.) bis 6.) wurde die DNA zur Erstellung

einer Schmelzkurve dissoziiert.
Fir jede Probe wurde eine Dreifachbestimmung dwfitgt. Die Proben wurden zu dem

ReferenzgenB-Actin normalisiert und mittels Delta-Delta Cyglgsnod (AACr) Methode (Pfaffl,

Nucleic Acids Res. 2001) relativ zueinander quéiéft. Die Amplifikate wurden bei 4°C gelagert.
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6.2.1.5 Gelelektrophorese von DNA-Fragmenten

Zur Kontrolle der Amplifikatgré3en nach PCR- undaRéme-PCR-Reaktionen wurden DNA-Proben
auf einem Agarosegel aufgetrennt. Hierzu loste 2cBo (w/V) Agarose NEEO Ultra (Carl-Roth,
Karlsruhe, Deutschland) in Rotiophorese® 10x TAHEf&tu(Carl-Roth, Karlsruhe, Deutschland)
durch Aufkochen. Ich versetzte das Gel mit OgFml Ethidiumbromid (Carl-Roth, Karlsruhe,
Deutschland), das in doppelstrangige DNA interkglisd Licht bei 300 nm Wellenldnge emittiert.
Die 25ul PCR-Ansatze wurden mit|d 6x DNA Probenpuffer versetzt. In die Geltaschegepierte ich

25 pL. Die Amplifikate wurden in TAE-Puffer (Carldt, Karlsruhe, Deutschland) bei einer
Stromstarke von 90 bis 120 Volt fir 30 bis 45 Maewtaufgetrennt. In einem Gene Genius Bio
Imaging System (Syngene, Cambridge, UK) fotogredidch das UV-Licht bestrahlte Gel und
speicherte eine digitales Bild des Gels, um mit&dsgleich zu der ebenfalls aufgetrennten MassRuler
DNA Ladder (Fermentas, Sankt Leon-Rot, Deutschlatié) GroRe der amplifizierten RNA zu
bestimmen und mit den bekannten GréRen der Zielgewergleichen.

6.2.1.6 Herstellung eines Gesamt-Proteinextrakt aus  tierischen Zellen

LA4 Zellen, eine murine Epithelzellinie mit Charekstika von AECII (beschrieben in Abschnitt
6.2.2.1), nahm ich in 0,1 bis 1 mL Lysispuffer aDér Lysisverdau wurde 5 Sekunden gevortext und
15 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieBend bestimmth die Proteinmenge (beschrieben in
Abschnitt 6.2.1.7).

6.2.1.7 Proteinmengenbestimmung mit Bicinchinonsaur e (BCA)-Kit

In 96-Well Microwell-Platten wurde die Proteinmengthilfe des Bicinchoninsaure (BCA) Protein
Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Bhtand) bestimmt. Bei diesem Assay werden
zweiwertige Kupferionen in alkalischem Milieu durdbroteine reduziert. BCA bildet mit den
einwertigen Kupferionen einen Komplex, der bei ein&Vellenlange von 562 nm
spektralphotometrisch detektiert werden kann. Atan&ard diente eine Verdinnungsreihe aus
0-2000pug/ml BSA (Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland). liilhrte alle Messungen der Proben
und des Standards jeweils als Doppelbestimmungenhdiazu gab ich jeweils 200l einer
50:1-Mischung BCA-Reagenz mit 4 % Kupfersulfat Zuy® Probe oder Standard und inkubierte die
Ansétze bei 37°C fur 30 Minuten. Die Messung et®lign Infinite M200 Multiwell-Reader (Tecan
Group Ltd., Méannedorf, Schweiz) bei 562 nm. Die Kentration ermittelte ich mittels linearer

Regression der Standardreihe.
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6.2.1.8 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von Proteinen nach Gro3e nutzte ide Elektrophorese in einem
SDS—Polyacrylamidgel. Ich versetzte 20 puL Zellys#t4 pL 6x SDS-Probenpuffer, denaturierte die
Probe fir 15 Minuten bei 70°C im Heizblock Thermgeni comfort (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) und lagerte sie anschlieRend auf Hisl50 pg des Proteins trennte ich in einem
diskontinuierlichen SDS-Acrylamidgel der Gro3e nachi. Das Acrylamidgel setzte sich aus einem
engmaschigen Trenngel, das von einem weitporigem&dgel Uberschichtet wurde, zusammen.

Zusammensetzung:

Sammelgel (3,75 %)

125 mM Tris-HCI (pH 6,8)
0,1 % SDS

3,75% Acrylamid

0,1 % APS

2,5uL TEMED

Trenngel (8%)

375 mM Tris-HCI (pH 8,8)
0,1 % SDS

8% Acrylamid

0,2 % APS

6 UL TEMED

An das Gel legte ich eine Spannung von 100 Volt &) bis die Proben das Sammelgel passiert

hatten. Danach wurden die Proben bei 200 V im Tgeh&0 Minuten aufgetrennt.
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6.2.1.9 Western Blot

Zum Transfer von Proteinen aus einem SDS-Polyatiggel auf eine Nitrozellulosemembran
(Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschlandfzte ich ein Tank-Blotting Verfahren. Mittels
eines Spannungsfelds senkrecht zu Gel und Membuadew die Proteine innerhalb von 60 Minuten
bei einer Stromstérke von 1,2 V pro cm? (VArauf die Nitrozellulosemembran (Thermo Fisher
Scientific, Schwerte, Deutschland) Ubertragen. Di&oteine binden durch hydrophobe
Wechselwirkungen an der Oberflache der Nitrozelainembran (Thermo Fisher Scientific,
Schwerte, Deutschland). Um freie Bindungsstellerbingkieren, schwenkte ich die Membran fur 1
Stunde in TBS-T mit 5 % SlimFast. Die Inkubationt @ém biotin-konjugierten Priméarantikorper
a-CD124 (RnD Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, Ddatsgh erfolgte tGber Nacht bei 4°C unter
leichtem Schiitteln. Nachdem ungebundener Prim&daper griindlich von der Membran gewaschen
wurde, erfolgte die Inkubation mit Peroxidase gglafem Streptavidin (RnD Systems, Wiesbaden-
Nordenstadt, Deutschland) fur 1 Stunde. Mithilfieesi ECL-Kit (Amersham, Minchen, Deutschland)
und einem Rontgenfilm (Kodak, Stuttgart, Deutsct)astetektierte ich die Proteine auf dem Gel.

54



6.2.1.10 Mikroarrayanalyse

Am Helmholtz-Zentrum flr Infektionsforschung GmbHunden AECII, wie in Abschnitt 6.2.3.4
beschrieben, mittels Durchflusszytometrie isoliétier wurde aus den isolierten Zellen die Gesamt-
RNA isoliert (beschrieben in Abschnitt 6.2.1.1) e0ualitat und Integritat der RNA wurde mithilfe
eines Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer (Adil&@echnologies; Waldbronn) tberprift. 500 ng
RNA wurden mit dem GeneChip® 3’ IVT Express Kit fhetrix, Santa Clara, USA) in biotinylierte
komplementare RNA (cRNA) umgeschrieben, die fragmen mit dem Affymetrix GeneChip
MOE430 2.0 (Affymetrix, Santa Clara, USA) hybrididi wurde. Hierflir synthetisierte man zuerst in
einer Reversen Transkriptionsreaktion ein Eineahgf cDNA. In einer Reaktion mit einer DNA
Polymerase und einer RNase H wurde gleichzeitigZdezitstrang DNA synthetisiert und die RNA
im Ansatz degradiert. Die doppelstrangige DNA salinman durchin vitro Transkription in biotin-
modifizierte cRNA um. Nicht gebundene Nukleotidelz®, Enzyme und anorganische Phosphate
wurden vom cRNA Ansatz abgetrennt. 7,5 pg der asfggiten cRNA wurde nach Angaben des
Herstellers bei 94°C fragmentiert und zusammendntiiotinylierten Hybridisationskontrollen (BioB,
BioC, BioD, Cre) in einem Hybridisations-Cocktailngesetzt. Die Proben hybridisierte man 16
Stunden mit Affymetrix GeneChips MOE430 2.0 (Affyime, Santa Clara, USA) der gleichen Lots
bei 45°C. Wasch- und Streptavidin-PE-Farbeschaitieden automatisch an einer Fluidics Station 450
nach dem Protokoll mini_euk2v3_FS450 (Affymetrixanfa Clara, USA) durchgefiihrt. Die
Bildanalyse erfolgte an einem GCS3000 Scanner mit $bftware GCOS1.2 (Affymetrix, Santa
Clara, USA). Alle hier beschriebenen Arbeitsschriftihrte Dr. Robert Geffers am Helmholtz-

Zentrum fur Infektionsforschung GmbH in Braunschgveiurch.

Fir die Genexpressionsanalyse mittels Microarraghmelogie wurden AECII aus Tieren isoliert, die
aus zwei unabhangigen Studien stammen, die ich eanMedizinischen Hochschule Hannover
durchgeflihrt habe. Zuerst wurde eine Voranalysé h&ceits etablierten Algorithmen durch Dr. rer.
nat. Hellmuth Meyer, Urologie, Charité Berlin dugefiihrt (Dittrich et al., Eur.Respir.J. 2010;
Dittrich et al., Clin.Exp.Allergy 2010). Anschliefl@ zog ich flr die weitere Analye nur Gene heran,

die in beiden Versuchen mindestens 2-fach reguliarén.
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6.2.2 Zellkultur

6.2.2.1 Kultivierung primarer muriner Zellen und mu  riner Zelllinien

Alle Zelllinien und primare Zellen kultivierte ichei 37°C, 5 % C@im COy-Inkubator MCO-18AC
(Sanyo E&E Europe BV, Loughborough, UK). Primare leBpzyten, CD4 TC,
knochenmarkgeneriertddDC sowie LA4 Zellen im Ko-Kultur-System wurden irPRIl 1640 (Lonza,
Kdln, Deutschland) mit 10 % FCS (Biochrom AG, BerlDeutschland), 2 mM L-Glutamin (Sigma-
Aldrich, Minchen, Deutschland), 100 U/mL Penicillif,1 mg/mL Streptomycin (Sigma-Aldrich,
Munchen, Deutschland) und 71,5 pBtMercaptoethanol (Carl-Roth, Karlsruhe, Deutschjand

kultiviert.

Die Zelllinie LA4 kultivierte ich in F12K NutrienMixture (Lonza, Kdln, Deutschland) mit 10 %
FCS, 2 mM L-Glutamin (Sigma-Aldrich, Minchen, Dealtand), 100 U/mL Penicillin und
0,1 mg/mL Streptomycin (Sigma-Aldrich, Minchen, Beinland). Diese in den Kulturen verwendete
Epithelzelllinie zeigen Charakteristika von AEC8toner et al., Cancer Res. 1975). Zwei bis dreimal
pro Woche passagierte ich die LA4 Zellen im Vemnalt1:2 bis 1:3. Hierzu wurden das
Kulturmedium abgesaugt und die Zellen mit 10-30 RBS (Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland)
gewaschen. Nach Entfernen des PBS (Sigma-Aldridmdiden, Deutschland) gab ich 0,03 bis 0,04
ml/cr? Trypsin/EDTA (PAA, Pasching, Deutschland) auf dilen und inkubierte fir 3 Minuten im
Brutschrank. Durch Zugabe von vier Volumen Kultudiosen inaktivierte ich das Trypsin/EDTA
(PAA, Pasching, Deutschland). Die Zellen teilte &tschlie3end auf 2 oder 3 Flaschen auf und flllte
sie mit 10 mL (T-25) bis 60 mL (T-175) Kulturmedium auf.

Zur Kultivierung in Multiwell-Platten (TPP, Trasadjen, Schweiz) bestimmte ich die Zellzahl und
séate 1x10Zellen/1,8 crhaus.

6.2.2.2 Einfrieren und Auftauen von LA4 Zellen

Zum Einfrieren zentrifugierte ich die LA4 Zellen ai Ablésen 5 Minuten bei 1200 Upm. Das
Zellpellet resuspendierte ich in 1 mL EinfriermadiFCS mit 10 % DMSO (Sigma-Aldrich,
Munchen, Deutschland)) und tberfiihrte sie in CrgtniRhen (NUNC A/S, Roskilde, Denmark). Die
Gefrierréhrchen wurden fur 12 Stunden bei -20°@®awihrt und dann in flissigem Stickstoff (Linde
Gas, Pullach, Deutschland) oder einer -150°C Kiihérgelagert.
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Zum Auftauen gab ich die Gefrierrdhrchen in ein G7Avarmes Wasserbad (GFL, Burgwedel,
Deutschland). Die Zellen wurden in ein 15 ml-Faldédmchen Uberfiihrt und mit F12K Nutrient
Mixture (Lonza, Koln, Deutschland) mit 10 % FCS# L-Glutamin (Sigma-Aldrich, Minchen,
Deutschland), 100 U/mL Penicillin und 0,1 mg/mL eptiomycin (Sigma-Aldrich, Minchen,
Deutschland) gewaschen. Nach Zentrifugation furiButén bei 1200 Upm nahm ich die Zellen in
F12K Nutrient Mixture (Lonza, Koln, Deutschland) tml0 % FCS, 2 mM L-Glutamin
(Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland), 100 U/mL #in und 0,1 mg/mL Streptomycin

(Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland) auf und kugtite sie in einer Zellkulturflasche.

6.2.2.3 Generierung von dendritischen Zellen aus mu  rinem Knochenmark

Zur Entnahme des Knochenmarks aus Tibia und Festunidteren Extremitaten der Maus trennte ich
das Bein im Hiftgelenk ab und léste Sehnen und Klfestern vom Knochen. Mit einer sterilen
Kanile (24G x 1”) (Braun, Melsungen, Deutschlamd)rde das Knochenmark mit RPMI 1640 mit
5 % FCS vom distalen und proximalen Ende des Krnoches der Markhohle herausgespdlt. Die
Zellen wurden in RPMI 1640 mit 5 % FCS gewaschemschlieRend kultivierte ich 4x3@ellen/mL

in Petrischalen mit unbehandelter Oberflache. Dasltukmedium war Vollmedium, das
2,5-5 % (in Vorexperimenten anhand der CD11c-Exgioesaustitriert) eines Zellkulturiiberstands
einer GM-CSF sezernierenden B-Zelllinie (J558L,n@t al., J.Immunol. 1997)) enthielt. Nach 3
Tagen setzte ich den Kulturen 1 Volumen RPMI 164dliredium mit GM-CSF in identischer
Konzentration zu. Nach weiteren 3 Tagen gewanrdiehnicht-adharenten Zellen durch Abnehmen
des Uberstands und anschlieRendem Waschen mit 16iskaltem PBS (Sigma-Aldrich, Miinchen,

Deutschland), zentrifugierte und z&ahlte sie.

6.2.2.4 Herstellung von Einzel-Zellsuspensionen aus murinen Lungen

Am Helmholtz-Zentrum fiur Infektionsforschung GmbHurden Einzelzellsuspensionen fir die
fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung mittels eindoFlow CellSorter nach einem etablierten
Protokoll (Gereke et al., Am.J.Respir.Crit Care M2609) hergestellt. Die Mause wurden hierfir
nach CQ-Narkose ausgeblutet, indem die Vena cava undimke renale Arterie durchtrennt wurde.
Man legte die Trachea frei und punktierte sie ale@bnd mit einer Kanile (Braun, Melsungen,
Deutschland). Durch die Pulmonararterie perfundieran die Lunge mit 10 bis 20 mL PBS (Sigma-
Aldrich, Minchen, Deutschland), um kontaminieretiglen aus der Blutzirkulation zu entfernen.
Durch die Kanile in der Trachea wurden 2 mL Disp@&® Biosciences, San Jose, USA) gegeben,

gefolgt von 0,5 mL einer 1 % Low-melt Agaroseldsui@arl-Roth, Karlsruhe, Deutschland), die
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zuvor auf 45°C erwarmt wurde. Damit die Agarosesgbolymerisiert, wurden die gefillten Lungen
fur 2 Minuten auf Eis gelegt. AnschlieRend wurdén ldingen in 1 mL Dispase gegeben und fur 45
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Lungerraen in eine Kulturschale gegeben und in 7
mL serum-freiem DMEM-Medium (Lonza, Koéln, Deutsami®, das 25mM HEPES (GIBCO,
Eggenstein, Deutschland) und 100 U/mL DNase | (Sigddrich, Munchen, Deutschland) enthielt,
aufgenommen. Mit einer Pinzette zupfte man das Gewrsichtig auseinander, bevor die Zell-
Gewebe-L6sung fur 10 Minuten auf einem Schittlenigeht wurde. Den Gewebeaufschluss erreichte
man, indem die Lésung mehrmals durch Nylongazegeriinger werdender MaschengréfRe (100 pum,
45 um, 30 pum) gefiltert wurde. Durch Zentrifugatiiim 12 Minuten bei 130 x g wurden die Zellen
pelletiert. Diese Schritte wurden alle durch Dr.réles Gerecke und Andrea Autengruber in den
Ortlichkeiten der Arbeitsgruppe Bruder am Helmhdentrum fiir Infektionsforschung GmbH
durchgeflhrt.

6.2.2.5 Isolation von murinen Splenozyten

Ich totete Mause nach G®larkose durch zervikale Dislokation. Den Tieretnahm ich die Milz,
die in RPMI-Medium mit 5% FCS aufgenommen wurde.istlven zwei Objekttragern wurde die
Milz vorsichtig zerdriickt, um eine Einzel-Zellsugg®n herzustellen. Durch aufeinanderfolgende
Behandlungen mit DNase | und Inkubation in Hamolyséfer entfernte ich DNA und Erythrozyten,
lieR die Zellen anschlielend pelletieren und z&i#enach Aufnahme in RPMI-Medium mit 5% FCS.

6.2.2.6 Zellzahlbestimmung vitaler Zellen

Die Zellzahl von Zellsuspensionen bestimmte icldeim Aliquots in einem Verhaltnis von 1:2 bis
1:10 mit Trypanblau (Carl-Roth, Karlsruhe, Deutsecid) verdinnt und mithilfe einer
Neubauer-zZahlkammer (Marienfeld-Superior, Lauda-if§éimofen, Deutschland) gezahlt wurden. Die

Zellzahl bestimmte ich mathematisch anhand des Kenfiaktors.
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6.2.3 Immunologische Methoden

6.2.3.1 Anreicherung von CD4+ Primarzellen aus muri  nen Splenozyten

CD4" TC reinigte ich aus Splenozyten der MausstammeIDIMloder OT-II durch Negativselektion
auf. In der Zellsuspension, die gemafR 6.2.2.5 gaemvurde, markierte ich zunachst alle Zellen mit
Antikorpern gegen MHCII(212.A1), CD8 (TIB 105), CBR (TIB 164) und FcR (2.4G2) durch 30
Minuten Inkubation auf Eis. Bei der Aufreinigungrv@ellen aus der Milz von C57BL/6 wurde
zudem mit Antikorper gegen NK1.1 (HB191) behandglte genannten Antikbrper waren entweder
IgG aus Maus oder Ratte. Die Zellsuspension wurtketdieRend 30 Minuten mit magnetischen
BioMag® Ziege anti-Maus IgG und BioM&gZiege anti-Ratte 1gG (Polysciences Inc., Eppelheim
Deutschland) Partikeln inkubiert, die an (Zweit-htkorper gebunden sind, die spezifisch 1gG aus
Maus oder Ratte binden. Aufgrund der Magnetpartileekierung der Zweitantikbrpeeonnen die
Zellen, die mit den Antikorpern markiert wurdenyclueine nachfolgende 15-minitige Inkubation auf
einer BioMa§ Flask Separator Platte (Polysciences Inc., EppelhBeutschland) selektiv an die
Platte binden. Zellen, die nicht an die Platte gelmm hatten, entfernte ich durch Abnahme des
Uberstands. Durch Entfernung der Platte wurden adigkérperbindenden Zellen erneut frei. Sie
wurden einem Waschschritt mit RPMI unterzogen uawihderneut auf die Magnetplatte gegeben, von
der man denUberstand erneut entfernte. Beide gesmamUberstande wurden vereint, pelletiert und
gezahlt. Die Reinheit der CD4ellen in der Zellsuspension bestimmte ich durggkytometrisch.
Ein Aliquot der Zellen wurde mit fluoreszenz-markén Antikorpern gefarbt und auf den Anteil von
CD4" Zellen und spezifischen TCR hin untersucht. Etfoldie Aufreinigung aus DO11.10 Tieren, so
erfolgte die Anfarbung mit biotinylierten mKJ1-2BJ1-26), einem Antikérper, der spezifisch ist fur
den transgenen TCR dieser Mause und FITC-konjegiertCD4 (RM4-5), um den Anteil transgener
OVA-spezifischer CD4+ TC zu bestimmen. Bei Aufrgimgen aus OT-1l Tieren wurde die Ausbeute
an OVA-spezifischen CD4Zellen durch Farbung mit einem Antikorper speetiisfir die \B-
Untereinheiten 5.1 und 5.2 des TCR (MR9-4) und\#i2-Untereinheit des TCR (B20.1) gemessen,
da die transgenen TC diese V-Ketten Kombinatiorriexpren. Nach der Messung zeigte sich, dass
typischerweise 55-70 % aller aufgereinigten Zelloswohl CD4 und den OVA-spezifischen T
Zellrezeptor trugen. Die Reinheit der Zellsuspensio OVA-spezifischen T Zellen lag entsprechend
bei insgesamt 55-70 %. Alle fur die Anreicherungd urérbung verwendeten Antikérper sind in

Tabelle 5 aufgelistet.
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6.2.3.2 Anreicherung von antigenprasentierenden Zel len aus murinen
Splenozyten

Zur Antigen-Présentation in einem Kultursystem, dasabhéangig von DC ist, verwendete ich
Splenozyten aus Wildtyp BALB/c oder C57BI6. Fir #ieltur mit CD4 TC aus DO11.10 Mausen
wurden kongene Splenozyten aus Wildtyp BALB/c Tmegewonnen. Fir die Kultur mit TC aus
OT-lI-Tieren reinigte man die Splenozyten aus komeyeC57BL/6 auf.

Die Splenozyten befreite ich von TC, indem ichaileachst 30 Minuten mit Antikrpern gegen CD4
(GK1.5) und CD8 (TIB 105) markierte. Die derart kiarten Zellenlysierte ich durch Zugabe von
Hasenkomplement. Zeitgleich erfolgte eine 30-muopitinkubation mit 0,05 mg/mL Mitomycin C
(Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland), um die Reoétion der Splenozyten zu verhindern. Die
Reinheit der TC-depletierten Splenozyten bestinmoftelurchflusszytometrisch. Hierfur farbte ich ein
Aliquot der aufgereinigten Zellen mit Antikorpegegen CD4 und MHCII und untersuchte sie auf
den Anteil von CD4und MHCII" Zellen. Typischerweise trugen bei dieser Analy8e76 % aller
Zellen in der Suspension nach Aufreinigung MHGikein CD4. Ich konnte somit CD4-depletierte
Splenozyten mit einer Reinheit von 60-70 % aufg@ni Alle fir die Anreicherung und Farbung

verwendeten Antikorper sind in Tabelle 5 aufgetiste

6.2.3.3 Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung (FACS )

Die Expression von Oberflachen- oder intrazelluidPeoteinen in Einzelzellsuspensionen untersuchte

ich mittels Durchflusszytometrie.

Fir die Farbung zentrifugierte ich 0,3—1XTellen in FACS Analyseréhrchen (BD Biosciences) Sa
Jose, USA). Inkubationsschritte wurden ausschibf3biei 4°C unter Lichtabschluss durchgefihrt.
Unspezifische Antikérperbindungen an Fc-Rezeptdrexckierte ich, indem ich die Zellen vor der
Antikorperinkubation 20 Minuten mit 50 pL anti-FeReptor-Antikbrper (2.4G2, = Fc-Block) in
FACS-Puffer inkubierte. Zwischen der Inkubation ri¢-Block (2.4G2) und der nachfolgenden
Antikoérperinkubation  wurde nicht gewaschen, sonderdie Zellen lediglich bei

1200 U/pm zentrifugiert und der Fc-Block abgegossen

Fir die Anfarbung von Oberflachenmarkern erfolgiechliel3end die Inkubation mit entsprechenden

in FACS-Puffer verdiinnten Antikdrpern fir 20 MinateDie darzustellenden Epitope markierte ich

direkt durch Antikorper, die an einen Fluoreszersoff gekoppelt waren. Alternativ markierte ich

Oberflachenproteine indirekt mit biotin-gekoppeltentikdrpern, die in einem weiteren Schritt durch

streptavidin-konjugierte Fluoreszenzfarbstoffe giaeh gemacht wurden. Zwischen den einzelnen
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Arbeitsschritten wusch ich die Zellen jeweils zwalmit 200 pL FACS-Puffer, zentrifugierte sie bei

1200 Upm fir 5 Minuten und verwarf den Uberstand.

Fir die Farbung von intrazellularen Proteinen nersstdie Zellen nach Farbung der
Oberflachenmarker permeabilisiert und fixiert werdebevor ich sie mit Antikdrpern gegen

intrazellulare Proteine inkubierte. Hierfir wurdessd Foxp3 Staining Buffer Set (eBioscience,
Frankfurt, Deutschland) verwendet. Die Farbung tgiich nach Angaben des Herstellers durch.
Hierfir wurden die Zellen nach der Farbung von ametularen Molekilen fir 30 Minuten in

Fixations/Permeabilisierungs-Puffer (eBioscience;ankfurt, Deutschland) bei 4°C inkubiert.

AnschlieBend wurden die unspezifischen Fc-Rezepidubgsstellen, wie bei der extrazellularen
Farbung mit Antikdrper des Klons 2.4G2 blockiertoxP3 wurde intrazellular geféarbt durch
30 Minuten Inkubation mit Allophycocyanin-konjugien Antikérper spezifisch fur FoxP3 (FJK-16s).
Wie beschrieben wurden die Zellen zwischen den ifgbehritten zweimal gewaschen. Bei den
intrazellularen Farbeschritten wusch ich in 200 Mlash/Perm-Puffer (eBioscience, Frankfurt,
Deutschland). Fc-Block und Antikdrperverdinnungtetch auch in diesem Puffer an. Alle fir die

Farbung verwendeten Antikdrper sind in Tabelle fyelistet.

Alle Antikdrper wurden vor Verwendung titriert, uaptimale Farbeergebnisse zu erhalten. Um die
Spezifitat der Antikérperbindung an ein Antigen Zwontrollieren und die unspezifische
Autofluoreszenz von Zellen zu berlcksichtigen, vemrdFarbungen mit unspezifisch bindenden
Isotypkontrollen der verwendeten Antikdrper durdiiget. Diese stimmen in Immunglobulin-Isotyp

und konjugiertem Fluoreszenzfarbstoff mit dem verdeten Antikdrper Gberein.

Die Messung erfolgte an den DurchflusszytometerRIL®der FACSCalibur (BD Biosciences, San
Jose, USA) unter Verwendung der Aufnahme-Softwat&$DiVa (LSRII) oder CellQuest Pro
(FACSCalibur). Die Auswertung wurde mit dem Softe@ogramm FlowJo Version 8.8.7 (TreeStar
Inc., Ashland, USA) durchgefiihrt. Die Auswertundgolgte durch die Angabe des prozentualen
Anteils positiver Zellen fir ein bestimmtes Antigeoder Uber die geometrische mittlere
Fluoreszenzintensitat (MFI), als MaR fur die Exgressstarke eines Antigens.
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6.2.3.4 Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung zur I solation von AECII

In Zusammenarbeit mit unserer KooperationspartnBriof. D. Bruder am Helmholtz-Zentrum fir
Infektionsforschung (HZI) wurde aus Einzelzellsusgenen von murinen Lungen mittels
fluoreszenzaktivierter Zellsortierung AECII isolieHierfir wurden die Einzelzellsuspensionen von
murinen Lungen (Isolation s. 6.2.2.4) mit serungmeiDMEM mit 25 mM HEPES gewaschen und
anschlieend mit Antikdrpern gegen die Oberflachateme CD45 (30-F11), CD32/CD16 (2.4G2),
CD11b (M1/70), F4/80 (BM8) (alle Antikorperklone sauder Ratte gewonnen) und einem PE-
konjugierten Sekundarantikorper aus der Ziege regrkier spezifisch Immunglobuline aus der Ratte
bindet. Nach der Farbung nahm man die Zellen in PBR% fotalem Kélberserum (FCS) und 2 mM
EDTA auf. Die Zellen wurden mit einem MoFlow Celb&r (Cytomation, Fort Collins, USA)
sortiert. Als AECIl wurde eine granulare Populatidarch die starke Seitenstreuung des Lichts
definiert. PE (CD45, CD32/CD16, CD11b, F4/80)-pesitZellen wurden mittels einem Argon lonen
Laser bei einer Wellenlange von 488 nm angeregt dasl emittierte Licht wurde mit einem
Bandpassfilter von 580 ne 30 nm gemessen. In einem Analysefenster trug neseitenstreuung
gegen die Fluoreszenzintensitat von PhycoerythpiB) (auf, um eine PE-negative Population mit
hoher Seitenstreuung als AEC Il zu identifizierBre Zellen wurden in einer Flusskammer mit einer
100 pum Diisenspitze unter einem Druck von 1,7237#k) getrennt. Mit diesem Protokoll konnte
eine Suspension an AECIl aufgereinigt werden, ir deisgehend von Granularitdt und
Oberflachenmolekilen 97-99 % der aufgereinigterieBeAECII waren. Die Zellen verfligen Uber
eine Vitalitat von 90%. Die Zellen wurden fir deolation von Gesamt-RNA genutzt. Alle Arbeiten
wurden in der Arbeitsgruppe Bruder am Helmholtz+tziem fur Infektionsforschung GmbH durch Dr.

Marcus Gerecke und Andrea Autengruber durchgefihrt.

6.2.3.7 Messung der T-Zell Proliferation

Um die Proliferation einer TC-Kultur mit einem Duaftusszytometer zu messen, markierte ich
angereicherte CD4Zellen mit CFSE (eBiosciences, Frankfurt, Deutsot). Hierfur wurden die

Ausgangszellen, die gemal 6.2.3.1. gewonnen wumlerichst mehrmals in PBS mit 0,1% BSA
gewaschen. Die Zellen wurden in PBS/ 0,1% BSA mitVi5 CFSE (eBiosciences, Frankfurt,

Deutschland) fir 10 Minuten bei 37°C inkubiert. BBBSE (eBiosciences, Frankfurt, Deutschland)
wird in die Zellen aufgenommen und bindet kovalent Molekile im Zytoplasma, die Uber eine
Amin-Gruppe verfiigen. Die Markierung der Zellen pgite ich durch Zugabe von eiskaltem
LA4 Volimedium. Durch mehrmaliges Waschen entferiote nichtgebundenes CFSE im Uberstand.
Die fluoreszenzmarkierten Zellen wurden in Kultumait antigenprasentierenden Zellen eingesetzt.

Bei einer Zellteilung werden die carboxyfluoresemiarkierten Molekile auf die Tochterzellen
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aufgeteilt, so dass die Fluoreszenzintensitat atmirDiese Abnahme der Fluoreszenzintensitat lasst

sich bei einer Wellenlange von 518 nm durchflussmgtrisch bestimmen.

6.2.3.5 Nachweis von Zytokinen und Immunglobulinen mittels ELISA

Zum quantitativen Nachweis von Zytokinen und antigpezifischen Immunglobulinen in
Zellkulturiberstanden oder Blutseren wurde die BLISenutzt. Fir den Nachweis von
OVA-spezifischem IgE, -1IgG1 und -lgG2a verwendeté unterschiedliche Protokolle, die hier
aufgefiuihrt werden. Bei allen Protokollen wurdenlieben zwischen den Arbeitschritten dreimal mit
300 pL PBS mit 0,05 % Tween 20 gewaschen. Zwisd®rBlockierung unspezifischer Bindungen
auf der Platte und dem Auftragen der Proben und 8e&ndard wusch ich jedoch nicht, sondern

verwarf nur den Blockierungspuffer. Alle Standauntsl Proben trug ich in Doppelbestimmungen auf.

Fir den Nachweis von antigenspezifischen Immundiobn der Isotypen IgGl und IgG2a in

Blutseren beschichtete ich 96-Well MultiwellplattetaxiSorp (NUNC A/S, Roskilde, Denmark) mit

100 pL (5 pg/Vertiefung) OVA (Sigma-Aldrich, MunaieDeutschland) in Carbonatpuffer bei 4°C
Uber Nacht. Freie Bindungsstellen sattigte ich Irfle BSA (Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland)
in PBS fur 1 Stunde bei 37°C ab. Nach dem Verwedes Blockingpuffers trug ich 100 uL Proben
und Standards auf. Von den Proben wurde in PBSLr#t BSA und 0,1 % Tween 20 eine 1:100-,
1:1000-, 1:10000- und 1:100000-Verdinnung herdesiaér Standard von 1gG1 und 1gG2a wurde
1:1000 verdiinnt (entspricht bei 1IgG1: 20 ng/mL ug@2a: 1000 U/mL) Durch 1:2-Verdinnungen

wurde eine 8-Punkt Verdiinnungsreihe erstellt. Rraloed Standard inkubierte ich flr 1 Stunde bei
37°C unter Lichtausschluss. Anschlie3end gab i€hpll0einer 1:1000 Verdiinnung eines Antikérpers
a-lgG1 (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) oddgG2a (BD Biosciences, San Jose, USA) in die
Vertiefungen und lieR sie fur 1 Stunde bei 37°Cdbim AbschlieBend inkubierte ich mit einer
Streptavidin-konjugierten ~ Meerrettich-Peroxidase nR Systems, Wiesbaden-Nordenstadt,
Deutschland) fur 30 Minuten bei 37°C.

Zur Quantifizierung von antigenspezifischen Immutgilinen des Typ E im Blutserum beschichtete
ich 96-Well Multiwellplatten MaxiSorp (NUNC A/S, R&ilde, Denmark) mit 100 plo-IgE
Antikorper (BD Bioscience, San Jose, USA) in Cadipoffer Uber Nacht bei 4°C. Freie
Bindungsstellen séttigte ich mit Assay Diluent (Bibsciences, San Jose, USA) fur 3 Stunden bei
Raumtemperatur ab, bevor in 100 pL in Assay Dil&R Biosciences, San Jose, USA) verdiinnte
Proben und der Standard auf die Platte aufgetrageden. Die Proben trug ich in 1:10-, 1:20-, 1:40-
und 1:80-Verdinnungen auf. Der Standard von IgEdeur:100 verdinnt (entspricht pro mL 500
Einheiten IgE einer laborinternen relativen Gréf3die jeweils immer wieder neu in

hyperimmunisierten Tieren am alten Standard omeetid determiniert wird.) Durch
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1:2-Verdinnungen wurde eine 8-Punkt Verdiinnungsreilstellt. Proben und Standard liel3 ich fir 1
Stunde bei Raumtemperatur unter LichtausschlusdehinAnschlieBend wurde fir 1 Stunde bei
Raumtemperatur mit 50uL digoxygeniertes OVA (Sightdrich, Minchen, Deutschland) inkubiert.
Zur Detektion wurde 1 Stunde bei Raumtemperaturs@itL einer 1:2000-Verdinnung eine®IG-
OVA Antikdrper (Roche, Mannheim, Deutschland), &m @&ine Meerrettich-Peroxidase gebunden ist,

inkubiert. Alle verwendeten Antikorper werden inb&de 5 aufgefiihrt.

Die quantitative Analyse der obigen Assays basigteeils auf einer kolorimetrischen Reaktion
zwischen einer Meerrettich-Peroxidase (HRP) und M@0 Tetramethylbenzidin Substrat (TMB)
(Biotrend, Koln, Deutschland). Die Reaktion fand Idihuten unter Lichauschluss statt und wurde
anschlieend durch Zugabe von 50 pL 2 normaler Sdhwefelsaure (Carl-Roth, Karlsruhe,
Deutschland) gestoppt. Die Extinktion des entstaede Farbstoffs, welcher proportional zur
gebundenen Antikdrpermenge und damit auch propatieum Analyt ist, wurde bei einer
Wellenlange von 450 nm (Referenzfilter: 540 nmeinem Infinite M200 Multiwell-Reader (Tecan

Group Ltd., Mannedorf, Schweiz) bestimmt.

Die gemessenen OD-Werte wertete ich zuerst mittdés Programms Office Excel (Microsoft
Corporation, Redmond, USA) aus. Anhand der OD-Wearte Vertiefungen, die mit Diluent an Stelle
von Probe inkubiert wurden (Null-Wert) konnte dasté&ktionslimit festgelegt werden. Alle
OD-Werte, die niedriger als der Leerwert plus dieifdche Standardabweichung zwischen zwei

Leerwerten lagen, wurden nicht ausgewertet.

Mit den Proben wurde titriertes Serum von hyperimisigrten Tieren als Standard aufgetragen. Im
Fall von OVA-spez. IgG1 und IgG2a wurde die Menge enthaltenen 1gG1- und IgG2a-Antikorper
initial durch Vergleich mit einem kommerziell ertli@hen Standard verglichen. Neue
Hyperimmunseren wurden jeweils mit dem ersten Stahderglichen, um Absolutwerte berechnen
zu kénnen. Im Fall von OVA-spez. IgE erfolgte madsd@mmerziell erhaltlichen Standards lediglich
eine Angabe in relativen Einheiten, die allerdirdigch Vergleiche der Hyperimmunseren einen
laborinternen Standard darstellen. Die Seren wurtferil:2 Schritten verdinnt, so dass eine
Standardkurve mit 8 Messpunkten erstellt werdemt@anAnhand dieser Standardkurve wurden die
OD-Werte mithilfe des graphischen Auswertungsprognas Prism (Graphpad Software Inc., La Jolla)

durch nicht-lineare Regression in Konzentrationa@eg oder relative Einheiten transformiert.
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6.2.4 Tierexperimentelle Methoden

6.2.4.1 Haltung und Behandlung von Versuchstieren

Fur die Experimente, die dieser Arbeit zugrundgdie verwendete ich Mause der in Tabelle 10
aufgefiihrten Stamme. Die Tiere wurden entweder defFirma Charles River, Kdln, Deutschland
bezogen (Stamme BALB/c, C57BL/6, BALB/c-DO11.10, HIHBeJ) oder von der Arbeitsgruppe

selbst geziichtet (Stamme Calpha/D0O11.10, OT-lle Diere hielt unsere Arbeitsgruppe in den
tierexperimentellen Einrichtungen des zentralenldi®rs der Medizinischen Hochschule Hannover
in Gruppen von 4-6 Tieren pro Kéfig. Sie waren ginE2-stiindigen Tag-Nacht-Zyklus unterworfen
und hatten freien Zugang zu Wasser und ovalbungiedn kommerziellen Mausefutter. Die

Behandlung der Tiere erfolgte im Rahmen des vomdengiichsischen Landesamt fir
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (LAYHZzernat 33 / Tierschutz genehmigten
Tierversuchsvorhabens ,in Vitro und in Vivo Analysker Rolle von IL-4 und IL-17 bei der

erleichterten Zweitsensibilisierung” (AZ 07-136%jerwendet wurden 8-12 Wochen alte weibliche

Tiere.

6.2.4.2 Betaubung durch Isofluran-Narkose

Die Versuchstiere wurden fir die intranasale Apgidn von Antigen durch ein 3-5 %
Isofluran/Sauerstoff-Gemisch (Baxter, Unterschleih Deutschland) anasthesiert. Hierzu begaste
ich die Mause in einer 2 L Induktionskammer duralere Vaporisator. Diese Methode anéasthesiert

die Tiere fur 1-3 Minuten.

6.2.4.3 To6tung der Tiere

Zur Entnahme von Gewebefliissigkeiten (BlutserumpnBhoalveolare Lavage) und Organen

(Lungen, Milz) wurden die Tiere mit GE&sas betaubt und durch zervikale Dislokation geétote

6.2.4.4 Intranasale Verabreichung von Antigen

Wahrend die Tiere andasthesiert in meiner Hand lagenabreichte ich mithilfe einer 200 pL
Gilsonpipette (Gilson Inc., Middelton, USA) die Agenldsung tropfchenweise in die Nasenlocher der
Tiere. Innerhalb von 10 bis 30 Sekunden atmeted @iee die Flissigkeit ein. Anschliel3end legte ich

die Tiere in den Ké&fig zurick und beobachtete &is, sie aus der Narkose erwachten. Die
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verwendeten Konzentrationen sind im Abschnitt ,8#lisierung und Provokation von C3H/HeJ

Mausen® aufgefiihrt.

6.2.4.5 Sensibilisierung und Provokation von C3H/He  J Mausen

Um einen asthmatischen Phanotyp durch ,IL-4 ablgggulmonale Sensibilisierung* hervorzurufen,
wurden 8-12 Wochen alte Weibchen des MausstammgHegHan drei aufeinanderfolgend€agen
(Tag 0,1,2) mit OVA (Sigma-Aldrich, Munchen, Deuttnd) (100 pg/Tier) in Verbindung mit 1 pg
IL-4 (ImmunoTools, Friesoythe, Deutschland) duraftranasale (i.n.) Instillation sensibilisiert.
Aufgrund einer natirlichen Punktmutation im TLR4rGkassen sich diese Tiere durch intransale
Gabe von OVA alleine nicht sensibilisieren, daSignale via dem TLR4 nicht weitergeben kdnnen,
die fur eine intranasale Immunisierung mit OVA netwlig sind (Eisenbarth et al., J.Exp.Med. 2002).
Eine Umgehung dieser Signale der angeborenen Iméudiurch Zytokine, wie IL-4 ist jedoch
maoglich (Dittrich et al., J.Immunol. 2008)). An ddiagen 14, 15, 18 und 19 nach der letzten Gabe
von OVA mit IL-4 wurden die Tiere durch intranas@abe von OVA (25 pg/Tier) provoziert. Zur
weiteren Untersuchung wurden Tiere 12 (Untersuétmaek ,A", s. untenstehende Abbildung 1) und
24 (,B", s. unten stehende Abbildung 1) Stundenhnder ersten Antigengabe, 24 (,C“, s. unten
stehende Abbildung 1) Stunden nach der zweiteng&ngabe, 24 (,D“, s. unten stehende Abbildung
1) Stunden nach der dritten Antigengabe und 48,(sE'Uunten stehende Abbildung 1) Stunden nach
der letzten Provokation geopfert und Gewebefligstgkh und Organe entnommen. Als Kontrolltiere
dienten Mause, die lediglich das Antigen OVA ergielund aus den oben dargelegten Griinden nicht

auf das Antigen reagieren kénnen.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Sensibgierung und Provokation von C3H/HeJ Mausen
Murines Modell einer intranasalen Sensibilisierubgi, dem wahrend der Sensibilisierungsphase (Zekip&-D) die Tiere
12 bzw. 24 Stunden nach Antigengabe geopfert wyrsierdass eine Bronchoalveolare Lavage (BAL) zuniGeung der

BALF durchgefiihrt und die zwei linken Lungenlapptnommen werden konnten. Zu Zeitpunkt E wurde tzlish das
Serum der Tiere entnommen. (n=3 Tiere pro Gruppe)

6.2.4.6 Blutentnahme durch Punktion des Herzen

Zur Gewinnung des Blutserums der Versuchstiere foemd ich nach der Tétung der Tiere das Herz
durch die Brusthdhle mit einer 1 mL Spritze mitegiiKanlle 24G (Braun, Melsungen, Deutschland).
Hierfur wurde die Nadel in einem 20-30 Grad Winkem Bauch her kurz unter dem Rippenbogen
Richtung Kopf eingefiihrt. Anschlieend sog ich kam und gleichmaRig das Blut aus der
Herzkammer, wobei etwa 0,6 ml gewonnen werden lnnDas enthommene Blut wurde in ein
Serum Gel Z Mikro-Probengefal? (Sarstedt, Nirmbrdgautschland) gegeben, in dem die Gerinnung
aktiviert wird. Nach 5 Minuten Zentrifugation beédd00xg konnte ich das Serum abnehmen und in ein
1,5mL Eppendorf-Reaktionsgefald (Eppendorf, HambDeytschland) Uberfihrt werden. Die Seren

wurden bis zur Analyse bei -80°C eingefroren.

6.2.4.7 Spllung der Lunge mit PBS zur Gewinnung von bronchoalveolaren
Zellen (Bronchoalveolare Lavage)

Fur die Gewinnung von bronchoalveolaren Zellendagh nach Tétung der Tiere die Trachea frei.

Diese wurde mit einem Abbocath®-T20 Gx32 (Abbatidwigshafen, Deutschland) punktiert und
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mit chirurgischem Faden fixiert. AnschlieBend spiith die Lunge drei Mal mittels einer Spritze mit
je 1 mL eisgekihltem PBS (Sigma-Aldrich, MinchenguBchland). Diese Technik wird als
Bronchoalveolare Lavage (BAL) bezeichnet und uateterem im Rahmen der Bronchoskopie auch
fur die Gewinnung von bronchoalveoldrem Schleimugietn Die zuriick gewonnene Flissigkeit kann
als Bronchoalveolare Lavage Flissigkeit (BALF) belzeet werden. Die gewonnenen 3 mL BALF
wurden bei 1200 Upm fir 5 Minuten zentrifugiert. dda5 Minuten Inkubation in 2 mL
Hamolysepuffer wurde die Hamolyse mit 2 mL PBS ggst und bei 1200 Upm 5 Minuten
zentrifugiert. Die Zellen wurden in 500 pL PBS arigmmen und in Trypanblau gezahlt. Die
Zellzahl wurde eingestellt und 5X1Bis 1x10 Zellen wurden mithilfe der Cytospin 3 (ShandoneLif
Science International, Cheshire, UK) fir 5 Minutegi 800 Upm auf 76 x 26 mm Glasobjekttrager

(Menzel Glaser, Braunschweig, Deutschland) aufgetra

6.2.4.8 Pappenheim-Farbung und Differenzierung von BALF-Zellen

Zur Differenzierung der Zellen in der BALF wurdere dCytospots (siehe 6.2.4.7) 5 Minuten in
May-Grinwald-Losung gefarbt. Nach zweiminitiger \Wasg in PBS wurden die Zellen fir 20
Minuten in einer 20-fach verdinnten Giemsa-Losueffrdpt, bevor sie unter Leitungswasser gespilt
wurden. Die gefarbten Cytospots wurden unter dechthikroskop nach morphologischen Kriterien
in Makrophagen, Eosinophile, Neutrophile und Lymptien differenziert. Es wurden je Cytospot
300 Zellen differenziert. Zur Bestimmung der absatuZellzahlen der einzelnen Zelltypen wurde der

errechnete Anteil mit der zuvor bestimmten Gesallattd multipliziert.

6.2.4.9 Entnahme der Lungenfliigel fir die RNA-Isola  tion

Nach der T6tung der Tiere wurde die Brusthéhle derdPleuralraum gedffnet. Mit einer Pinzette und
einer Schere entfernte ich die zwei linken Lungepé und gab sie in ein Lysing Matrix D Réhrchen
(MP Biomedicals, Eschwege, Deutschland), das mi0 38 RLT-Puffer (Qiagen, Hilden,

Deutschland) gefullt war. Die Réhrchen wurden itisfligen Stickstoff (Linde Gas, Hannover,
Deutschland) gegeben und somit schockgefroren nachéielRend bis zur weiteren Verwendung bei

-80°C gelagert.

6.2.4.10 Entnahme der Milz

Fur die Gewinnung von Splenozyten 6ffnete ich ndehTotung der Mause die Bauchhdhle der Tiere
und legte die Milz frei. Die Milz wurde mit einerirRette angehoben und mit einer Schere
herausgetrennt. AnschlieRend bewahrte ich das emtene Organ in RPMI 1640 mit 5 % FCS auf

Eis, bis das Organ zur Splenozytenisolation (s&Be.5) verwendet werden konnte.
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6.2.5 Statistische Methoden

Mithilfe des Mann-Whitney-U-Test und dem ungepaarte Test mit Welch Korrektur wurde
untersucht, ob zwei Gruppen signifikant untersditbdsoneinander sind, wobei der ungepaarte t Test
nur dann zur Anwendung kam, wenn die Gruppengroléaer als 3 war (n<3) Bei einem
Signifikanzniveau von p < 0,05 wurden zwei Prob&numterschiedlich betrachtet. In individuellen
Studien wurden 4 bis 5 Tiere pro Gruppe flr die Ips® herangezogen. In in vitro Experimenten
wurden, sofern nicht anders angegeben, Dreifacinti@singen betrachtet. Die Studien wurden, sofern
nicht ausdriicklich angegeben, jeweils mindestens uBlbhangig voneinander durchgefihrt

(Microarrayanalysen 2x).
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7. Ergebnisse

7.1  Charakterisierung der ,IL-4 abhangigen pulmonal en

Sensibilisierung*

Ausgehend von der Beobachtung, dass im Modell -eigkkr4-abhangigen pulmonalen
Sensibilisierung” muss die IL-4RUntereinheit des IL-4 Rezeptors sowohl auf hamagtischen,
wie auf strukturellen Zellen exprimiert sein, umeeiTy2-gerichtete Entzindung der Atemwege
hervorzurufen (Dittrich et al., J.Immunol. 2008)uggehend von dieser Beobachtung sollte die

Wirkung von IL-4 auf AECII wahrend der Sensibilisiag genauer charakterisiert werden.

Obwohl in systemischen murinen Sensibilisierungsetied, bei denen Tiere durch intraperitoneale
Gabe des Antigens in Verbindung mit dem Adjuvanamisensibilisiert werden, die Provokation mit
Antigen zu einer robusten Atemwegsentzindung figtellt es jedoch ein sehr unphysiologisches
Sensibilisierungsmodell dar. Die verabreichte Aj@rdosis Kkorreliert nicht mit den
Antigenkonzentrationen, die bei einer natirlichemtigenaufnahme im Intraperitonealraum
vorkommen. Zudem kann man bei einer physiologiscBensibilisierung nicht von der Gegenwart
des starken Adjuvanz Allum ausgehen und die Aufmaleines Allergens bei einer pulmonalen
Sensibilisierung findet Uber die Atemwege stattsAliesen Griinden entschied ich mich dazu ein
intranasales Sensibilisierungsprotokoll zu wahRsi.einer intranasalen Applikation wird das Antigen
auf eine Weise verabreicht, die den natirlicheneBegheiten sehr nahe kommt. So konnte in diesem
Modell bereits 2000 gezeigt werden, dass IL-4 egr@rale Rolle bei der pulmonalen Sensibilisierung
spielt (Herrick et al., J.Clin.Invest 2000). Actgthde spéter nutzten Dittrich et al. eine modifiger
Form dieses Sensibilisierungsprotokolls fur ihrgddsuchungen zur Wirkung von IL-4 wahrend der
Sensibilisierungsphase (Dittrich et al.,, J.Immund@008). Im zu untersuchenden murinen
Asthmamodell sensibilisierte ich Mause des Stami@ll/BeJ an drei aufeinanderfolgenden Tagen
mit OVA in Verbindung mit IL-4, die Kontrollgrupperhielt lediglich OVA. Zwei Wochen nach der
Sensibilisierung wurden die Mause mit OVA alleineoyoziert und zwei Tage nach der letzten
Provokation analysiert. Die Mause des Stamms C3B/élerimieren keine funktionelle Form des
TLR4 auf ihren Zellen und kénnen infolgedessen indtdn TLR4-Liganden Lipopolysaccharid (LPS)
binden. Die Sensibilsierung Uber die Atemwege nWid0n diesem Modell ist komplett abhéngig von
der Expression des TLR4 damit es nach Sensibilisger und Provokation zu einer

Atemwegsentzindung kommt. Tiere, wie der C3H/Heaindt, die keinen funktionellen TLR4
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exprimieren, lassen sich mit OVA alleine nicht gegéeses Antigen sensibilisieren (Eisenbarth et al.
J.Immunol. 2004).

In ersten Untersuchungen hatte man den bereitsnh&@ Phanotyp der Entzindung anhand einer
Messung der Zellzahl in Bronchoalveolarraum und Differenzierung dieser Zellen nachvollzogen.

(Dittrich et al., J.Immunol. 2008). AnschlieRenditbaich Zeitkinetiken der Entziindung und ihrer

Mediatoren wahrend der Sensibilisierungsphase suntht, um die Veranderungen der

Sensibilisierungsphase, die bisher noch nicht nahtsrsucht worden war, ndher zu charakterisieren.
Diese Untersuchungen dienten dazu, einen Zeitpudektzulegen, an dem bereits deutliche

phanotypische Verénderungen durch den Kontaktlmdt ind Protein eintreten. Zu diesem Zeitpunkt

wurden in Folgeexperimenten AECII durchflusszytaiseh isoliert und ihr RNA-Expressionsprofil

mittels Microarray und RealTime-PCR né&her untersuch

7.1.1 Infiltration von Eosinophilen in den Bronchoa lveolarraum nach
Sensibilisierung und Provokation mit OVA und IL-4

Wie bereits vorbeschrieben (Dittrich et al., J.Inrmolu 2008), kommt es in Tieren, die wahrend der
Sensibilisierung OVA und IL-4 erhielten, nach deowkation zu einer starken Infiltration von Zellen

in die BALF im Vergleich zu Tieren der Kontrollgrpe, die OVA allein erhielten (Abbildung 2 a).

Zur weiteren Charakterisierung wurden die infilteleden Zellen ihrer Zellmorphologie nach
mikroskopisch differenziert. Es zeigte sich, dasslén mit OVA und IL-4 sensibilisierten Mausen
70,3 %= 15,2 % der infiltrierenden Zellen eosinophile Griazyten waren. 26,51 % 12,5 % der
Zellen zeigten eine Morphologie von Makrophagen @r@ %+ 3,3 % wurden als Lymphozyten
eingeordnet. Wahrend sich keine Zellen mit der Motpgie von neutrophilen Granulozyten in der
BALF von OVA + IL-4 behandelten Tieren fanden, ktem0,4 % + 0,9 % der Zellen in der BALF
der Kontrollgruppentiere als Neutrophile identiéigi werden (Abbildung 2 b). Die Zellen in der
BALF der Kontrolltiere zeigten zu 86,5 %6,1 % Makrophagenmorphologie und 7,7£98,3 % der
Zellen wurden als eosinohphile Granulozyten idemft. Auch in den Kontrolltieren machten
Lymphozyten den geringsten Anteil in der BALF mjB4% * 3,8 % aus. Bezogen auf die Zellzahl
fand ich in den mit OVA und IL-4 behandelten Tiereine hohere Zahl an Makrophagen,
Lymphozyten und Eosinophilen, als in den Kontrei#n (Abbildung 2 c, e, f). Jedoch unterschied
sich nur die Zahl der Eosinophilen signifikant endoeiden Gruppen (Abbildung 2 f).
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Abbildung 2: Zellzahlen und —differenzierung in derbronchoalveolaren Lavage (BAL)

Zellzahlen in der BALF von Tieren, die mit OVA unid-4 (schwarz), oder mit OVA allein (weil3), sendikiert wurden.
BALF wurde 48 Stunden nach der letzten Provokatimwonnen. a) Vergleich der Zellzahlen in der BALL-f)

Lichtmikroskopische Differenzierung anhand der @@liphologie nach Pappenheim-Farbung von ZytospmisZellen der

BAL. c-f) Zellzahl der Makrophagen (c), Neutrophmilgd), Lymphozyten (e) und Eosinophilen (f) in dBALF
(reprasentative Studie von 5 Studien mit n=5 Tiekéann-Whitney-U-Test, ** entspricht Signifikanzieiau P<0,01)

Anhand der erhohten Zellzahl und dem hohen Antrileasinophilen Granulozyten konnte ich
bestéatigen, dass durch die Behandlung mit OVA und Im Vergleich zur Behandlung mit OVA

alleine eine deutliche Atemwegentziindung induzigitd, die durch eosinophile Granulozyten
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dominiert ist. Eine i2-gerichtete Entzindung der Atemwege kann zudemarahhdes
vorherrschenden Zyto- und Chemokinprofils besclemelwerden, so dass ich im Weiteren die
Expression verschiedener inflammatorischer Medesiamittels Realtime-PCR- Analyse untersucht
habe.

7.1.2 Induktion von Zyto- und Chemokinen nach Sensi bilisierung und
Provokation mit OVA und IL-4

Aus den Lungen der obigen Tiere wurde Gesamt-RNHAeid und durch RealTime-PCR Analyse die
relative Expression verschiedener Mediatoren, v8&H, GM-CSF, IL-33, MCP-1 (CCL2), RANTES
(CCL5), TARC (CCL17), CXCL1, Eotaxin-2 (CCL24) undip-3a (CCL20) untersucht. Diese
Molekille sind im Zusammenhang mit allergischen Imreaktionen der Atemwege bereits
beschrieben (Cao et al., Cytokine 2011; Holgatd.eAm.J.Respir.Crit Care Med. 1997; Matrini et al.
J.Allergy Clin.Immunol. 1992; Schmitz et al., Immiyn 2005; Sekiya et al., J.Immunol. 2000;
Soumelis et al., Nat.Immunol. 2002; Weckmann et Blat.Med. 2007; Zimmermann et al.,
J.Immunol. 2000). Die Expression der verschieddviediatoren wurde zunachst auf die Expression
von B-Actin normalisiert. In einem zweiten Schritt wurdie Expressionsstarke der mit OVA und IL-4
behandelten Tiere mit der Expressionsstarke demitu®VA behandelten Tiere verglichen.

Es zeigte sich, dass die Sensibilisierung mit O\l UL-4 im Vergleich zur Sensibilisierung mit
OVA alleine zu einer deutlichen Heraufregulatiom Bepression von MCP-1, Eotaxin-2 und CXCL1
fuhrte. Die MCP-1 Expression von Tieren, die mitWnd IL-4 behandelt worden waren, war durch
Gabe von IL-4 160-fach hoher als in Tieren, die mit OVA behandelt wurden. Eotaxin-2 und
CXCL1 waren in IL-4 behandelten Tieren 50-fach htéveprimiert, als in den Kontrolltieren. Auch
die I1L-33-, GM-CSF- und TARC-Expression waren holés in den Tieren, die mit OVA allein
sensibilisiert wurden (5-13-fach hoher). Die Gemesgpion von RANTES, CCL20 und TSLP wurden
von IL-4 nicht beeinflusst(l,5 fach) (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Realtime PCR Analyse der Genexpressionon Zytokinen und Chemokinen in der Lunge

Relative Genexpression verschiedener Zyto- und ©kama aus der Lunge von Mausen, die mit OVA undtlbehandelt
wurden, verglichen mit Tieren die mit OVA behandeiirden. Die Lunge wurde 48 Stunden nach der letB®vokation

mit OVA entnommen Es wurde die relative Expressien Gruppe OVA + IL-4 zu OVA (fold-change) durch élyse via
semiquantitativer RT-PCR bestimmt. Die Expressiamrde normalisiert zur Expression des ReferenzgeAstiR. Alle
Werte wurden aus Dreifachbestimmungnen errechrierahderAAC-Methode. (Repréasentative Studie von 5 Studien, bei
der pro Gruppe n=3 Tiere analysiert wurden.)

Neben den Daten der Zelldifferenzierung bestétigerch die gemessenen Regulationen der
Chemokine, dass eing;2-gerichtete Atemwegsentziindung durch die Sensiiling mit OVA und

IL-4 hervorgerufen wurde. Um eine atopische Immaktien nachzuweisen galt es jedoch,
antigenspezifische IgE Antikérper im Serum der &ieachzuweisen (siehe 5.2 und 5.5). Hierflr

wurde das Serum der Tiere mittels eines antigeifsggd®en ELISAs flr IgE untersucht.

7.1.3 Induktion von antigenspezifischem IgE nach Se nsibilisierung und
Provokation mit OVA und IL-4

In der mit OVA und IL-4 behandelten Gruppe konnéetmder Provokation im Vergleich zur nur mit
OVA behandelten Kontrollgruppe mithilfe eines astigpezifischen ELISAs fir IgE ein signifikanter

Anstieg von antigenspezifischen IgE AntikbrpernSerum gemessen werden. (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Bestimmung der antigenspezifischen IgEAntikdrper im Blutserum
Bestimmung der antigenspezifischen IgE Antikorpe&lutserum der Tiere mittels ELISA. Die Konzenimaen wurden in
Doppelbestimmungen anhand einer 1:40 VerdinnungS#gams in Assay Diluent (BD Biosciences, San JoE®A)

errechnet. (In der reprasentativen Studie von Hi&tuwurden n=5 Tiere analysiert, Mann-Whitney-UsfTe entspricht
Signifikanzniveau P<0,05)

Die Ergebnisse der ELISA-Messung zeigen, dass iolchd die ,IL-4 vermittelte pulmonale

Sensibilisierung” einen Klassenwechsel zu Immungliolen des Isotyp E auslosen konnte.
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7.1.4 Charakterisierung des BALF-Phanotyps in der S ensibilisierungsphase der
,IL-4 abhangigen Sensibilisierung*

Um einen genaueren Einblick in die Sensibilisiespise zu gewinnen, habe ich nach Bestatigung
des Phéanotyps nach der Provokation (Zeitpunkt ,E&n vier Zeitpunkten wahrend der
Sensibilisierungsphase Tiere aus den beiden Vesgughpen analysiert. Diese Analysen erfolgten 12
und 24 Stunden nach der ersten Antigengabe (Zéitpdti und ,B*), sowie 24 Stunden nach der
zweiten (Zeitpunkt ,C*) und dritten Antigengabe (@enkt ,D“). Dabei wurden erneut die
Zelldifferenzierung in der BALF und die Expressin Eotaxin-2 mRNA als zentralem Mediator fur

die Rekrutierung von Eosinophilen in der Lunge \dersuchstiere untersucht (Abbildung 5).

Sensibilisieruna Provokation

100 pg OVA
und
1ugIL-4

OVA 25 ug

oder i.n.

C3H/HeJ

(TLR4-defizient) 100 ug OVA

i.n,

A
Tag 0 1
\ 2R /

A B

+ <«
-
-
-
-

14 15 18 19 21

O €«
-
-

Analyse

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Sensibgierung und Provokation von C3H/HeJ Mausen

Murines Modell einer intranasalen Sensibilisierungi dem wahrend der Sensibilisierungsphase (Zehtpa-D) Tiere 12
bzw. 24 Stunden nach Antigengabe geopfert wurdedass eine BAL zur Gewinnung der BALF durchgefiiimd die zwei
linken Lungenlappen entnommen werden konnten. Zipdiekt E wurde zusatzlich das Serum der Tiere @nmen.
(Répréasentative Studie von 5 Studien mit n=3 TjpeeGruppe)
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7.1.4.1 Eosinophile Granulozyten infiltrieren die B ALF bereits wahrend der
Sensibilisierungsphase

Es zeigte sich, dass wahrend der Sensibilisierdmragspzu den ersten drei Analysezeitpunkten keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Zelllzshzwischen den Tieren, die nur OVA erhielten, im
Vergleich zu den Tieren, die OVA und IL-4 erhieltanftraten. Erst 24 Stunden nach der dritten
Antigengabe, zum Zeitpunkt ,D“ konnte in den mit AVund IL-4 behandelten Tieren ein
signifikanter Unterschied der Zellzahl gegenitiben @A behandelten Tieren gemessen werden.
Insgesamt stieg die Zellzahl wahrend dieses Behagdkeitraums mit durchschnittlich 1,210
Zellen/Tier jedoch nicht an (Abbildung 6 a). Ersth der Provokationsphase konnte in den Tieren der
Versuchsgruppe (OVA und IL-4) eine 10-fach hoheediZzahl als in den Tieren der Kontrollgruppe
(nur OVA) gemessen werden (Abbildung 6 a).

Hinsichtlich der zellularen Zusammensetzung desiltdas fand ich bereits wahrend der
Sensibilisierungsphase deutliche Unterschiede hwisden beiden Gruppelm jener Phase verhielt
sich der Anteil an Makrophagen, Neutrophilen undnpyozyten in den beiden Versuchsgruppen
ahnlich (Abbildung 6 b-d). Wahrend die Zahl der Iptmozyten Uber die Zeit gleich blieb
(Abbildung 6 d), konnte ich zeigen, dass die Zabt #lakrophagen und Neutrophilen in der
Sensibilisierungsphase Uber die Zeit abnahm (Abbtd 6 b und c). Die Abnahme der
Neutrophilenzahl war zum Zeitpunkt ,.D* in der Koollgruppe (nur OVA) jedoch starker, als in der
Versuchsgruppe (OVA und IL-4), da in der Versuchpge eine signifikant hohere Zahl an
Neutrophilen messbar war. Gleichzeitig zeigte siblZeitpunkt ,D* in den Tieren, die mit OVA und
IL-4 behandelt wurden ein signifikanter Anstieg ansinophilen Granulozyten gegentber der
Kontrollgruppe (Abbildung 6 e). Nach der Provokaiphase kam es in den Tieren, die mit OVA und
IL-4 behandelt wurden zu einem Anstieg von Makrgmm Lymphozyten und Eosinophilen
(Abbildung 6 b, d, e). Jedoch war lediglich im Eatler Eosinophilen ein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Versuchsgruppen (AbbildundBe).der Zahl an Neutrophilen in der BALF
konnte nach der Provokation ein Anstieg in der Kaligruppe gemessen werden. Der Unterschied

zwischen den beiden Behandlungsgruppen war jedobh signifikant.
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Abbildung 6: Zelldifferenzierung in der BALF zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend der Sensibiliserunghase

Zellzahlen in der BALF von C3H/HeJ Tieren, die @VA und IL-4, oder mit OVA allein sensibilisiert wden. BALF
wurde 12 Stunden (Zeitpunkt A) und 24 Stunden (deikt B) nach der ersten Antigengabe, 24 Stundeh dar zweiten
Antigengabe (Zeitpunkt C), 24 Stunden nach deraritAntigengabe (Zeitpunkt D) und 48 Stunden naeh ldtzten
Provokation (Zeitpunkt E) entnommen. In dieser &epntativen Studie wurden pro Gruppe 4 bis 5 Tierersucht.
a) Zellzahlen in der BALF. b) Makrophagen in der IBA c) Neutrophile in der BALF. d) Lymphozyten iredBALF.

e) Eosinophile in der BALF. (In der reprasentati®tudie von 5 Studien wurden n=4-5 pro Gruppe &ty nicht
signifikant bei Mann-Whitney-U-Test, * entsprichig8ifikanzniveau P<0,05.)
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Zusammengefasst zeigte die Untersuchung der BALwen#l der Sensibilisierungsphase, dass IL-4
in diesem Zeitraum die absolute Zellzahl im Broratieolarraum nicht beeinflusst, aber sich die
Zusammensetzung der Zellen in diesem Kompartimenthddie Einwanderung von eosinophilen
Granulozyten andert.

Um die Einwanderung von Eosinophilen in den Bromt\wolarraum genauer zu untersuchen,
bestimmte ich die relative Expression von EotaximRNA in der Lunge der Tiere zwischen den
beiden Versuchsgruppen an allen Analysezeitpunkigels Realtime-PCR Analyse.

6.1.4.2 Die Expression des Eotaxin-2 Gens in der Se nsibilisierungsphase wird
durch IL-4 beeinflusst

Zu jedem Analysezeitpunkt, an dem die Zellzusametznsag der BALF untersucht wurde, entnahm
ich den linken Ober- und Unterlappen, wie auch mehten Mittellappen der Mauslunge zur Isolation
von Gesamt-RNA. Mittels Reverser Transkription waudie RNA in cDNA umgeschrieben und die
Expression von Eotaxin-2 mRNA in einer quantitativRealtime-PCR bestimmt. Die relative
Genexpression in den beiden Versuchsgruppen wetdtwzu einer Standard-RNA quantifiziert, die

aus Lungen von unbehandelten Tieren gewonnen wurde.

Wahrend in der Kontrollgruppe die Expression vonakim-2 Uber den Studienzeitraum unverandert
blieb, zeigte sich 24 Stunden nach der zweiteng®ngabe, in den mit OVA und IL-4 behandelten
Tieren ein Anstieg in der Expression des Eotax{Behs (Zeitpunkt ,C*, Abbildung 7). Diese Menge
an Eotaxin-2 Messenger wurde bis 24 Stunden nachddéen Antigengabe aufrechterhalten
(Zeitpunkt ,D*)und auch nach Provokation mit OVAdifpunkt ,E*) konnte eine erhdhte Eotaxin-2

Expression nachgewiesen werden (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Bestimmung der relativen Eotaxin-2 Gemxpression wahrend der Sensibiliserungsphase

Mittels Sybr Green Realtime-PCR Analyse wurde digréssion von Eotaxin-2 mRNA in Tieren, die OVA o@VA und
IL-4 bekamen relativ zu PBS behandelten Tiereniimest. Die cDNA aus 3 Versuchstieren pro Grupp&de gepoolt und
die Expression wurde in Zweifachanséatzen bestirms3 Tiere/Gruppe). Es wurden die Zeitpunkte (A)St@nden nach 1.
Antigengabe, (B) 24 Stunden nach 1. Antigengabg, Z€ Stunden nach 2. Antigengabe, (D) 24 Stundech ra
Antigengabe und (E) 48 Stunden nach letzter Pravakaintersucht. (Reprasentative Studie von 5 Studiit n=3 Tieren
pro Gruppe, Ungepaarter t Test mit Welch Korrektmtspricht Signifikanzniveau P<0,05)

Ruckblickend auf die Untersuchung der Zellzusammizosig im Bronchoalveolarraum konnte ich
eine zeitliche Korrelation zwischen der Kinetik destaxin-2 Genexpression und der Einwanderung
von eosinophilen Granulozyten in die BALF messegrdleiche Abbildung 6). Der Unterschied von
24 Stunden zwischen der Induktion von Eotaxin-2 rARNhd dem Anstieg an Eosinophilen erklart
sich aus den weiteren Syntheseschritten, bis aktiuataxin-2 Protein hergestellt wurde. Zudem
beansprucht eine Einwanderung der Eosinophilengefeiner Rekrutierung durch Eotaxin-2 eine

bestimmte Zeit.

Aufbauend auf den Analysen der Sensibilisierungsphden Untersuchungen der Zellmorphologie im
Bronchoalveolarraum und der Eotaxin-2 Expressiohremd der Sensibilisierungsphase entschied ich
mich respektive der initialen Fragestellung die Klfirg von IL-4 auf parenchymattse Epithelzellen

der Lunge zu untersuchen, um neue Mediatoren zutifidéeren, die den Sensibilisierungsprozess

beeinflussen und weitere Einblicke in die Mechamisnwahrend dieser Phase einer allergischen
Erkrankung zu erhalten. Daher sollten im Zuge d&hsten Untersuchungen AECII aus der Lunge
von C3H/HeJ Mausen, die mit OVA allein, oder mit ®\in Verbindung mit IL-4 intranasal
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sensibilisiert wurden isoliert werden. Die RNA adigsen Zellen gewonnene RNA wurde mittels

Microarray in einem hypothesefreien Ansatz anatysie

7.2 Genexpressionsanalysen mittels Microarray von A ECIl wahrend

der Sensibilisierungsphase der IL-4 abhé&ngigen Sens ibilisierung

Die Untersuchungen der Sensibilisierungsphase ereiglass IL-4 bereits 24 Stunden nach dem
zweiten Antigenkontakt die Transkription von Eota® mRNA und die Einwanderung von
eosinophilen Granulozyten induziert. Eine Einwander dieser Zellen in das Lungenparenchym in
der Effektorphase konnte bereits beschrieben wegdemid et al., J.Allergy Clin.Immunol. 1997).
AECII Ubernehmen in verschiedenen Modellen der Ategsentziindung immunmodulatorische
Wirkungen (Dittrich et al., Clin.Exp.Allergy 201@ereke et al., Am.J.Respir.Crit Care Med. 2009;
Zhao et al., Respir.Med. 2010), so dass ich vertmutiass dieser Zelltyp ein Zielzelltyp des IL-4 im
strukturellen Kompartiment sein kénnte, da einer&#n von F2-Zytokinen in den Alveolen bereits
fur die Effektorphase gezeigt werden konnte (Mifiséizal., J.Allergy Clin.Immunol. 1998). Um die
Wirkung von IL-4 auf das Epithel der unteren Atengeevéhrend der Sensibilisierungsphase naher zu
untersuchen, behandelte ich C3H/HeJ Mause mit OYAérbindung mit IL-4 oder nur mit OVA
(siehe Methoden 6.2.4.4 und 6.2.4.5) und isoli&EECII 24 Stunden nach der zweiten Antigengabe
(Zeitpunkt ,C" in obigen Untersuchungen). Die AE@urden als granuldre Zellen identifiziert, die
keine Marker fur TC, B-Zellen, nattrlich€llerzellen, Monozyten, Makrophagen, Granulozytater

DC trugen. Diese Zellen wurden in Zusammenarbeitdar AG Bruder am Helmholtz-Zentrum fiir
Infektionsforschung anhand von Oberflachenmolekidge der Tyrosin Phosphatase CD45 (B220),
CD32/CD16, CD11b, F4/80 und der Granularitat gesiaBm etablierten Protokoll isoliert (Gereke et
al., Am.J.Respir.Crit Care Med. 2009).

In einem hypothesenfreien Ansatz sollten Zielgateniifiziert werden, die von AECII 24 Stunden
nach 2. Antigengabe in den mit OVA und IL-4 versiies ausschlieRlich mit OVA behandelten Tiere
differenziell exprimiert wurden. Diesen Ansatz wéhich, um ein mdoglichst breites Spektrum an
Folgen der Behandlung mit IL-4 als Basis fir weatddntersuchungen nutzen zu kdnnen. Die

Wirkung von IL-4 auf den Sensibilisierungsprozestsaeitestgehend unbekannt.

Da ich im Hinblick auf diese Anforderungen eine indigst groRe Bandbreite an regulierten
Sequenzen untersuchen wollte, entschied ich midtir,ddie mMRNA der isolierten AECII mittels
Microarray-Technology mit dem GeneChip MOE430 Affymetrix, Santa Clara, USA) der Firma
Affymetrix zu untersuchen. Dieser GeneChip tragt&nzen des gesamten murinen Genoms auf
seiner Oberfléache.
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Ich analysierte zwei voneinander unabhéngige lisolah von AECII. Im ersten Versuch waren (472

und 76) Gene mindestens zweifach reguliert, im @meVersuch (279 und 76) Gene. Es ergab sich
eine Schnittmenge von 76 gemeinsam differenziglllierten Genen in beiden Versuchen (Abbildung

8).

Abbildung 8: : Schematische Darstellung der 2-fachegulierten Gene aus der Microarrayanalyse
Schematische Darstellung der 2-fach regulierteneGars der Microarrayanalyse aus 2 Sensibilisiestnden (n=5 Tiere
pro Gruppe wurden gepoolt und analysiert.) Rote @etbe Segmente bilden die 2-fach regulierten GemeStudie 1 und

die griinen und gelben Segmente bilden die regefie@ene der Studie 2. Gelb kodierte Gene stellenSdhnittmenge
beider Versuche dar.

Diese 76 differenziell regulierten Gene wurden Hudrei Softwareprogramme weiter analysiert,
wodurch die Anzahl weiter zu charakterisierendemé&eeduziert wurde. Mithilfe der ,DAVID
Bioinformatics Ressources 6.7“ des National In&itwof Allergy and Infectious Diseases
(NIAID,NIH) gruppierten wir die Gene funktionell. ibch Verwendung der Software ,Pubmatrix”
und ,iHOP“ konnten die Gene mit den englischen B&gr ,asthma“, ,allergy“, ,airway
hyperreactivity”, ,lung” und ,epithelium” in Verbidung gesetzt werden. Durch diese Analysen
konnte die Zahl der Zielgene auf 30 Sequenzen, diee funktionelle Rolle bei

Atemwegsentziindungen spielen kénnten eingegrenzieng

Zehn dieser Sequenzen sind in der Literatur befgitsZusammenhang mit Asthma bronchiale,
Epithelzellen oder Entziindungen der Atemwege beéswtm. Dabei waren acht dieser zehn Gene in
den beiden Studien hochreguliert, zwei waren heraeguliert (Abbildung 9 und Tabelle 12).
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der Genexprason von 10 Sequenzen des Microarray

Schematische Darstellung der Ergebnisse fur dieS&Quenzen, die in der Literatur im Zusammenhang Asthma
bronchiale, Epithel und Atemwegsentziindungen ketsschrieben sind. In den Spalten sind von lirdchrrechts zuerst
die IL-4 behandelten Gruppen aus Studie 1 und gediihrt, dann folgen die Kontrollgruppen der Stutliend 2. In den 10
Zeilen sind die Codebezeichnungen der Firma Affyixdir die entsprechenden Sequenzen auf dem Geleiyegeben.
Die relative Expression wird in unterschiedlicheartfgebung zwischen rot und griin angegeben. Diepremtsende
Expression ist der Skala rechts zu entnehmen.

Mithilfe des ,DAVID - Functional Annotation Tool“ mtersuchten man die 10 Gene auf
Gemeinsamkeiten hin. Unter diesen Sequenzen beiaside C-X-C Chemokinligand 2 (Cxcl-2), -3
(Cxcl-3) und -5 (Cxcl-5), die der C-X-C Chemokinfidimr angehdren. Diese Molekile werden, wie
auch Chitinase 3-like 3 (Chi3I3) und Polymeric immglobulin receptor (Pigr), von Zellen sezerniert
und sind beteiligt an entzindlichen Prozessen. éhhéit fanden sich in dieser Gruppe

Chemokinrezeptoren, wie C-X-C Chemokinrezeptor ¥c(€) und andere Rezeptoren, deren Funktion

fur das Immunsystem bereits umfassend beschriebetieywwie der Fc Rezeptor fur IgE (Fcer2a) und
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der Transkriptionsfaktor Activating transcriptioactor 3 (Atf3), der allergeninduzierte Entziindungen
der Atemwege abschwécht, fanden sich unter den mjulierten Genen. Der Anionen Transporter
Solute carrier family 26, member 4 (Slc26a4) isthabbekannt als Pendrin, wird in bronchialem
Epithel durch T;2-Zytokine, wie IL-4 induziert und in der Lunge vBatienten mit Asthma bronchiale
oder Chronical obstructive pulmonary disease (COR&}¥tarkt produziert (Nofziger et al., Cell
Physiol Biochem. 2011). Auch das Molekul CD83, dharakteristisch fiir gereifte DC ist und die
Reifung von B- und T-Zellen beeinflusst (Breloeddfeischer, B., Trends Immunol. 2008; Fujimoto
and Tedder, T. F., J.Med.Dent.Sci. 2006), wurdechludie Behandlung mit IL-4 reguliert
(Tabelle 12).

Regulation Regulation

Gensymbol Bezeichnung Microarray gPCR

Slc26a4 solute carrier family 26, member 4 10,94 ,990
Chi3I3 chitinase 3-like 3 6,65 14,55
Cxcl2 chemokine (C-X-C motif) ligand 2 5,92 3,80
Pigr polymeric immunoglobulin receptor 3,93 3,67
Fcer2a Fc receptor IgE, low affinity I, alpha4,28 11,71

Cxcl3 chemokine (C-X-C motif) ligand 3 7,59 4,52
CD83 CD83 antigen 2,15 2,21

Cxcl5 chemokine (C-X-C motif) ligand 5 11,04 9,57
Cxcr4d chemokine (C-X-C motif) receptor 4 0,44 1,12
Atf3 activating transcription factor 3 0,35 1,98

Tabelle 12: Auflistung der in der Literatur beschriebenen 2-fach regulierten Gene

Auflistung von mindestens 2-fach regulierten Gendie, durch die Programme iHOP und Pubmatrix mit Begriffen

Epithelzellen, Asthma und Atemwegsentziindungenziissowerden konnten. Aufgefiihrt wird neben dem&enbolen die
vollsténdige englische Genbezeichnung. Die lethteiden Spalten zeigen die relative GenexpressionSdguenzen im
Microarray und in der Realtime-PCR-Analyse.
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Die restlichen 20 Gene (Tabelle 13) sind im Zusantraeg mit allergischen Erkrankungen der
Atemwege oder pulmonalen Epithelzellen bisher nbggchrieben und stellten daher Kandidaten fir
weitere (funktionelle) Analysen dar. Die Analyset pDAVID Functional Annotation Tool* zeigte,
dass ein Teil der Gene in dieser Gruppe mit denriB&jgnalpeptid in Verbindung gebracht werden
konnten und mit dem Begriff Immunantwort (engliseimmune response) assoziiert sind. Vier der
Molekile konnten hingegen nur jeweils einem dedéeiBegriffe zugeordnet werden, so konnte man
CD52 und FXYD domain-containing ion transport regat 4 (FXYD4) dem Begriff Signalpeptid
zuordnen, wahrend C-type lectin domain family 4,mber a2 (Clec4a2) und Mucosa associated
lymphoid tissue lymphoma translocation gene 1 (Maltn Zusammenhang mit Immunantworten
stehen. Die Sequenzen fir Interleukin-4 induced I4iX), Tumor necrosis factor receptor
superfamily, member 9 (Tnfrsf9), C-C Chemokinlig&h(lCcl9), Fetuirp (Fetub), Insulin-like growth
factor binding protein 4 (Igfbp4), und Peptidoglgagcognition protein 1 (Pglyrpl) waren in beiden
Gruppen vertreten. Bei Ccl9, Fetub, Igfbp4 und Rijlyhandelte es sich um Molekile, die von Zellen
sezerniert werden, wahrend andere regulierte Gefee, FXYD4, NADPH oxidase organizer 1
(Noxol), Solute carrier family 6, member 20A (Slg6a), C-C Chemokinrezeptor-like 1 (Ccrll,
CD52, Tnfrs9, Clec4a2 und C-type lectin domain fgm#, member a3 (Clec4a3d) fir
membranstandige Molekile kodieren. Allerdings kenntnicht alle regulierten Sequenzen
gemeinsamen Begriffen zugeordnet werden, da esrgglesamt um eine sehr heterogene Gruppe von
Molekilen mit unterschiedlichsten Funktionen hanhdelSo fanden wir 2z.B. auch
Transkriptionsfaktoren, wie Fosfomycin resistana®tgin (FosB) oder NF-kappa-B inhibitar
(Nfkbie), aber auch Proteine der Kernhulle, wie LBbmMain containing 1 (Lemd1).
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Gensymbol Bezeichnung Regulation Regulation
Microarray = gPCR
Ccl9 C-C motif Chemokine Ligand 9 2,56 3,43
FXYD4 FXYD domain-containing ion transport regulatb 7,95 25,39
IL4i1 Interleukin 4 induced 1 4,36 13,35
Noxol NADPH oxidase organizer 1 3,09 1,77
Clec4a?2 C-type lectin domain family 4, member a2 ,592 4,04
Slc6a20a Solute carrier family 6, member 20A 3,90 ,533
Clec4a3 C-type lectin domain family 4, member a3 832, 3,81
Igfbp4 Insulin-like growth factor binding protein 4 2,87 0,60
Ccrll C-C motif Chemokine receptor-like 1 2,14 1,39
Lemdl LEM domain containing 1 2,91 3,12
Pglyrpl Peptidoglycan recognition protein 1 3,36 891,
Maltl Mucosa associated lymphoid tissue 1 lymphon2s62 3,55
Nfkbie Nuclear factor of kappa light polypeptide geng,78 1,65
CD52 CD52 antigen 3,42 2,81
Tnfrsf9 Tumor necrosis factor receptor superfamitgmber 9 4,64 12,00
Fetub Fetuin beta 3,71 5,91
Fabpl Fatty acid binding protein 1, liver 0,28 0,19
Hsphl Heat shock protein 1 0,35 1,70
Mat2a Methionine adenosyltransferase Il, alpha 0,37 1,25
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Gensymbol Bezeichnung Regulation Regulation

Microarray = qPCR

FosB FBJ osteosarcoma oncogene B 0,37 1,00

Tabelle 13: Auflistung der in der Literatur wenig beschriebenen 2-fach regulierten Gene

Auflistung von mindestens 2-fach regulierten Gendir, nach Datenbankanalyse mit iHOP und Pubmatgkeb nicht
detailliert im Zusammenhang mit Epithelzellen, Asthund Atemwegsentziindungen beschrieben sind. Riffigenverden
neben den Gensymbolen die vollstdndige englischeb&eichnung. Die letzten beiden Spalten zeigen reliative
Genexpression der Sequenzen im Microarray undrifRdaltime-PCR-Analyse.

Nach Abschluss der Microarrayanalyse fuhrte ich dreitere unabhangige Experimente der ,IL-4
abhangigen pulmonalen Sensibilisierung” durch,éneh ich 24 Stunden nach 2. Antigengabe erneut
die AEC Il durchflusszytometrisch isolierte. DurétealTime-PCR Analyse konnte ich in diesen
Untersuchungen die Ergebnisse der Microarrayandiseé30 % der 30 identifizierten Sequenzen
bestatigen, das heif’t in der RealTime-PCR Untetswglzeigte sich eine gleichlaufige Regulation.
(Abbildung 10 a und b, sowie Tabelle 12 und 13 Ratjon gPCR"). Fir die Sequenzen von Igfbp4,
Heat shock protein 1 (Hsphl), Methionine adenosyfiferase Ibk (Mat2a), FosB, Cxcr4 und Atf3
lieRen sich die Ergebnisse der Microarrayanalysen edogh nicht via
RealTime-PCR bestatigen, da diese 6 Sequenzen énodray und RealTime-PCR gegenlaufige
Regulationen zeigten, weshalb diese Sequenzen mishtKandidaten fir weitere funktionelle
Untersuchungen herangezogen werden kénnen. Dalredi@aBestatigung in den 10 Genen, die
bereits im Zusammenhang mit Asthma, Allergie, Ateageentziindung, Atemwegshyperreagibilitat
(AHR) und Lunge gut charakterisierten Genen mit%0durch RealTime-PCR bestatigter Gene
identisch mit den 20 Genen aus der Gruppe, dieusadimenhang mit diesen Erkrankungsprozessen

bisher noch nicht beschrieben waren.

Insgesamt zeigte sich eine gute Korrelation vonrdéiray und RealTime-PCR der identifizierten
Zielgene, die in nachfolgenden Arbeiten auf Prabéne verifiziert und anschlieBend in funktionelle
Untersuchungen eingeschlossen werden sollen.
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Abbildung 10: Bestimmung der relativen Genexpressio von 30 in der Microarrayanalyse identifizierten
Zielsequenzen, die eine mindestens 2-fach differaalte Genexpression zeigten

Mittels Sybr Green RealTime-PCR Analyse wurde dipreéssion der 30 Sequenzen aus AECII von Tierenpili OVA+/-

IL-4 behandelt worden waren im Verhdltnis zur RN#AsaTieren, die nur mit OVA behandelt wurden, bestimDie
Expression wurde pro Gen in Dreifachansatzen begtinEs wurden AECII von je 5 Tieren/Gruppe nachldson
zusammengefasst a) RealTime-PCR Analyse von 10rGele in der Literatur im Zusammenhang mit Asthrabergie,
Atemwegsentziindung, AHR und Lunge beschrieben $ipdRealtime PCR Analyse von 20 Genen, die in désratur
bisher nicht mit den Begriffen Asthma, Allergie, efdtwegsentziindung, AHR und Lunge assoziiert werden
konnten.(gemeinsame Darstellung der Ergebniss@\&mdien mit n=5 Tieren pro Gruppe)
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7.3 Wirkung von Alveolarepithelzellen Typ 2 &hnlich  en LA4 Zellen

auf die Aktivierung von TC

Um den Einfluss von AECII auf die Sensibilisieruinigktionell zu untersuchen, entwickelte ich ein in
vitro Ko-Kultur-System, in dem der Einfluss eineE@&Il ahnlichen Epithelzelllinie namens LA4 auf
die Proliferation, den Aktivierungszustand und Bigression kostimulatorischer Oberflachenproteine
von TC analysiert werden kann. Hierfur wurden O\ffezfische TC zusammen mit APC oder
knochenmark-generierten DC aus Wildtyp-Tieren aifere Einzel-Zellschicht einer murinen
Epithelzelllinie, den LA4 Zellen kultiviert. Die AP oder DC induzieren bei Hinzugabe des
spezifischen Antigens OVA oder des OVA-Pepiislss; die Aktivierung der OVA-spezifischen TC.
Durch Ko-Kultur dieses Systems mit den LA4 Zelletie phanotypisch am ehesten AECII
entsprechen (Stoner et al., Cancer Res. 1975), k#en Einfluss dieser Zellen auf die T-
Zellaktivierung untersucht und uberpriift werden.ddrungen dieses Effekts durch Behandlung der
Epithelzellen vor Kulturbeginn mit IL-4 konnten diesem System beschrieben werden. Ich verglich
Kulturen, in denen die AECIl zuvor mit IL-4 behattdevurden mit Kulturen, die unbehandelte

Epithelzellen Gberschichten.

7.3.1 LA4 Epithelzellen supprimieren die Proliferat  ion von TC

Um die Kinetik der Einflussnahme von AECII auf dieZellaktivierung zu untersuchen, bestimmte
ich zunachst die T-Zellproliferation von TC/DC Kuden (Abbildung 11), die auf LA4 Zellen
kultiviert wurden, an den Tagen 3, 4, 5, 6 und @hnansetzen der Kultur. Die Versuchsansétze sind
in Tabelle 14 aufgefuhrt. Als MaR fur die T-Zellpferation untersuchte ich durchflusszytometrisch
die Verdinnung von CFSE, einem Farbstoff, der bellt&lung gleichméaRig auf die zwei
Tochterzellen verteilt wird, so dass sich seineofdgazenz mit jeder Zellteilung halbiert. Die
Proliferation wird durch Antigenprasentation von B@muliert, die 24 Stunden vor der Kultur mit
OVA beladen wurden. Im Rahmen dieser Messungerinireg¢ man den prozentualen Anteil der
Zellen, die eine niedrige CFSE-Fluoreszenz zei¢idabildung 12 b) und somit mehrere Zellteilungen
durchlaufen hatten. Als Kontrolle wird der AnteierdCFSE-hohen Zellen bestimmt (Abb. 12 a),
jeweils zu Beginn der Kulturen und zu den folgendgeitpunkten, die eine stabile, hohe
Fluoreszenzintensitat zeigen, da sie keine Zalitgién durchgemacht haben und somit kein CFSE

Lverdinnt* haben.
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Abbildung 11: Schematische Darstellung des in vitré&o-Kultursystems

(a) Schematische Darstellung des Ko-Kultur-Systdrasdem CFSE-behandelte OVA-spezifische CID& zusammen
mit knochenmarksgenerierten antigenprasentiereBdeauf einer Schicht von LA4 Zellen kultiviert vaen.
(b) Darstellung der Zeitachse der Kultur. Zwei Tage der Kultur wurden die LA4 Zellen ausgesat. N&dis 7 Tagen

wurden die Zellen auf ihre Proliferation hin untesit.
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Versuchsansatz Antigen Bezeichnung

1. TC+DC OVA Positivkontrolle
2. TC+DC - Negativkontrolle
3. TC+DC + LA4 OVA Versuchsgruppe

Tabelle 14: Versuchsansatze fir die in vitro Ko-Kulur

Versuchsansatze fir die in vitro Ko-Kultur von T®&nochenmarkgenerierten DC und einer murinen, ahreal

Epithelzelllinie (LA4). Das verwendetet Antigenden Kulturen war OVA. 1.) Kultur von TC mit knochearksgenerierten
DC und OVA (Positivkontrolle). 2.) Kultur von TC drDC ohne Antigenprasentation (Negativkontrolle).Kultur von TC

mit DC und OVA auf einer Schicht LA4 Zellen (Verfisgruppe).

Die Analysen zeigten, dass bereits am dritten Tiag eerstérkte Proliferation von TC stattfindet,
wenn diese mit DCs und OVA kultiviert werden (Alshihg 12 c, rote Linie, =Positivkontrolle). Zu

diesem Zeitpunkt zeigen 28 bis 42 % der Zellen dibeahme an intrazellularem CFSE. Nach 6
Tagen erreicht die Zellproliferation ein Plateau B8 %. Die Kulturen, in denen TC mit DCs

kokultviert wurden, aber kein Antigen enthalten waeigten kaum Proliferation (1%, blaue Linie,
Abbildung 12 c). Die Kultur der TC mit DCs und Agéin auf LA4 Epithelzellen flhrte zu einer
deutlichen Unterdriickung der Proliferation (schweatinie, Abbildung 12 c) im Vergleich zu den

Kulturen, in denen keine Epithelzellen enthaltemengrote Linie, Abbildung 12 c). Die Proliferation

der TC wurde derart unterdriickt, dass der prozémtateil der CFSE-niedrigen Zellen mit 1,8 bis
13,3% wahrend aller Analysezeitpunkte in einem Baréag, der dem der Kulturen ohne Antigen
(blaue Linie, Abbildung 12 c) entsprach.
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Abbildung 12: T-Zellproliferation in der Ko-Kultur

Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden TD¥A-TCR-transgene TC in den Kulturen durchflussmgetrisch durch
Anfarbung mit Antikdrpern gegen CD4 und den tramege TCR (Klon KJ1-26) identifiziert und auf denramellularen
CFSE-Gehalt hin untersucht. a) unproliferierte &elizeigen eine Zellpopulation mit starkem CFSE-fdapenzsignal.
b) Proliferierende Kulturen weisen mehrere Popoteh mit unterschiedlich starken CFSE-Fluoreszéeasgitaten auf.
c¢) Vergleich von Ko-Kulturen von TC und DCs ver§iS und DCs und LA4 Zellen. Blaue Kurve: TC + DCAhwesenheit
von Antigen. Rote Kurve: TC + DC+ OVA (OVA = pragiemtes Antigen). Schwarze Kurve: TC + DC+ LA4 + A\
Kultur von TC und DCs, die Alveolarepithelzelleneiichichtet. (Experiment von n=1 Ansétzen)

Fir die weiteren Kulturen entschied ich mich dalie, Zellen nach 4 Tagen Kultur zu analysieren. Zu
diesem Zeitpunkt zeigte die Positivkontrollen bireine deutliche Proliferation, hatte aber nodi
das Maximum der Proliferation erreicht, so dassaviderungen der LA4-abhéangigen Unterdriickung
der T-Zellproliferation gut identifizierbar seinlgen.
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7.3.2 LA4 Epithelzellen wirken tber Zellkontakt auf  die T-Zellaktivierung ein

Fur eine genauere Untersuchung des inhibitoriséfgkts von AECII wurden die TC/DC Kulturen
durch Transwell® Einsétze raumlich von den Epitkdn getrennt, so dass die Epithelzellen nur
noch Uber Mediatoren, die in das Medium sezernigtden, mit den Leukozyten interagieren
konnten, nicht aber tber direkten Zellkontakt (Athbing 13).

a b C
TC + DC
+
TC + DC TC + DC + LA4
+ + OVA
OVA OVA getrennt von
LA4
n 0_o0 L
8 00 ° 3 00 o 6) 3 6)
o 80 ° ¢) oo °
c:z:%:é> G aaaaa)

Abbildung 13: Schematische Darstellung der Ko-Kultwansétze mit Transwelleinséatzen

Schematische Darstellung der Ko-Kulturansatze. T@JDC Kultur in der OVA prasentiert wird. (b) TC/D&ultur mit
OVA, die LA4 Zellen (iberschichtet. (c) TC/DC Kultarit OVA, die durch Transwéll Einsétze von LA4 Zellen getrennt
sind. Die hellgrauen Kreise stellen TC, die dunkalgn Ellipsen, DC und die wei3en Ellipsen stelléd Zellen dar. Der
Mediumspiegel wird durch einen diinnen schwarzeiotstmd das Probengefa® mit dicken hellgrauen hidergestellt.

Es zeigte sich, dass die raumliche Trennung derDT&ulturen von den LA4 Zellen einen
signifikanten Effekt auf die T-Zellproliferation tieDie LA4-Epithelzellen reduzierten die von DCs
induzierte Proliferation der TC von 77 % auf 2 %unden die Alveolarepithelzellen von den DCs und
TC getrennt, wurde diese Suppression nahezu aufgah@s kam zu einer signifikanten Steigerung
der T-Zellproliferation auf 72 % (Abbildung 14). ®d schien es, dass in dem System der
inhibitorische Effekt der LA4 Zellen vorrangig diar&ontaktabhéngige Mechanismen und nicht Uber

|6sliche Mediatoren vermittelt wurde.
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Abbildung 14: T Zellproliferation in Ko-Kulturen mi t Transwelleinsatzen

Ko-Kultur von TC, DC, LA4 Zellen und OVA fir 4 Tageur Untersuchung der Kontaktabhangigkeit der
Epithelzellsuppression. Die Kulturen wurden zusammoder durch einen TranswWelEinsatz (s. Abb. 13) raumlich
voneinander getrennt. Die T Zellproliferation wungiee oben durch CFSE-Verdiinnung in CD4+/KJ1-26Hefeln Tag 4
bestimmt.  Positivkontrolle (TC+DC+OVA) vs. Neg&ontrolle ohne Antigen (TC+DC) vs. Versuchsgruppene
Transwell (TC+DC+OVA+LA4) vs. Versuchsgruppe im mswvell (TC+DC+OVA+LA Transwell). (Reprasentatives
Experiment von n=4, Versuchsgruppen jeweils alsrfd@hansatze angelegt. Mann-Whitney-U-Test, * mnmtht
Signifikanzniveau P<0,05, ns. = nicht signifikant)

7.3.3 LA4 Epithelzellen wirken auch in Kulturen von TC mit APC aus der Milz
inhibitorisch auf die T Zellaktivierung

Eine mogliche Ursache fir eine reduzierte T-Zelifemation in den Kulturen, in denen sich LA4
Zellen befanden, konnte darin liegen, dass die D€hddie Kokultur mit Alveolarepithelzellen nicht
an der Oberflache der Kulturschale adhéarieren le@mriDa Adharenz fir die Kultur von DC wichtig
ist, war es mdglich, dass sie dadurch die T Zdlfigration schlechter induzieren konnten. Daher
fuhrten wir zusatzlich Kulturen mit APC aus der #Mdurch. Diese Zellen adhéarieren nicht, sondern
befinden sich frei beweglich im Kulturmedium undnk&n in einer Kokultur mit TC durch
Antigenpréasentation einer spezifischen Peptidsequdes OVAs die Proliferation anregen. Im
direkten Vergleich mit Kulturen, in denen DCs dastigen prasentieren (Abbildung 15, schwarz,
DC), zeigte sich, dass LA4 Zellen auch in Kultuneth APC aus der Milz (Abbildung 15, weil3, APC)

die T-Zellaktivierung inhibieren. Dabei war auche dstarke der Inhibition &hnlich, da in beiden

94



Kulturen die Proliferation von 82 % in Kulturen nidC und 86 % in Kulturen mit APC aus der Milz
auf 12 % beziehungsweise 18 % reduziert wurde. Abatsichtlich der zugrundeliegenden
Mechanismen zeigten sich Gemeinsamkeiten: sowoKuituren mit APC, wie mit DC wurde die

Inhibition durch die LA4 Zellen deutlich abgeschwwBiaind die Proliferation stieg auf 50 % bei
Kulturen mit DC und 59 % bei APC aus der Milz, weatia LA4 Zellen durch Transwell-Einsatze von
den T Zellen und DCs getrennt wurden. In beidenleR&kcheinen also zellkontaktabhangige

Mechanismen eine Rolle zu spielen.
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Abbildung 15: Vergleich der T-Zellproliferation von Ko-Kulturen mit APC aus der Milz versus
knochenmarkgenerierten DC.

Ko-Kultur von TC, DC, LA4 Zellen und OVA fur 4 Taggweils mit und ohne Transwell zur Evaluation der
Kontaktabhangigkeit der Suppression. Induktion Hefellproliferation durch DC (schwarze Balken) r@iVA als Antigen
bzw. APC (weisse Balken) mit OVA-Peptid als AntigdPositivkontrolle mit OVA/OVA-Peptid (TC+DC+OVA bz
TC+APC+0OVAp) versus Negativkontrolle ohne AntigeRC¢-DC bzw. TC+APC) versus Kokultur mit LA4 Zellemd
Antigen (TC+DC+LA4+0OVA versus TC+APC+LA4+0OVAp) vars Kokultur mit LA4 Zellen und Antigen im Transwell
(TC+DC+LA4+OVA Transwell versus TC+APC+LA4+OVAp Tmawell). (Reprasentatives Ergebnis von n=2, dieadiren
Versuchsansatze wurden in Doppelbestimmungen gemessgepaarter t-Test mit Welch Korrektur; Es gadiné
signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchgmgo und die Proliferation in Kulturen mit DC wacht signifikant
verschieden von der in Kulturen mit APC aus derzMils.=nicht signifikant)
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7.3.4 LA4 Epithelzellen beeinflussen den Aktivierun  gszustand von TC

Fur eine genauere Charakterisierung der Mechanisimherch die AECII die T-Zellproliferation
beeinflussen, untersuchte ich die Differenzierueg BC in den Kulturen, indem ich die Expression
der Oberflachenmolekiile L-Selektin (CD62L) und ChMersuchte, so wie den Aktivierungszustand
der Zellen anhand des IL-2-Rezeptors (CD25) und @eByp-Lectins (CD69) als klassische
Aktivierungsmarker der T-Zellaktivierung durchflagtometrisch in  den verschiedenen
Kulturansatzen.

CD62L das auch als L-Selektin bekannt ist findeh siuf der Oberflache von naiven T Zellen und ist
beteiligt an der Rekrutierung von naiven Lymphonyite die sekundéren lymphatischen Organe, wie
z. B. den Lymphknoten. CD62L diente mir als Marki@r einen naiven Differenzierungsstand der T
Zelle. CD44 hingegen findet sich verstarkt auf d@berflache von T Effektorzellen und T

Gedachtniszellen und reprasentiert hier ein Ma@igiDifferenzierung in T Effektorzellen.

CD25 und CD69 dienten mir als Marker fur die Zethalkerung, da beide Molekile erst nach der T
Zellaktivierung induziert und vermehrt exprimieresden, wobei CD69 einen Marker fur die frihe
Phase der Aktivierung ist, da es zu den ersterziaden Molekilen zahlt, wahrend CD25 erst wenige

Stunden nach der T Zellaktivierung auf der Zellflaehe exprimiert wird.

Es zeigte sich, dass die CDAC (Abbildung 16 a und b) in Kulturen, ohAatigenprisentation, vor
allem eine hohe Expression an L-Selektin und weifi4 aufweisen (73,7 %, Abbildung 16 c).
Einen entsprechenden Phanotyp weisen auch naivel@nZzauf (Abbildung 16 c=Negativkontrolle).
Nach Antigenkontakt zeigten 71,1 % der CDzllen eine starke Expression von CD44, wahrend
CD62L herunterreguliert wurde (Abbildung 16 d),dsss nur noch 27,7 % der Zellen L-Selektin auf
der Oberflache trugen (Abbildung 16 d). In Anwesshkion LA4 Zellen waren TC, die sowohl L-
Selektin, wie auch CD44 exprimierten mit 45 % darherrschende Population, wahrend CD44
CD62-L TC nur 26 % ausmachten (Abbildung 16 e). Zusamasseind zeigte sich, dass die TC in
Anwesenheit von Antigen und nach Kontakt mit AE@ié Expression von CD44 (71 % CD44
Abbildung 16 e) induzierten, aber weiterhin L-&éke auf der Oberflache prasentiert wurde (45 %
der CD44, Abbildung 16 e), welches durch die Aktivierungr déC in Abwesenheit von AECII
herunterreguliert wurde. Vergleiche zwischen Kwtuvon DC mit Kulturen von APC aus der Milz
zeigten ahnliche Effekte der Epithelzellen: Nach Bigisentation von Antigen waren 47 % der CD4
TC in TC/APC Kulturen CD62LCD44", wahrend 41,5 % CD62LCD44 waren (Abbildung 16 f).
Der Kontakt mit Alveolarepithelzellen erhohte demtéil an CD62L CD44 TC auf 59,7 %
(Abbildung 16 g) In Kulturen von DC und TC hingegearen 71,1 % der TC CD62und CD44 und
17,1 % CD62L CD44 (Abbildung 16 d). Durch die Epithelzellen stieg dateil an CD4 Zellen mit
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hoher Expression von CD44 und CD62L in diesen Kahwon 17,1 % (Abbildung 16 d) auf 45 % an
(Abbildung 16 e), wahrend der Anteil an CD48D62L Zellen von 71,1 % (Abbildung 16 d) auf
26 % sank (Abbildung 16 e). Die induzierten Verdndgen sind somit phanotypisch &hnlich, wie die
Beobachtungen in Kulturen von TC und DC.
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Abbildung 16: Modulation der Expression von CD44 un CD62L auf CD4" Zellen durch APC und LA4 Epithelzellen

Messung der Oberflachenexpression von CD44 und CR6@ CD4 Lymphozyten, die 4 Tage mit OVA-prasentierenden
DC oder OVAp-prasentierenden APC aus der Milz ktikkert wurden. (a+b) Eingrenzung auf die Zielptation aufgrund
von Gro3e und Granularitéat der Zellen und Expressun CD4. (c-g) Analyse der Expression v@D62L und CD44 auf
CD4'* Zellen im Zebra-Plot. Die Einteilung in Quadrantaolgte nach Isotypkontrolle. (c) TC/DC Kulturehree Antigen
=Negativkontrolle. (d) TC/DC Kultur mit OVA-Prasextion. (e) TC/DC Kultur mit OVA-Prasentation. aufd Zellen. (f)
Kultur von TC, APC und OVAp. (g) Kultur von TC, AP@hd OVAp auf LA4 Zellen. (Repréasentatives Experitnen n=3
mit jeweils Doppelbestimmungen, n=2.)

98



Weiterhin konnte ich nach Prasentation von Antigewohl in Kulturen mit DC, wie auch in Kulturen
mit APC aus der Milz eine Induktion von CD69 auf ndeCD4 TC beobachten
(Abbildung 17 b + d, TC/DC=79,4 % CD4£D69, TC/APC=78 % CD4CD69). In den Kulturen
exprimierten 20,8 % der CD4ellen (TC/DC Kulturen, Abbildung 17 b) bzw. 34% (TC/APC
Kulturen, Abbildung 17 d) der CD6Zellen zuséatzlich CD25. Durch die Kultivierung auf4 Zellen
wurde sowohl die Expression von CD69, wie auch CBtask abgeschwacht. In Kulturen von TC und
DC sank der Anteil von CDBICD4 Zellen von 79,4 % auf 37,12 % und der Anteil an COD6Y
CD25 Zellen sank von 20,8 % auf 8,62 % (Abbildung 17 b). In Kulturen mit APC aus der Milz
zeigte sich ein ahnlicher Effekt. Der Anteil an COZD69 CD25 Zellen sank von 34,1 % auf 9,29 %
(Abbildung 17 d und e)
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Abbildung 17: Modulation der Expression von CD25 ul CD69 auf CD4 Zellen durch APC und LA4 Epithelzellen.

Messung der Oberflachenexpression von CD25 und GIM6Z D4+ Zellen, die 4 Tage mit OVA-prasentierand¥C oder
OVAp-prasentierenden APC aus der Milz ko-kultivierdrden. Die Identifikation der CD4+ Zellen (gatiSgrategie) erfolgt
in Analogie zu Abb. 16 a und b mit Einteilung in&luanten anhand von Isotypkontrollen. Untersuchiden Kulturen von
TC und DC ohne Antigenprasentation =Negativkongrdh), TC/DC Kulturen mit OVA-Prasentation =Pogitwmtrolle

(b), Kulturen von TC mit OVA-prasentierenden DC duf4 Zellen (c), sowie Kulturen von TC, APC und OWA
=Positivkontrolle (d) und TC/APC/OVAp Kultur auf LA Zellen (e). (Reprasentatives Experiment von n48jewveils

Doppelbestimmungen, n=2.)

Die schwéachere Expression des IL-2 Rezeptors usdCd&yp Lectin CD69, wie auch die fehlende
Regulation CD62L in Kulturen mit LA4 Zellen zeigtedass die AECII den Wechsel von einem

naiven zu einem aktivierten Zustand der TC inh#gier

100



7.3.5 LA4 Epithelzellen induzieren keine FoxP3 * T-Zellpopulation

Eine mogliche Erklarung fur die Reduktion der Feghtion und den reduzierten Aktivierungszustand
der TC durch die LA4 Zellen konnte in der Induktieon Treq durch die LA4 Zellen liegen. gL,
unterdriicken die Aktivierung anderer TC und ihrg@uktion ist in einem &hnlichen Ko-Kultur-System

bereits beschrieben worden (Wang et al., Thora@R00

Daher untersuchte ich in einem weiteren Schritt Idtuktion von ke, indem ich intrazellulares
FoxP3, als kegspezifischen Transkriptionsfaktor, in den CEZellen bestimmte (Abbildung 18). Im
Gegensatz zu bereits publizierten Daten hinsi¢htlier Induktion von dey durch alveolare
Epithelzellen (Gereke et al., Am.J.Respir.Crit Chltred. 2009; Wang et al., Thorax 2009), konnten
wir die Induktion von ke in unseren Kulturen nicht nachvollziehen: In Koo, in denen
knochenmarksgenerierte DC das Antigen prasentientarde die Expression von FoxP3 bei Zugabe
von Antigen induziert. Wahrend in Abwesenheit vomtigen nur 4,1 % der Zellen FoxP3
exprimieren, stieg der Anteil bei Antigengabe aBf11% an. Die Gegenwart von AECII hatte jedoch
einen stark negativen Effekt auf die Expression ForP3 in den TC. So wurde der Anteil an FoxP3
Zellen in Kulturen mit AECII auf 3,3 % reduziertudem konnte ich durch Untersuchungen mit
Transwell-Einsdtzen beobachten, dass dieser Effekgleichbar mit den Beobachtungen der T
Zellproliferation, auch Uber kontaktabhangige laktion vermittelt wurde, da der Anteil an FoxP3
Zellen mit 6,6 % in diesen Kulturen doppelt so hegr, wie in Kulturen, in denen die TC und DCs
Kontakt mit LA4 Zellen hatten (Abbildung 18, schwarBalken). Interessanterweise ist die Induktion
der FoxP3 Expression nur in den Kulturen mit DCbeobachten gewesen. In Kulturen von TC mit
APC aus der Milz zeigte sich keine Anderung der FRExpression der Lymphozyten. In allen
Kulturen mit APC aus der Milz lag der Anteil an R&-Zellen zwischen 5 bis 6,5 % (Abbildung 18,

weil3e Balken).

Diese Untersuchungen zeigten, dass die AECII ribler die Induktion von g, respektive FoxP3,
die T-Zellproliferation und -—aktivierung beeinfless da die Expression von FoxP3 durch
Antigengabe gesteigert wurde, Alveolarepithelzejitoch einen negativen Effekt auf die Expression

dieses Transkriptionsfaktors hatten.
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Abbildung 18: Modulation der Expression von FoxP3n CD4* Zellen durch APC und LA4 Epithelzellen

Expression von FoxP3 in CDZellen, die 4 Tage mit OVA-prasentierenden DC o@®Ap-prasentierenden APC aus der
Milz  ko-kultiviert wurden. Die Identifikation der D4° Zielzellen erfolgte in Analogie zu Abb. 16.
Die Expression von FoxP3 wurde gemessen als proalent Anteil an FoxP3 Zellen der Population CD4Zellen.
(Reprasentatives Experiment mit zwei Bestimmungem Ansatz zur FoxP3 Expression in CDZC, die mit DC,
beziehungsweise APC aus der Milz zusammen mit LAded kokultiviert wurden. Insgesamt wurde das Eipent
sechsmal durchgefiihrt. P<0,05 Mann-Whitney-U-Tiestenicht signifikant)

7.4 Die Wirkung von AECII ahnlichen LA4 Epithelzell en auf T-Zellen

kann durch Behandlung mit IL-4 beeinflusst werden

7.4.1 LA4 Zellen bilden CD124 mRNA und Protein

In den folgenden Untersuchungen analysierte athIL-4 in einem vereinfachten in vitro Ko-
Kultursystemahnliche Effekte auf die LA4 Epthelzelllinie hat, wie ich sie in den Studien mit
einem murinen Sensibilisierungsmodell beobachten konnte. Zunéchst galt es allerdings, die Frage
zu beantworten, ob die LA4 Zellen auf IL-4 reagreké&nnen. Hierflr wies ich die mRNA Expression
der IL-4 Rezepton-Untereinheit (CD124) anhand von RealTime-PCR Asalyon cDNA aus LA4
Zellen nach. Mit CD124-spezifischen Primern konntein ein circa 150 bp grosses Amplifikat
nachweisen, der zu erwartenden Grol3e des fir pl@dlntereinheit des IL-4 Rezeptors kodierenden
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Gens. Auch die Expression des CD124 Proteins kanmte mithilfe von Western Blot Analyse von
Proteinextrakten aus LA4 Zellen zeigen. Ein fur dipha-Untereinheit spezifischer polyklonaler
Antikorper detektierte eine Bande bei circa 140 kilex erwarteten Gro3e des Proteins (Abbildung 19
a und b) sowohl in Proteinlysaten von Splenozytob( 19 b ,+“), von denen bekannt ist, dass sie
CD124 exprimieren (Park et al., J.Exp.Med. 198Bgrauch in Proteinlysaten von LA4 Zellen (Abb.
19 b ,LA4).

M 0,4uM 0,2uM 0,1uM 0,01pM NTC

Abbildung 19: Nachweis der IL-4 Rezeptora Untereinheit (CD124) in LA4 Zellen auf mRNA und Pioteinebene

Nachweis der IL-4 Rezeptar Untereinheit (CD124) durch (a) PCR von cDNA ausAlZellen. Es wurde ein circa 150 bp
groRes Amplifikat mit 4 verschiedenen Primermen@@01uM — 0,4uM) synthetisiert. In der Spur NTC (e template
control) wurde eine Reaktion mit 0,2uM Primer olwiNA aufgetragen, M= Marker-DNA. (b) Western Bloh@lyse von
Gesamtprotein aus LA4 Zellen. Es wurden 100ug Prigtat von LA4 Zellen (LA4) oder Splenozyten (+gey Lysispuffer
alleine (-) aufgetragen. M=DNA- (a) bzw. Proteinker(b) definierter Groésse.
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7.4.2 Die Behandlung mit IL-4 schwacht die inhibito  rische Wirkung von
Epithelzellen auf die T-Zellproliferation ab

Nachdem ich zeigen konnte, dass die EpithelzadliltA4 die alpha-Untereinheit des IL-4 Rezeptors
exprimiert, wollte ich die Effekte von IL-4 in defm vitro Ko-Kultur-System studieren. Hierzu
wurden LA4 Zellen vor der Ko-Kultur mit verschiedsn Konzentrationen von IL-4 im Medium
kultiviert. Vor der Ko-Kultur mit TC und DC wurdead Medium durch mehrmaliges Waschen
ausgetauscht, so dass das Zytokin keinen direkitgffugs auf die TC oder APC haben konnte. Es
wurde die Wirkung von unbehandelten LA4 Zellen Kitturen, in denen mit IL-4 behandelte LA4
Zellen eingesetzt wurden verglichen. Zunéchst bedlée ich die AECII mit einer eher geringen
Menge von IL-4 (10 pg) sowie einer hohen Menge itod (200 ng), wobei diese Initialdosen auf
Literaturangaben zur Verwendung von IL-4 in Zeltkobystemen basierten (Grabbe et al.,
J.Dermatol.Sci. 1997; Paolieri et al., Allergy 199Vhite et al., Am.J.Physiol Lung Cell Mol.Physiol
2009). Um direkte Wirkungen von verbliebenem IL-4f aie T-Zellaktivierung auszuschlie3en

wurden TC mit DC in Abwesenheit von Antigen auf4lbehandelten AECII kultiviert.

Es zeigte sich, dass die Behandlung mit 200 ng d@epg IL-4 den inhibitorischen Effekt der
alveolaren Epithelzellen auf die T-Zellproliferatigtark abschwéacht. In Kulturen von TC und DC
wiesen 80,7 % der Zellen Proliferation auf, wahretid Negativkontrolle ohne Antigen eine
Proliferation von weniger als 1 % zeigte. In Kuéioy die mit unbehandelten Alveolarepithelzellen in
Kontakt kamen proliferierten nur 4,3 % der Zell®ie Gegenwart von IL-4 behandelten LA4 Zellen
hatte einen signifikant schwacheren inhibitorisch&ffekt auf die T-Zellproliferation, als
unbehandelte LA4 Zellen. So proliferierten in Kuén mit IL-4 behandelten LA4 Zellen 16,4 % der
TC im Vergleich zu den 4,3 % proliferierenden TQlen Kulturen mit LA4 Zellen, die nicht mit IL-4
vorbehandelt worden waren (Abbildung 20). Im Beneion 10 pg und 200 ng hat IL-4 einen gleich
starken Effekt auf die AECII.
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Abbildung 20: Effekt von IL-4 auf die LA4-abh&angige Suppression der T-Zellproliferation.

Proliferation einer Ko-Kultur von TC, DC und LA4 en. Vergleich von Kulturen mit TC, DC und OVA (Bitvkontrolle),
Kulturen von TC und DC in Abwesenheit von OVA (Négeontrolle), Kulturen von TC, DC und OVA auf einéA4
Zellschicht (Inhibitionsgruppe), Kulturen von TC,CDund OVA auf einer LA4 Schicht die mit 10pg ode€0R8g IL-4
behandelt wurden (Behandlungsgruppen) und Kulturedenen TC, DC in Abwesenheit von Antigen augeiSchicht von
mit 10pg IL-4 behandelten LA4 Schicht kultiviert wen (IL-4 Negativkontrollgruppe). Die BestimmungrdTC
Proliferation erfolgte durch Messung der CFSE-Verding. (Reprasentatives Experiment, in dem die #&esan
Dreifachbestimmung gemessen wurden, n=3. Mann-WithTest, * entspricht Signifikanzniveau P<0,05 dun
** entspricht Signifikanzniveau P<0,01)

7.4.3 LA4 Epithelzellen werden durch geringste Men  gen IL-4 beeinflusst

Da die Wirkung der IL-4 Behandlung auf die AECII jpg- und ng-Bereich nahezu identisch war,
bestimmte ich die Mindestmenge an IL-4, die fiir Aschwachung der inhibitorischen Wirkung von
alveolaren Epithelzellen bendtigt wird. Hierfir wen die LA4 Zellen vor der Ko-Kultur mit
steigenden Mengen von IL-4 behandelt. Da man ineXoerimenten sehen konnte, dass 10 pg IL-4
noch einen starken Effekt auf die Wirkung von LA@lIZn hatten (Abbildung 20), titrierte ich die
kritische IL-4 Menge ausgehend von 10 pg auf naatingere Mengen herunter. Dargestellt ist unten
(Abbildung 21) ein représentatives Experiment imddengen von 10 pg bis 1 fg untersucht wurden.
Hier sah man, dass 10 pg IL-4 noch eine Prolifenation 30,6 % zulieRen (Abbildung 21, 8. Balken),
wahrend LA4 Zellen ohne IL-4 die T-Zellproliferaticauf 14,7 % reduzierten (Abb. 21, 3. Balken).
Im Bereich von 1 fg bis 1 pg IL-4 (4.-7. Balkenylder Anteil an proliferierten Zellen nur bei 1&;8
22,6 % (P=0,3) und unterschied sich damit nichhifilgant von der Proliferationsrate der TC, die
durch unbehandelten LA4 Zellen beeinflusst wurdeit amner Proliferationsrate von 14,7 %
(Abbildung 21, 3. Balken). Aufgrund dieser Beobaty schloss ich, dass 10 pg IL-4 (P=0,2) die
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kritische Menge IL-4 darstellen, die notwendig idamit die suppressive Wirkung der LA4 Zellen

reduziert wird.
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Abbildung 21: Dosisabhangigkeit der Effekte von IL4 auf die LA4-abhangige Inhibition der
T-Zellproliferation.

Proliferation einer Ko-Kultur von TC, DC und LA4 lfen, die mit 1 fg bis 10 pg IL-4 behandelt wurdeder unbehandelt
blieben. In den Kulturen wurden die OVA-spezifisah@D4" Zellen auf den intrazellularen CFSE-Gehalt hinersiicht.
(Repréasentatives Experiment, in dem die Ansatz®appelbestimmung gemessen wurden, n=2. ungepdaiftest mit
Welch Korrektur, * entspricht Signifikanzniveau R8D und ns. =nicht signifikant)

7.4.4 IL-4 verandert die Expression von kostimulato  rischen Proteinen auf der
Oberflache vonLA4 Epithelzellen

Aufgrund der Beobachtung, dass der inhibitorisctifekE von AECII auf die T-Zellaktivierung
kontaktabhéngig ist (siehe Abschnitt 4.3.2), unielnge ich die Veranderungen in der epithelialen
Expression von Oberflachenproteinen aufgrund det Behandlung der LA4 Zellen. Ich untersuchte
Oberflachenmolekule, von denen bekannt ist, dassERpression immunmodulatorische Effekte hat.
Es wurden sowohl kostimulatorische Molekiile, wie 80Dund PD-Ligand untersucht, wie die
Expression des MHCII Komplex und die Expression \Mitgliedern der TNF Rezeptorfamilie
GITR-L und 4-1BB. Diese Molekiile sind alle im Bezagf Uberleben, Aktivierung und Proliferation
von T Zellen bekannt und stellten in meinen Untelsimgen potentielle Mediatoren fur eine
kontaktvermittelte Einflussnahme der AECII dar. #flie behandelte ich LA4 Zellen mit 10 pg IL-4
fur 24 Stunden. Die isolierte mRNA der Zellen wurdeif die Expression verschiedener
immunmodulatorischer Oberflachenproteine, die indeman Arbeiten bereits mit allergischen
Erkrankungen oder Entziindungsreaktionen in der ewsgoziiert werden konnten hin untersucht. Ich
beobachtete die Expression von 4-1BB-Ligand (Grdimagt al., Eur.J.Immunol. 2000), einen

Liganden von 4-1BB, der auf T Lymphozyten und Eoprilen exprimiert wird und kostimulatorisch
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auf TC wirkt, indem er deren Uberleben und Diffemierung in Effektorzellen fordert (Hurtado et al.,
J.Immunol. 1995). Weiterhin untersuchte ich dastikadatorische Molekil CD80 (Kim et al.,
Am.J.Respir.Cell Mol.Biol. 2005), ein Mitglied d&7 Familie und Ligand von CTLA-4 oder CD28,
das wichtig fiir die Aktivierung und das UberlebemvTC ist (Peach et al., J.Biol.Chem. 1995). Des
Weiteren prifte ich die Expression des Liganders gdewohl an der Apoptose beteiligten und
immunmodulatorisch wirkenden kostimulatorischen ékalls PD-1 Programmed death 1 ligand
(PD-L) (Blank and Mackensen, A., Cancer Immunol.lmmother. 2007), das Uber eine inhibitorische
cytosolische ITIM-Sequenz verflgt und der Aktivieguund Proliferation von TC entgegen wirkt
(Freeman et al., J.Exp.Med. 2000) Auch die Exposssion GITR-L untersuchte ich aufgrund der
Beteiligung von GITR an der Regulation der Aktivitgon Ty2 Zellen beim allergischen Asthma
(Motta et al., Respir.Res. 2009). Zusatzlich zu kiestimulatorischen MolekUilen waren, basierend auf
den Beobachtungen von Gereke et al., die Wirkumglket auf die Expression von MHCII, somit der
Antigenprasentation, in AECII interessant. (Gerekeal., Am.J.Respir.Crit Care Med. 2009). Das
Experiment zeigte, dass die Behandlung der alveol&pithelzellen mit IL-4 zu einer 6-fach hdheren
Expression von GITR-L mRNA fiihrte (Abbildung 22)ieDExpression von PD-L, 4-1BB-L, CD80
und MHCII war hingegen nur geringfligig 2-fach) erhoht.
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Abbildung 22: Expression von 4-1BB-L, CD80, MHCII,GITR-L und PD-L durch mit IL-4 behandelte LA4 Zelle n

Mittels Sybr Green Realtime-PCR Analyse wurde di@reéssion von mRNA der Molekile 4-1BB-L, CD80, MHC
GITR-L und PD-L in LA4 Zellen, die 24 Stunden m@ pg/mL IL-4 behandelt wurden, relativ zu unbehdtetel A4 Zellen

bestimmt (fold-change). Die Expression wurde inifaghansétzen von drei Versuchsansatzen bestimmséfze bestimmt
in Triplets). Dargestellt ist ein reprasentativep&iment von drei unabhangig voneinander durcHgédia Experimenten
(n=3, Mann-Whitney-U-Test, ns. =nicht signifikant)
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Die Untersuchungen zeigten, dass IL-4 die inhiistdre Wirkung von AECII nicht durch eine
veranderte Expression der vielbeschriebenen MoéeiHCIl oder CD80, sondern vielmehr die

Expression eines kostimulatorischen Molekils bégssen, dessen Funktion noch genauer untersucht

werden muss — GITR-L.
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8. Diskussion

In den letzten Jahren konnten maf3gebliche Erkessariiber die Vorgdnge wéahrend der allergischen
Sensibilisierung gewonnen werden. Besonders hameixn sind hierbei die Entdeckungen, die zu
den PRRs (Janeway, Jr., Cold Spring Harb.Symp.(@iaht1989; Janeway, Jr. and Medzhitov, R.,
Annu.Rev.Immunol. 2002), wie zum Beispiel den TL&racht wurden (Coutinho and Poltorack, A.,
Curr.Opin.Immunol. 2003). Seit 1998 ist es bekadags das TLR4 Protein in Mausen der Rezeptor
fur LPS ist (Poltorak et al., Blood Cells Mol.DiE998) und eine Mutation in diesem Lokus zu einer
fehlerhaften Immunantwort gegentiber Gram-negatatterien fihrt (Poltorak et al., Science 1998).
So konnten zwei Arbeitsgruppen 2002 in murinen Astimodellen zeigen, dass der Kontakt mit LPS
bei der inhalativen Sensibilisierung notwendig ist) die sonst bestehende Toleranz der Atemwege
gegeniiber inhalierten Proteinen zu durchbrechenzuneiner allergischen Atemwegsentziindung zu
fuhren. Dabei trifft dies sowohl fir 4L, wie auch T2 gerichteten Atemwegsentziindungen zu.
(Dabbagh et al., J.Immunol. 2002; Eisenbarth etJdExp.Med. 2002). Weitere Arbeiten bestatigten
diese Befunde (Kim et al., Am.J.Respir.Cell Mol.B2005) und erweiterten die Hypothese, dass die
Sensibilisierung tber die Atemwege abhangig von IPANAt, da sie demonstrierten, dass auch andere
TLR-Liganden die allergische Sensibilisierung indoen koénnen (Jeon et al.,, J.Allergy
Clin.Immunol. 2007; Redecke et al., J.Immunol. 20@gnale via PAMPs stellen anscheinend einen
essenziellen Schritt dar, der dazu fuhrt, dass,itésbitorische”, tolerogene Milieu der Lunge im

steady state in ein ,pro-inflammatorisches" Miliéoerfiihrt wird.

Dittrich et. al. konnten dann 2008 zeigen, dassAtiieangigkeit der pulmonalen Sensibilisierung von
PAMPs durch Zugabe von IL-4 umgangen werden kaneitaMihrende Studien in chimaren
Méusen, bei denen die-Untereinheit des IL-4 Rezeptors auf strukturelteter hdmatopoetischen
Zellen fehlt, zeigten, dass IL-4 bei der Sensilgtisng sowohl im hamatopoetischen Kompartiment,
wie auch von strukturellen Zellen erkannt werderssn(Dittrich et al., J.Immunol. 2008). Allerdings
blieb in dieser Untersuchung unklar, welche strréiten Zelltypen auf das IL-4 reagieren kdnnen

missen, um den asthmatischen Phénotyp auszubilden.

Ziel dieser Arbeit ist es daher Epithelzellen alsogiithe strukturelle Zielzellen des
IL-4 zu identifizieren und die Effekte des IL-4 aliEse Epithelzellen genauer zu charakterisieran. Z
diesem Zweck untersuchte ich die Effekte von ILed pulmonale Alveolarepithelzellen in einem in
vivo Modell der ,IL-4 abhangigen pulmonalen Senissi@rung”, wie auch in einem in vitro
Zellkulturmodell. Verschiedene Studien konnten hereine immunmodulatorische Funktion der
Epithelzellen bei allergischen Atemwegsentzindurdgastellen. So kdnnen bronchiale Epithelzellen
die Immunreaktion in den Atemwegen durch die Sékmeton Mediatoren, wie TSLP und IL-33
(Hammad and Lambrecht, B. N., Allergy 2011) und di&pression von kostimulatorischen
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Oberflachenmolekilen, wie den Mitgliedern der B7mi& Inducible T-cell co-stimulator ligand
(ICOS-L), PD-L und Programmed death 1 ligand 2 (EI)«Kim et al., Am.J.Respir.Cell Mol.Biol.
2005) modulieren und damit entscheidend an der lietabhg und Chronifizierung einer 2-
gerichteteten Atemwegsentziindung mitwirken. Mannkdaher postulieren, dass Epithelzellen eine
Zielpopulation des IL-4 im strukturellen Kompartimesind, die aufgrund ihrer Lokalisation eine
zentrale Rolle beim ersten Kontakt zwischen einerga@ismus und den Antigenen aus seiner

Umwelt einnehmen.

Wie bereits in Abschnitt 5.6 erwdhnt sind fir digitBelien der Atemwege verschiedenste
immunmodulatorische Wirkmechanismen wahrend deekidfphase beschrieben. Welche Funktion
Epithelzellen der Bronchien oder der Alveolen imndenteren Kompartimenten der Atemwege

einnehmen ist bisher nur ungeniigend untersucht.

Uber die Atemluft werden Allergene bis in die ueterAtemwege aufgenommen. Wenn man die
raumliche Zugéanglichkeit beriicksichtigt ist eingehaktion zwischen bronchialem Epithel und den
immunologischen Zellen wahrend des Sensibilisiespragess wahrscheinlich. Gleichzeitig konnte
eine Expression von immunmodulatorischen, kostitoulschen Molekilen konnte auch in den
parenchymalen Teilen der Lunge gezeigt werden ¢8taet al., J.Infect.Dis. 2006). Verschiedene
Interaktionen mit den Zellen des Immunsystems kemritir AEC 1l in unterschiedlichen Modellen
der Atemwegsentziindung gezeigt werdBittrich et al., Clin.Exp.Allergy 2010; Gereke &t,
Am.J.Respir.Crit Care Med. 2009; Zhao et al., Relsjgid. 2010) So beeinflussen AECII die
Proliferation von T Lymphozyten (Paine, 11l et ahm.J.Respir.Cell Mol.Biol. 1991) und kdnnen
Chemokine wie RANTES und GM-CSF freisetzen, diedan Rekrutierung und dem Wachstum von
Makrophagen beteiligt sind (Christensen et al., ARespir.Cell Mol.Biol. 1995; O'Brien et al., J.Lab
Clin.Med. 1998). Die Rolle von AECII in der Sendigierungsphase ist bisher nicht untersucht

worden, so dass ich untersuchen wollte, ob dieBerzmdgliche Interaktionspartner von IL-4 sind.

8.1 TLR-unabhangiges Sensibilisierungsmodell

In der vorliegenden Arbeit konnte ich in einem men Sensibiliserungsmodell zeigen, dass die
Gegenwart von IL-4 wéhrend der Sensibilisierungsplai einer eosinophilenreichen Entziindung der
Atemwege fiihrte, die unabhangig von Signalen Uleer TLR4 Signalweg vermittelt wurde. Durch
Sensibilisierung mit Antigen und IL-4 im Vergleictu Antigen alleine kam es zu einer starken
Steigerung der mRNA Expression von MCP-1, EotaxiG®RI-CSF, TARC, IL-33 und CXCL1 in den
Lungen der Tiere nach der Provokationsphase. Didskekile sind zentrale Mediatoren fir die

Rekrutierung, Aktivierung und Polarisierung versdénster Entzindungszellen, die zentral fur die
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Induktion und Chronifizieurng einer allergischenefwegsentziindung sind. So vermittelt das
Chemokin MCP-1 die Rekrutierung von Monozyten, D@8 Gedachtnis TC an Entziindungsstellen
im Gewebe (Carr et al., Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A94)9 Eotaxin-2 ist der Ligand des C-C
Chemokinrezeptors 3 (CCR3) und ist das Hauptzytéikimie Rekrutierung von Eosinophilen (White
et al., J.Leukoc.Biol. 1997) GM-CSF ist ein Glykofmin, dass mit dem Uberleben von Eosinophilen
in der BALF von Asthmatikern assoziiert ist (Patkag, Eur.Respir.J. 1998), die Cytotoxizitat und
Adhasion von Eosinophilen steigert (Nagata et allmmunol. 1995) und das Uberleben von
Monozyten und deren Differenzierung zu Makrophad@dert (Young et al., J.Immunol. 1990).
TARC ist ein Ligand des CCR4 Rezeptors (Imai et&aBiol.Chem. 1997), der durch,Z Zytokine,
wie IL-4 und IL-13 reguliert wird (Greaves et alrterioscler.Thromb.Vasc.Biol. 2001) und an der
Rekrutierung von T Lymphozyten beteiligt ist (Lieam and Forster, I., Eur.J.Immunol. 1999).
Waéhrend IL-33, als Mitglied der IL-1 Familie in TeHerzellen, Mastzellen, Eosinophile und
Basophilen die Produktion vonyZ Zytokinen induziert (Schmitz et al., Immunity.(@), ist CXCL1
ein Chemokin, das von Makrophagen und bronchialgith&lzellen produziert wird (Becker et al.,
Am.J.Physiol 1994) und chemotaktisch auf Neutraphilirkt (Moser et al., J.Exp.Med. 1990).
Zusammengefasst wurden durch die SensibilisieruiigAmtigen und IL-4 zahlreiche Mediatoren
induziert, die dazu fUhrten, dass es nach der Redian mit dem Antigen alleine zu einer klassischen
Th2-polarisierten Atemwegsentziindung und zur Produktion antigenspezifschem IgE kam, zwei

zentralen Merkmalen des Asthma bronchiale.

Neben diesem bereits bekannten Phénotyp der ,IbkBrgigen Sensibilisierung” (Dittrich et al.,
J.Immunol. 2008), zeigte ich durch detaillierte &stichungen der Sensibilisierungsphase, dass die
Bedingungen flr eine eosinophilenreiche Entziinchergits friih wahrend der Sensibilisierung gelegt
werden. Anhand der Auswertung der Bronchoalveol&téssigkeit und der mRNA Expression in der
Lunge der Tiere konnte man sehen, dass bereitgvaeite Kontakt mit dem Antigen und IL-4 die
Expression von Eotaxin-2 in der Lunge induziert umdler Sensibilisierungsphase einen Influx von
Eosinophilen nach sich zieht, der durch das Antiglene IL-4 nicht ausgelost wurde. Durch die ex
vivo Analyse von AECII aus diesem Modell, die irr gensibilisierungsphase entnommen wurden,
konnten 76 Gene identifiziert werden, die durch @&ensibilisierung in Gegenwart von IL-4
differenziell reguliert waren im Vergleich zur Sémksierung ohne IL-4. Durch datenbankgestitzte
Datenanalye war es moglich 30 Gene zu identifinietde aufgrund ihrer Funktion und Expression
eine zentrale Rolle bei einer IL-4 abhangigen, heghitellvermittelten Erleichterung der allergischen

Sensibilisierung spielen konnten.

Die Sensibilisierung in Gegenwart von IL-4 fihrtaf anRNA Ebene zur Heraufregulation der
Expression von Genen wie Cxcl2, Cxcl3, Cxcl5, Chidigr, oder Fcer2a, Slc26a4 und CD83 im
Vergleich zur Sensibilisierung mit Antigen alleinBiese Gene sind in der Literatur bereits im

Zusammenhang mit Entziindungen der Atemwege bebehrighre Induktion bestétigte, dass unser
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Modell der IL-4 abh&ngigen Atemwegsentziindung dheél Gemeinsamkeiten mit anderen Modellen
Tu2-polarisierter allergischer Entziindungen in denenwegen aufweist, die durch eine
eosinophilen-dominierte pulmonale Entziindung, diduBg von antigenspezifischem IgE, Bildung
von Mukus und Atemwegshyperreaktivitdt gekennzesthsind (Taube et al., Int.Arch.Allergy
Immunol. 2004). So konnten Nakao et. al. zeigessdis Transmembran-Transportprotein Slc26a4,
das wir in unseren Arrayanalysen ebenfalls hochimgufanden, an der Mukusproduktion bei
allergischem Asthma und COPD beteiligt ist (Nakaale J.Immunol. 2008). Auch die in unserem
Modell hochregulierte Arginase Chi3I3/YM1 passdas Bild einer §2-polarisierten Entziindung, da
sie auf der Oberflache von alternativ aktivierteakivbphagen nachgewiesen werden konnte (Raes et
al., J.Leukoc.Biol. 2002) und bei allergischen Engungen der Atemwege die Sekretion von
Tu2-Zytokinen induziert (Cai et al., J.Immunol. 2009JM1 scheint aber auch an chronischen
Entzindungen in der Lunge beteiligt zu sein, da YMRNA in DC in den Atemwegen von
Versuchstieren in einem chronischen Allergiemodelthgewiesen werden konnte (van Rijt et al.,
Am.J.Respir.Crit Care Med. 2011).

Grundlagen fir die Rekrutierung von Neutrophilerd ugosinophilen, wie man sie in dem hier
gezeigten Modell beobachtete, kann die Hochregudaton CXCL2, -3 (Ahuja and Murphy, P. M.,
J.Biol.Chem. 1996) und -5 (Qiu et al., Thorax 208@jstellen, die in den Arrayanalysen ebenfalls

hochreguliert waren.

Die Sensibilisierung in Gegenwart von IL-4 indugezudem den low Affinity Rezeptor fur IgE
Fcer2a. Dieses Molekul wird einerseits als suppienid auf pulmonale Entziindungen und die AHR
beschrieben (Cernadas et al., Am.J.Respir.Cell Bital. 1999). Aktuelle Publikationen zeigen, dass
humane epitheliale Primérzellen der Atemwege F¢€R22a3 in den Bronchien, wie in den Alveolen
konstitutiv exprimieren und die Stimulation mit #L.zu einer starken Induktion dieses Rezeptors flhrt
(Palaniyandi et al., J.Immunol. 2011). Diese Bebbamgen passen sich gut in das beschriebene
Modell der ,IL-4 abhangigen pulmonalen Sensibiligieg“ ein. Palaniyandi et al. zeigte auch, dass

CD23 ein Schlisselelement bei der Transzytose girdurch die epitheliale Barriere darstellt.

Diese 8 identifizierten und mittels semiquantitati?"CR unabhangig verifizierten Gene zeigten, dass
die Sensibilisierung mit IL-4 entzindliche,Z-polarisierende Prozesse in der Lunge einleitst. E
fanden sich 16 weitere differenziell regulierte &erdie bisher allerdings nicht genauer im
Zusammenhang mit allergischen Immunantworten inAtemwegen beschrieben wurden. Diese von
mir identifizierten und mit RealTime-PCR bestatig@ene waren FXYD4, 1L4i1, Clec4a2, Slc6a20a,
Clec4a3, Ccrll, Lemdl, Pglyrpl, Fetub, Fatty adgrdimg protein 1 (Fabpl), Noxol, Ccl9, Maltl,
Nfkbie, CD52 und Tnfrsf9/4-1BB.
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Die bisher bekannten Funktionen dieser Gene sihd lsgterogen, wobei zum Teil auch bisher sehr
wenig funktionelle Effekte bekannt sind. Auch diepEession im Lungenepithel war fir einige dieser
Gene (FXYD4, IL4i1, Clec4a2, Slc6a20a, Clec4a3, d&mnd Fetub) bisher nicht beschrieben.

So wird das durch Aldosteron induzierbare Transnramgrotein FXYD4/Chif in renalen
Epithelzellen exprimiert und ist beteiligt an deedRlation des lonentransports in diesen Zellen
(Goldschmidt et al., Cell Physiol Biochem. 2004je Bxpression und Funktion von Chif in der Lunge
konnte bisher noch nicht gezeigt werden, dort kénas maoglicherweise eine Rolle bei der
Aufrechterhaltung der Barriere oder der Regulatien Mukussekretion spielen, wie dies bereits fur
verschiedene lonenkanéle in der Lunge gezeigt wekdante (Valverde et al., J.Biol.Chem. 2011).
Zwei der bisher nicht in der Lunge identifiziert®ene, Lemd1 und Fetub und dem Gen Pglyrpl wird
eine Rolle bei der Organdifferenzierung bzw. —dfeédénzierung zugeschrieben. Wahrend Slc6a20a
bisher nur im Kontext des Betain/Prolin Proteingorts in der Embryonalentwicklung beschrieben
wird (Anas et al., Development 2008), sind Lemdld uRetuin B im Zusammenhang mit
Tumorentwicklung beschrieben. Lemdl wurde bisheFagtis nachgewiesen und ist dort beteiligt an
der Entwicklung von Prostatakrebs (Ghafouri-FaradletArch.Med.Res. 2010). Fetufnist beteiligt

an der Tumorangiogenese und konnte in CarcinomenHaet und des Pankreas nachgewiesen
werden (Hsu et al., Genome 2004). Hier konnte ayezeigt werden, dass Fetub einen suppressiven
Effekt auf die Carcinogenese hat. Zudem weist e®reipro-angiogenetischen Effekt auf, der
moglicherweise den Zusammenhang zur Inflammatiam bsthma darstellt, der bisher fur diese
Gene nicht beschrieben wurde. Verschiedene Unteusigen konnten zeigen, dass angio- und
lymphangiogenetische Prozesse zentrale Faktorendé&eiEntwicklung und Chronifizierung des
Asthma bronchiale darstellen und die Angiogeneseedain neues Ziel flr pharmakologische
Interventionen zur Behandlung des Asthma bronchigie konnte (zusammengefasst in Detoraki
Allergy 2010). Wahrend fur diese vier Gene der Zusenhang mit Asthma bronchiale oder auch
entzindlichenProzessen insgesamt nicht direkt offensichtliclcresimt, fanden wir auch Gene, die
bereits mit inflammatorischen Prozessen assoziientden, wie Pglyrpl, Fabpl, Ccrll, Clec4a2,
Clec4a3 und IL4i1l. Bis auf Ccrll werden diese Gaile in hamatopoetischen Zellen des
Immunsystems exprimiert. Ccrll findet sich nur a@tromazellen und gehért zu den
chemokinrezeptor-&hnlichen Membranproteinen. Da  edber keine intrazellulére
Signaltransduktionsuntereinheit verfiigt wird eshaals ,stiller* Chemokinrezeptor bezeichnet und ist
an der Homoostase von Leukozyten und der steteruRerking von DC in die Lymphknoten beteiligt
(Heinzel et al., Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 2007)egd ProzessBnden fraglos in unserem Modell
statt, die funktionelle Konsequenz der Hochregoftatdes Molekils ist allerdings bisher nicht

untersucht worden.

Eine klare Assoziation mit Immunreaktionen konntecha fir Peptidoglykan Erkennungsprotein

Pglyrpl gefunden werden, da eine Beteiligung anAdevehr des gram-positiven Bakteriums Listeria
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monocytogenes durch die Induktion der IFMnd TNFe Produktion gezeigt werden konnte (Osanai
et al., Infect.Immun. 2011) Ob die Induktion dieZgtokine auch durch die Induktion dieses Gens in

unserem Modell stattfindet, werden funktionelle &stuchungen klaren missen.

Beziiglich der C-Typ-Lectine Clec4a2 und Clec4adisher bekannt, dass sie Uber eine inhibitorische
Proteindoméane verfligen, von DC exprimiert werded an der Homoostase des Immunsystems
beteiligt sind (Fujikado et al., Nat.Med. 2008),dass eine funktionelle Relevanz bei der Entwicglun
des Asthma bronchiale oder eingi2ipolarisierten Atemwegsentziindung fur diese Getediegt.
Eine Expression im Lungenepithel war fir Clec4ashér nicht beschrieben und funktionelle Effekte

der Expression dieser Lectine im Lungenepithel warih der Literatur bisher nicht adressiert.

IL4i1 ist auch als LAAO bekannt. Abgesehen von derch IL-4 induzierbaren Expression in den
Lysozymen von B Zellen (Mason et al., J.Immunol0£0 sind bisher keine funktionellen Aspekte
von LAAO bekannt. Bei Fabpl weist einerseits digiession auf alveolaren Makrophagen und die
Funktion als Peroxisomen proliferator-activated epgor (PPAR) auf eine Beteiligung an

inflammatorischen Vorgéangen in der Lunge hin (Sbbap et al., Int.J.Biochem.Cell Biol. 2004),

gleichzeitig wird in dieser Arbeit aber auch diellRovon Fabpl im Cholesterolmetabolismus in
Adipocyten verwiesen. Daher missen zum besserestareinis der Funktion dieses Gens im
Lungenepithel bei der allergischen Atemwegsentziigdauch weitere funktionelle Untersuchungen

folgen.

Deutliche Bezlige zu Entziindungen der Atemwege ergalzh nach Durchsicht der Literatur fir die
sechs Gene Noxol, Ccl9, Maltl, Nfkbie, CD52 unBB1Fir diese Gene existieren Untersuchungen
zur Expression und/oder Funktion bei Entzindungenddemwege, in Epithelzellen oder Lunge, oder
bei der Entwicklung einer AHR. So ist epitheliaperiertes Noxol an der Beseitigung von reaktiven
Sauerstoffspezies beteiligt (Kiss et al., Curr.Bi2a006), die in den Atemgasen von Asthmatikern
verstarkt nachgewiesen werden konnten (Ganas ,eRapir.Med. 2001; Kharitonov et al., Chest
1995). Ein unmittelbarer Zusammenhang zwischerRagulation von Noxol und Asthma bronchiale

konnte jedoch bisher nicht nachgewiesen werden.

Ahnlich verhalt es sich bei dem OberflachenmoleRDI52, einem Mitglied der B7-Familie, das auf
vielen Lymphozyten exprimiert wird und daher authzelmolekil in der Lymphomtherapie genutzt
wird (Ermini et al., Dev.Growth Differ. 2008). Bigh wurde CD52 nur im Kontext von akuten
(Ermini et al., Dev.Growth Differ. 2008) und chreadh-fibrosierenden AbstoRungsreaktionen
beschrieben (Reams et al., Am.J.Transplant. 20@7Zusammenhang mit allergischen Erkrankungen
der Atemwege ist es jedoch bisher nicht bekanmkfonelle Untersuchungen wéaren insbesondere
aufgrund der beschriebenen Beteiligung an fibrbBscReaktionen von Interesse, um zu untersuchen,

ob in unserem Modell mdglicherweise frihzeitig Geimgluziert werden, die langfristig zu
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chronischen Umbauprozessen der Lungen im Sinne giRemodelling” fihren. Wir konnten auch
eine Induktion des mit allergischen Erkrankungesoaserten NF<B Signaltransduktionswegs
beobachten. Die beiden regulierten Molekile Mahtl Nfkbie wurden allerdings bisher noch nicht
im Kontext von allergischen Erkrankungen beschrietddaltl ist ein Protein, das zusammen mit B-
cell leukemia/lymphoma 10 (Bcl-10) an der Aktivieguivon NF«B beteiligt ist (Ruefli-Brasse et al.,
Science 2003). Weiterhin spielt es eine Rolle biiere TLR-unabhéngigen Aktivierung von
Makrophagen und DC (Werninghaus et al., J.Exp.M2009). Auch Nfkbie beeinflusst die
Differenzierung von B-Zellen durch Aktivierung viwF-«<B (Doerre et al., J.Immunol. 2005). Die
beiden hochregulierten Gene MBie und Maltl kdnnten in unserem Modell entscheildeBSchritte

fur die Differenzierung der B Zellen zu IgE-proderanden Plasmazellen spielen. Das Chemokin
Ccl9, das zu den Macrophage inflammatory proteeriblt wird, ist bisher vorrangig im Kontext von
Knochenresorption beschrieben worden (Okamatsu.,ed.ammunol. 2004), so dass fur dieses Gen
funktionelle Untersuchungen in Modellen der allschien Atemwegsentziindung klaren miussen,
welche Rolle es bei der allergischen Sensibilisigrspielt.

4-1BB und sein Ligand 4-1BB-L, sind Mitglieder déamilie von TNF Rezeptoren (Schwarz et al.,
Gene 1993) und Tumor Necrosis Factors (Goodwith gEar.J.Immunol. 1993). Ihre Expression wird
bei der Aktivierung von TC und APC induziert undfraght erhalten (Vinay and Kwon, B. S.,
Semin.Immunol. 1998). Wahrend 4-1BB von Splenozytad von CD4 und CD8 TC exprimiert
wird (Pollok et al., J.Immunol. 1993), findet sidHLBB-L auf APC, wie B-Zellen, Makrophagen und
DCs, aber auch Eosinophilen (Heinisch et al., &l Clin.Immunol. 2001; Pollok et al.,
Eur.J.Immunol. 1994). Hinsichtlich der Induktionrvd-1BB-L konnten Cannons et. al. zeigen, dass
4-1BB-L das Uberleben von CDZC erméglicht, Zellteilung induziert und die Effekfunktion
dieser Zellen verstarkt (Cannons et al.,, J.Immur28l01l), so dass auch die Induktion dieses
Oberflachenmolekiils, an der Vermittlung der hieenidfizierten Effekte des IL-4 beteiligt sein
konnte. Allerdings wird die kostimulatorische Fupkt von 4-1BB kontrovers diskutiert, da einige
Untersuchungen auch einen tolerogenen Effekt derdvbBB vermittelten Signaltransduktion zeigen
konnten (Gramaglia 2000, Hurtado 1995, Cho 2006)e EStudie in einem murinen Asthmamodell
wies darauf hin, dass die Behandlung mit einemgamigierenden Antikbrper gegen 4-1BB, zu einer
Minderung von AHR, eosinophiler Inflammation in demnge und antigenspezifischen IgE fihrte
(Polte et al., J.Clin.Invest 2006). Die Expressimn 4-1BBL auf Pneumozyten ist bisher nicht
beschrieben. Um die Funktion von 4-1BB-L auf Ahagebithelzellen genauer zu untersuchen, wéare
eine epithelspezifische knock-out Mutante oder Ekpression hilfreich, die aber bisher nicht

veroffentlicht ist.

Die vorgestellten Gene stellen aufgrund ihrer @estenen Funktionen interessante Zielgene flr
anzuschlielende funktionelle Untersuchungen dar, ime Rolle bei der allergischen

Atemwegsentzindung genauer zu charakterisieren.nWich eine funktionelle Relevanz dieser
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Molekiile bei einer epithelspezifischen Expressioder Lunge fir die Entwicklung einer allergischen
Atemwegsentzindung bestatigen lasst, kdnnen solblgpothesenfreien” Screeningansétze via
Microarray dazu beitragen, Molekile fir neue inéeionelle Strategien zu entwickeln, die ohne
solche Anséatze nicht identifiziert werden wurderitt(izh et al., Exp.Toxicol.Pathol. 2006). In den
weiterfiihrenden Untersuchungen wird daher die Hbhangige Expression dieser Molekile in AECII
Zellen auch auf Proteinebene, Uberprift, um nagkefad die Funktion in dem etablierten in vitro
System oder durch in vivo Studien zu UberpriferesBiVorgehensweise kdnnte erste Zielgene fir
pharmakologische Interventionen auf Epithelzellemeb identifizieren, einer Zellpopulation, die
bisher in der Asthmatherapie nicht spezifisch apgehen wird.
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8.2 Ko-Kultur-System

Die Experimente in dem hier vorgestellten in vitio-Kultur-System zeigten, dass die
T-Zellaktivierung durch die murine Alveolarepithellfinie LA4 stark inhibiert wird (Abbildung 12

¢), wobei die Behandlung von AECII mit IL-4 diesEffekt stark vermindert (Abbildung 20). IL-4
nimmt eine zentrale Rolle bei allergischen Erkrargen der Atemwege ein und in einem Modell
einer pulmonalen IL-4 abhangigen Sensibilisierungrike bereits gezeit werden, dass dieses Zytokin
eine Entzindung der Atemwege nur vermitteln karenmes sowohl von hdmatopoetischen, wie auch
von strukturellen Zellen wahrgenommen werden kabittrich et al., J.Immunol. 2008) . Meine
Untersuchungen im in vitro Ko-Kultursystem zeigeneeseits, dass LA4 Epithelzellen, die AECII
sehr ahnlich sind, eine suppressive Wirkung aufTdigellaktivierung haben. Zudem konnte ich in
diesen Versuchen zeigen, dass IL-4 diese inhibithd Wirkung der AECIl abschwécht. Die
Alveolarepithelzell-ahnlichen LA4 Zellen hielteriedT Zellen in einem Zustand, der mit dem
Phanotyp von naiven T Zellen vergleichbar ist (Adhlong 16 und 17). Meine Beobachtungen eines
suppressiven Effekts der AECII auf die T Zellakdiving und die Wirkung des,Z-Zytokin IL-4 in
diesem Zusammenhang kénnten eine Erklarung daffarti, das bereits sensibilisierte Patienten ein
erhohtes Risiko fur weitere Sensibilisierungen ai$en, da bereits gezeigt werden konnte, dass in
Patienten mit einer jR-gerichteten Atemwegsentziindung erhéhte MengeiLahin der Lunge
nachweisbar sind (Lommatzsch et al., J.Allergy @Giimunol. 2006). Vorausgesetzt, die Vorgéange in
diesen Individuen unterliegen den gleichen Mechmaaig die ich in dieser Arbeit beschrieben habe,
kénnten sich erleichterte Folgesensibilisierungercld eine vermehrten T Zellaktivierung infolge der
erhéhten pulmonalen IL-4 Konzentration erklaren.

In friheren Arbeiten konnten bereits inhibierendielEe von AECII bzw. AECII-&hnlicher Zellinien
auf die T Zellaktivierung beschrieben werden (Gerekal., Am.J.Respir.Crit Care Med. 2009; Wang
et al., Thorax 2009). Jedoch zeigte sich in meidreit, dass ich nicht alle Beobachtungen von
Gereke et al. und Wang et al. bestatigen konntekasmte ich die reduzierte Aktivierung und
Proliferation der T Zellen durch den Einfluss voE@IIl nicht auf die Induktion von Foxl‘-":EI'Reg
zurtickzufuhren, da weder in Kulturen mit DC odetéll-depletierten APC ein signifikanter Anstieg
an CD4 FoxP3 Zellen gemessen werden konnte (Abbildung 18),iwé&iden zitierten Arbeiten ein
zentrales Ergebniss darstellte. Eine mogliche Enkig der Unterschiede dieser beiden Arbeiten mit
den hier aufgefiihrten Ergebnissen, konnte sichem dnterschieden der verwendeten Epithelzellen
oder Versuchsdurchfihrung finden. So nutzten Gemkel. fur die Untersuchungen der FoxP3
Expression CD25-depletierte Suspensionen von ‘CID&, die in einem Sortingschritt weiter
aufgereinigt wurden. Zudem kultivierten sie diel@elin AECII-konditioniertem Medium und regten

die TC mithilfe eines loslichen CD3 Antikérper z@roliferation an, so dass diese Arbeit den
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mediator-vermittelten Einfluss der AECII untersucltbwohl ich in der vorliegenden Arbeit die
gleiche murine Epithelzelllinie wie in der Arbeibiv Wang et al. verwendete, wurden unterschiedliche
Ausgangspopulation an TC eingesetzt, da mein Aneeimgsprotokoll (siehe Methoden 6.2.3.1) fir
CD4" TC von Wang et al. abweicht, die CD1tepletierte Splenozyten verwendet haben. Es engabe
sich auch Unterschiede in der Generierung der BMB&verwendeten Wang et al. BMDC in ihrer
Kultur, die zuvor 10 bis 12 Tage kultiviert wurddda Kushwah et al. 2010 zeigen konnten, dass die
Aufnahme von apoptotischen oder nekrotischen DCchdwendere DC zur Entwicklung einer
tolerogenen Reaktion und Induktion voredfuhrt (Kushwah et al., Eur.J.Immunol. 2010), k@mt
die Unterschiede zwischen der Arbeit von Wang .atiradl den hier beschriebenen Beobachtungen von
ahnlichen Vorgangen herriihren. AbschlieBend mussaicch darauf hinweisen, dass Unterschiede
zwischen den Untersuchungen von Wang et al. ungkdi@rbeit durch Veradnderungen in der LA4
Epithelzellline moglich sind. Es ist bekannt, dassh die Eigenschaften und der Phé&notyp von
immortalisierte Zelllinien mit zunehmender Passagig verandern (Gazdar et al., Lung Cancer
2010).

In dieser Arbeit untersuchte ich zudem, welchenfl&ss der Gewebeursprung der DC auf die
inhibitorische Wirkung der AECII im in vitro Ko-Ktlir-System hat. Hierfur verglich ich Kulturen, in
denen knochenmarksgenerierte DC das Antigen OVAentierten mit Kulturen, in denen CDA4-
depletierte Splenozyten OVA-Peptid prasentierted®2lwurde ein Kultur-System vorgestellt, mit
dessen Hilfe man DC durch GM-CSF und IL-4 haltigésdium aus Knochenmarkszellen zu DC
differenzieren kann (Inaba et al., J.Exp.Med. 1%¢&eicher et al., J.Immunol.Methods 1992). Die
Eigenschaften und Charakteristka der DC aus Bllymphorganen, Milz oder als
knochenmarksgenerierte APC sind jedoch teils udiézdlich. Wahrend in einem in vitro Ko-Kultur-
System mit Kontaktallergenen gezeigt werden kondéss DC aus den Lymphknoten eine stérkere
Proliferationsreaktion als DC aus dem periphereut Bervorrufen (Hill et al., Immunology 1994),
zeigte sich, dass DC aus der Milz eine schwachiygemeische Leukozytenreaktion hervorrufen als
BMDC. Die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigen diedesnntnisse. So zeigen die Untersuchungen
der Proliferation, dass BMDC und APC aus der MHnlich starke Effekte auf die Aktivierung der T
Zellen haben (Abbildung 15). Der inhibitorische &k der AECII auf dier T Zellaktivierung ist in
Kulturen mit BMDC etwas starker, als in KulturentrBiC aus der Milz. Untersuchungen aus dem
Jahre 1996 stitzen diese Ergebnisse. Es zeigte ddgds BMDC und DC aus der Milz in vitro
Proliferation in allogeneischen T Zellen auslésenonrten und &hnlich hohe Mengen an
kostimulatorischen M olekilen auf ihrer Oberflachdwiesen. Gleichzeitig zeigten die BMDC eine
bessere Fahigkeit Antigen aufzunehmen, zu prozessiend auf der Oberflache zu prasentieren
(Garrigan et al., Blood 1996).

Jedoch unterschieden sich die Ergebnisse meineeitAriicht nur darin, dass die AECII keinen

TregPhénotyp in der Kultur hervorrufen konnten. Waldrén der Arbeit von Wang et al. gezeigt
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wurde, dass die suppressive Wirkung von LA4 Zeler die T Zellproliferation sowohl durch
kontakt-vermittelte Mechanismen, wie auch Uber saslas Medium sezernierte Zytokin TGF-
vermittelt wird, war die inhibitorische Wirkung irder vorliegenden Arbeit fast vollstandig
kontaktabh&angig. Unsere Ergebnisse sind in diesemtgkt vergleichbar mit den Untersuchungen
von Cruickshank et al., die zeigen, dass Darmegithen TC Uber zellkontaktabhangige
Mechanismen in der G1 Phase halten (Cruickshaak,ebut 2004). Wie bei Cruickshank et al. halten
die verwendeten AECII die T Zellen in einem Zustaddr denen von naiven TC &hnelt. Meine
Untersuchungen der T Zellaktivierung im Ko-Kultuiesy zeigten, dass der Kontakt zu AECII die
Aktivierung, charakterisiert durch die Expressider Oberflachenmolekile CD69 und CD25,
abschwacht. Es zeigten sich auch klare Unterschiedder Differenzierung zu T Effektorzellen
zwischen Kulturen mit und ohne LA4 Zellen. So teidie erhdhte Expression von CD44 auf der
Oberflache der TC, dass die Differenzierung zu Wéfizellen, die nur geringe Mengen dieses
Molekdils tragen, nur unvollstéandig in Kulturen rhiA4 Zellen war. Neben den Untersuchungen der
suppressiven Effekte von Alveolarepithelzell-dhméic LA4 Zellen auf die T Zellaktivierung,
beschrieben sie den Einfluss einer Infektion misgRatory-Syncytial-Virus (RSV) auf Epithelzellen.
Diese virale Erkrankung der Atemwege wird oft mihez erhdhten Pravalenz von allergischen
Erkrankungen der Atemwege, im speziellen Asthmadhiale, in Verbindung gebracht (Sigurs et al.,
Am.J.Respir.Crit Care Med. 2005). Durch die Infeltimit RSV konnten Wang et al. vergleichbare
Effekte auf die inhibitorische Wirkung der AECIIsiiben, wie sie IL-4 im hier beschriebenen in vitro
Ko-Kultursystem hatte. Wang et al. haben im Rahihear Arbeit keine Untersuchungen in dieser
Richtung durchgefihrt, jedoch sind RSV Infektiomait einer vermehrten Ausschittung vop2¥
Zytokinen assoziiert (Openshaw, Am.J.Respir.CriteCded. 1995). Zudem konnte gezeigt werden,
das RSV Infektionen der bronchialen Epithelien emer vermehrten Sekretion vonyZF
polarisierenden Chemokinen, wie TSLP fihrt (Qiaoakt Immunol.Cell Biol. 2011), wahrend
Infektionen der bronchialen und alveolaren Epiteén die Sekretion von Mediatoren, wie CCL5
beeinflussen (Culley et al., J.Virol. 2006). Inrgitkonnte gezeigt werden, dass die RSV-Infektion
einer Alveolarepithelzell-ahnlichen Epithelzellirda einer Induktion von CCL17 flhrt (Culley et al.,
J.Virol. 2006; Monick et al., J.Immunol. 2007; Qiab al., Immunol.Cell Biol. 2011), so dass die
Annahme naheliegend ist, dass der Ausstof3 von flagimatorischen Molekilen durch bronchiale
und AECII bei der Etablierung einer Immunreaktimm Abwehr von viralen Infektionen beteiligt ist.
Die virale Infektion fuhrt moglicherweise zur Aussittung von T2 Zytokinen, wodurch IL-4 die
immunsuppressive Wirkung der Alveolarepithelzeltesmn abschwéacht. Diese Hypothese liefert eine
mogliche Erklarung sowohl fiir meine Beobachtungée,auch fir die Ergebnisse von Wang et al.

Dartber hinaus ist es moglich, dass RSV-Infektioneben der Férderung der Sekretion von IL-4 in
der Lunge zusatzlich Uber einen T@Rermittelten Mechanismus zellkontakt-unabhéangif die
Epithelzellen wirken. IL-4 hingegen wirkt primdr @b direkten Zellkontakt mittels

Oberflachenproteinen, wie z.B. GITR-L wirken. GITR-ist ein kostimulatorisches
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Oberflachenprotein, das zur Familie der Tumor Ngisr&actor Receptors (TNFR) gezéhlt wird, einer
Gruppe an Molekilen, die in verschiedenen immunstdgen Erkrankungen wirksam ist. Die
Interaktion mit dem Liganden GITR férdert die Akéwng und das Uberleben von TC (So et al.,
Int.J.Hematol. 2006). Wahrend die Expression voRRGL erstmals auf DC beschrieben wurde (Kim
et al., Genes Immun. 2003), konnte es inzwische awf Epithelien in verschiedenen Teilen des
Korpers nachgewiesen werden. So konnte gezeigt emerdass auf retinalem Pigmentepithel
exprimiertes GITR-L die immunsuppressive Wirkungnvd Zellen durch eine Verminderung der
TGF$ Sekretion vermindert und einer Steigerung der &ikr von proinflammatorischen
Mediatoren in diesen Zellen auslést (Mahesh egait,J.Immunol. 2006). Auch in einem in vitro Ko-
Kultursystem, bei dem Keratinozyten zusammen niellen kultiviert wurden, fihrte die Interaktion
von GITR-L mit GITR zu einer verstarkten T Zellgfetation und einer erhdhten Sekretion von T
Zell-rekrutierenden Chemokinen (Byrne et al., kkivDermatol. 2009). Diese Arbeiten unterstiitzen
meine Hypothese, dass IL-4 durch die Induktion @&fWR-L die immunsuppressive Wirkung von
AECII verringert, was in weiterflihrenden Untersuspen geprift werden muss.

8.3 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit gibt neue, detaillierterenldicke in die Sensibilisierungsphase von
allergischen Erkrankungen. Es konnten insgesarZidl§ene identifiziert werden, deren Wirkung auf
die pulmonale Sensibilisierung bisher nicht bestien ist. Die Untersuchungen zu den Effekten von
IL-4 auf AECII konnten in verschiedenen Modellsyst Kandidatengene identifizieren, die den
Wechsel von einem ,inhibitorischen Phanotyp* der GAE in der Lunge in einen ,pro-
inflammatorischen Phanotyp” steuern kdénnten. DiguRaion der 18 im Microarray identifizierten
Gene und des GITR-L, den wir in unserem in vitrgt8sn identifizierten, kbnnen Mechanismen sein,
durch die IL-4 die natirlicherweise bestehende rBmle der Lunge bei Kontakt mit harmlosen

Proteinantigenen durchbricht und zur allergischens®ilisierung fihrt.

Die Ergebnisse zur inhibitorischen Wirkung von AE@uf die T-Zellaktivierung und die Wirkung
von IL-4 in diesem Zusammenhang unterstreichens diés Interaktion von Epithel- und TC eine
zentrale Rolle bei der allergischen Sensibilisigrgpielt. Dieses bisher nur in Ansatzen verstandene
Zusammenspiel stellt einen vielversprechenden &plnikt zwischen angeborener und erworbener
Immunitat dar, dessen Modulation durch bisher zarfijung stehende Asthmatherapeutika bisher
nicht moglich ist. Sollte die funktionelle Uberpuiniy der Kandidatengene in meinen Modellen
tatsachlich bestéatigen, dass ihre Modulation digellaktivierung beeinflussen kann, kénnen Eingriffe
in die Expression dieser Gene oder nachgeschaltStgnaltransduktionswege einen ersten
vielversprechenden Ansatz zur Modulation der Ikigoa von AECII und TC darstellen.
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Schlie3lich kénnen die nachfolgenden ExperimenteFuunktion der identifizierten Kandidatengene
zur Entwicklung neuer therapeutischer Anséatze fiillwed damit zur Pravention von allergischen
Erkrankungen der Atemwege beitragen. Bisher igttréwisreichend geklart, wodurch die steigende
Pravalenz der allergischen Erkrankungen erklardemtkann. Daher sind neue Erkenntnisse zu den
Grundlagen von Sensibilisierungsvorgdngen zen#al. diesen Erkenntnissen aufbauend kdnnen
Interventionsstrategien fur die Sensibilsierungsphantwickelt werden, um in Zukunft nicht nur die

Effektorphasesondern auch die Entstehung dieser Erkrankungeanfhessen zu kénnen.
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