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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Definition des Asthma bronchiale

Das Asthma bronchiale ist eine chronisch-entzihdliErkrankung der Atemwege. Es basiert
auf einer bronchialen Ubererregbarkeit (Hyperreitiiy gegenlber physikalischen,

chemischen, immunologischen oder pharmakologiscii&gizen. Daraus resultiert eine
anfallsartige, reversible Verengung (Obstruktiomy dd\temwege, mit Pfeifgerduschen beim
Atmen, Husten und Atemnot in variabler AuspraguBghisteret al, 1999). Der Fokus der

vorliegenden Arbeit liegt auf dem allergischen Asghbronchiale.

1.2 Klinische Auspragung und pathophysiologische @ndlagen

Fur die Diagnose des allergischen Asthma bronchitledie Lungenfunktionsmessung bei
spezifischer Provokation der Goldstandard. Der Raalkgilt hierbei als wichtigster Parameter;
er gibt an, wie viel Luft der Patient innerhalbemiisekunde forciert exspirieren kann. Ein Abfall
des Peakflows unter 80% des Sollwerts zeigt nagerakiner Lehrmeinung eine signifikante
Obstruktion der Atemwege an und ist somit als Zeiclkeiner positiven Reaktion auf das
eingesetzte Allergen zu werten. Die Erkrankung wjed nach klinischer Auspragung in
verschiedene Schweregrade unterteilt (Global inaFor Asthma GINA, 1994, Tabelle 1).

Tabelle 1:Einteilung der Schweregrade des allergischen Astiwoachiale

Symptome

nachts Peakflow

Stufe Bezeichnung Symptome vor Behandlung

<1 mal pro Woche Symptome
1 intermittierend | asymptomatisch und normaler | <2 mal pro Monat
Peakflow zwischen Anfallen

>80% des Sollwerts,
Variabilitat <20%

5 geringer >1 mal pro Woche Symptome, > 2 mal pro Monat >80% des Sollwerts,
Schweregrad | aber <1 mal pro Tag P Variabilitat 20-30%
mittlerer Tagliche Symptome trotz 60% - 80% des Sollwerts,

3 32-Sympathomimetika, > 1 mal pro Woche| Variabilitat >30%
Schweregrad AL -

Aktivitat eingeschrankt
hoher I . N - <60% des Sollwerts,
4 Schweregrad Aktivitat stark eingeschrénkt haufig Variabilitit >30%

Das allergische Asthma bronchiale spiegelt sictieinklassischen Einteilung der Allergien nach
Coombs und Gell von 1963 in der akuten Phase aé&sEyp | Hypersensitivitatsreaktion (Akut-
Reaktion) wider. Diese wird durch ein l6sliches igah hervorgerufen und fuhrt via Ig-E zu
einer Mastzellaktivierung. Im Anschluss dieser Adhase kommt es durch eine A¥ermittelte
Eosinophilenaktivierung zu einer Typ [V Hypersenditsreaktion (Spat-Reaktion).
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Wiederholte Kontakte mit dem Allergen fuhren zu egin Chronifizierung der
Entziindungsreaktion (Janewetyal, 2001). Wichtig ist hierbei zu beachten, dass@sIsei der
stattfindenden Abwehrreaktion um den physiologiscl@&chutzmechanismus der Atemwege
gegenluber zum Beispiel toxischen Substanzen hamtgih es soll sichergestellt werden, dass
das normale Ventilations- und Perfusionsverhalimigrechterhalten wird. Diese eigentlich
physiologische Reaktion ist aber beim allergischfsthma bronchiale hochgradig gestort
(Crawfordet al.,1987).

Es kommt beim allergischen Asthma bronchiale zuemirkomplexen Zusammenspiel von
Abwehrzellen und Entziindungsmediatoren. Vereinfdengestellt |auft die Erkrankung in zwei
Phasen ab: Initial kommt es zu einer Sensibilisigraum Beispiel durch weit verbreitete
Allergene wie dem Kot der Hausstaubmilbe oder Rokien Grasern und Baumen. Diese werden
eingeatmet und in den Atemwegen durch Makrophageh weitere antigen-prasentierende
Zellen phagozytiert und anschlieend auf deren fdlobe Uber MHC Il Molekile prasentiert.
Dadurch werden naive T-Zellen (§Hzur Differenzierung zu THZellen angeregt. Interleukin-4
spielt hierbei eine entscheidende Rolle, es winksazlich als autokrines Interleukin und
stimuliert das TH Wachstum, sowie deren Differenzierung (Brussetlal, 1995; Corryet al,
1996). Neben IL-4 und IL-13 wird auch IL-5 freigége das besonders auf eosinophile
Granulozyten wirkt. Es fordert deren Rekrutierumig dem Knochenmark und verlangert durch
Unterdriickung der Apoptose deren Uberleben (Coffratiral, 1989; Kopfet al, 1996).
Aktivierte Eosinophile ihrerseits fordern die Inflmation, indem sie weitere chemotaxische
Stoffe, reaktive Sauerstoffmetabolite und zytotolkes Enzyme sezernieren. Diese losen unter
anderem die zellulare Adhasion und tragen damih auc einer Schadigung des Epithels bei
(Fujisawaet al, 1990).

Aktive TH, Leukozyten exprimieren auf ihrer Oberflache dendGihigand, Gber welchen sie
unter anderem an B-Zellen binden. Dies wirkt in S@mnulation mit IL-13 und IL-4 als
entscheidender Faktor fur die Differenzierung urekr8tion von Ig-E und 1g-G (Finkelman
et al, 1988). Es werden somit spezifische Ig-E Antikdrgegen das als falsch pathogen
erkannte Allergen gebildet. Diese zirkulieren imuBund sammeln sich in der Haut und den
Schleimhauten, der ersten Kontaktzone des Korpeits der Aul3enwelt, an. Bei dem
wiederholten Kontakt mit dem Allergen kommt es zsoagenannten cross-linking. Dies ist das
Verbinden von mehreren Allergen-lg-E-Komplexen ndém Fc Rezeptoren | auf der
gewebsstandigen Mastzelle und damit zu deren Adtivig. Innerhalb von Minuten tritt die
Akut-Reaktion mit Mastzelldegranulation und Frezsety von Entzindungsmediatoren wie

Histamin, Acetylcholin, Prostaglandinen (PGD2 ur@H2a), Thromboxan, Leukotriene, sowie
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der plattchen-aktivierende Faktor (PAF) ein. Ddfefben die einzelnen Mediatoren eigene und
synergetische Wirkungen. Histamin ist zum Beispigle Acetylcholin ein potenter
Bronchokonstriktor und verursacht zusatzlich eires&dilatation und eine erhdhte vaskulare
Permeabilitdt (Hartlet al., 1980). PAF zeigte in Versuchen der direkten Iniataebenfalls
bronchokonstriktorische Wirkung, ist aber priméar fiie Rekrutierung von Entzindungszellen,
vor allem von eosinophilen und neutrophilen Gramylen sowie deren Aktivierung
verantwortlich. Somit tragt PAF auch zur langeraténden Hyperreaktivitat bei (Barnesal.,
1987). Im peripheren Gewebe wird der Fc Rezeptoas$senhatft, teilweise mit bis zu 500 000
Kopien auf der Zelloberflache, exprimiert (MacGlash 2005; Kraftet al., 2007). Durch die
lokale Beschrankung soll vermieden werden, dasgiesiner anaphylaktischen Reaktion durch
eine Mastzellgranulation im gesamten Koérper komiauf et al., 2005). Die beiden Fec
Rezeptoren, Typ | und Il weisen eine unterschiédhohe Affinitat auf. Auf Mastzellen und
Basophilen wird der hochaffine -1 exprimiert. Hingegen exprimieren B-Zellen, aierte
T-Zellen, Monozyten, Thrombozyten und dentritiscBellen den niedrigaffinen ER-II
exprimieren (Rosenwasser und Meng, 2005). Eosit®ghianulozyten ihrerseits beide Arten
von Fc Rezeptoren. Durch das Zusammenspiel von Aimgden und den freigesetzten
Entziindungsmediatoren kommt es schlie3lich zurgadlehen Reaktion in der Lunge mit der
klassischen  Trias:  Bronchokonstriktion  mit  Obstrolkt  Schleimiberproduktion
(Mukushypersekretion) und einer erhéhten Durchikesi der pulmonalen Blutgefal3e
(Hyperpermeabilitat) mit Bildung eines peribronekia Odems (Abb. 1).

a Early sensitization b Re-exposition of allergen c Allergic response
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Abbildung 1: Schema dedathomechanismus des allergischen Asthma bronchidliergenkontakt Uber die
Atemwege. Differenzierung von LHind B-Zellen unter Einfluss der Interleukine. Reesition des Allergens, mit
Mastzellaktivierung und asthmatischer Reaktion (ifiwdrt nach Suttoret al.,2008).
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Die freigesetzten Cytokine und Chemokine bilden Nalkeu fiir die Spat-Reaktion, welche
einige Stunden nach dem initialen Ereignis einsetxt durch das Einwandern (Recruitment)
und die Aktivierung von weiteren Entzindungszelfggkennzeichnet ist. Was folgt, ist eine
chronische Inflammation, die Uber langere Zeit aeaien strukturellen Umbau der Lunge
(Remodeling) nach sich zieht. Es kommt zu Veranmuggn des Epithels und dessen
Zelloberflachenmolekiilen, die zu einer erhdhtenz8pslitdt gegentber neuen Reizen und
Noxen fuhrt (Knightet al, 2003). Weitere strukturelle Veranderungen siimé subendotheliale
Fibrose (Rochet al.,1989), die auch bis in tiefe Schichten reicht @bilet al.,1997). Zudem
eine Verdickung der glatten Bronchialmuskulatunidaet al., 1989), welche selbst bei milden
Asthmaverlaufen eintritt (Benayouet al., 2003). Auch kommt es zur Neoangiogenese (Li X
et al., 1997). Die anhaltende Entziindung und der damhuretene Umbau fuhrt zur teilweise
irreversiblen Schadigung des Lungengewebes und Runktionsverlust. Die Regulation und
molekularen Zusammenhéange, die zum Remodeling ffiilsiad bis heute nur teilweise geklart
(Tanget al., 2006). Auch hier wird eine genetische Pradispmsitiliskutiert (s.u.). Es konnte
gezeigt werden, dass ein bekanntes asthmaassexi@en, welches flr ein Disintegrin und die
Metalloprotease 33 (ADAMS33) kodiert, eine signifika Rolle in der Kollagen Homoostase
spielt (Van Eerdeweglet al., 2002; Zouet al., 2004). In einem Asthma-Mausmodell konnte
zudem eine starke Hochregulierung von Arginase d lin nachgewiesen werden, welche

ebenfalls bei der Regulation der Kollagenprodukbeteiligt sind (Zimmermanet al.,2003).

1.3 Genetische und epidemiologische Grundlagen

Bei der Entstehung des Asthma bronchiale spiel@rmoBbUmweltfaktoren als auch genetische
Faktoren eine wichtige Rolle. Bezuglich der Umwvadttbren wird die sogenannte
Hygienehypothese diskutiert. Die Frage ist, ob idemdustrielandern geringere Kontakt mit
Keimen und Parasiten dazu fuhrt, dass das Immuwraybirmlose Stoffe aus der Umwelt als
falsch pathogen erkennt und sich deshalb vermehlierglen entwickeln. Bei den
pradisponentiellen genetischen Faktoren zeigteisi¢tamilienstudien, dass diese vor allem bei
der Regulation der Ig-E Synthese entscheidend (8itaaish et al. 1982, Cooksoret al, 1988).
Die Arbeitsgruppe um Sandford konnte zeigen, degsleei der Erkrankung eines Verwandten
ersten Grades das Risiko fur die Kinder, ebenfalls allergisches Asthma bronchiale zu
entwickeln, um das Vierfache erhoht (Sandfetdal, 1996). Insgesamt wird der genetisch-
pradispositive Anteil, der bei Entstehung einegrglschen Asthma bronchiale mitwirkt auf
40-60% geschatzt (Morton, 1996). Damit z&hlt daergische Asthma brochiale zu den
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Krankheiten des atopischen Formenkreises. Als solalerden allergische Erkrankungen
bezeichnet, die mit einer erblich bedingten erh®Reoduktion von allergenspezifischen Ig-E
Antikdrpern assoziiert sind.

In den letzten Jahren steigt die Pravalenz dieskraBkungen, zu denen auch die allergische
Rhinitis und die Neurodermitis zéhlen, stetig arelWeit leiden nach Schatzungen der WHO
ungefahr 300 Millionen Menschen an Asthma bronehiam européischen Vergleich liegt
Deutschland dabei im Mittelfeld (Abb. 2). Das Rdl€och-Institut Berlin und das Statistische
Bundesamt Wiesbaden fuhrten eine reprasentativelieStan tber 17.000 Kindern und
Jugendlichen bis einschlie3lich dem siebzehnterhgahr durch. Nach den Ergebnissen dieses
Kinder- und Jugendgesundheitssurvey (KiGGS), lifteden Jahren von 2003 bis 2006 in der
Altergruppe von sieben bis zehn Jahren ca. funtéhiban Asthma bronchiale. Bei den elf- bis
siebzehnjahrigen im Durchschnitt sogar sieben PtozBie Pravalenz mindestens einer
atopische Erkrankung lag bei bis zu 30% (Schlatudl, 2007). Auch zeigt sich eine hohe
Mortalitat, 2005 starben weltweit 255.000 Menschenden unmittelbaren Folgen des Asthma
bronchiale. Hiervon betroffen waren bis zu 80% Mées aus niedrig- bis
mittelindustrialisierten Landern. Ohne neue prawetiterapeutische MalRhahmen wird mit
einem Anstieg der Mortalitat um bis zu 20% innebhder nachsten zehn Jahre gerechnet
(World Health Organisation, 2006).
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Abbildung 2: Pravalenz von Symptomen des allergischen Asthnoachiale bei 13-14 jahrigen Kindern im
internationalen Vergleich (modifiziert nach Glolbaitiative for Asthma, GINABurdenReport 1998)
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1.4 Mikroarray Technologie, allgemeiner Uberblick

Bei der Suche nach neuen Therapiemdglichkeiten wmittlerweile immer tiefer in die
molekulare Pathophysiologie vorgedrungen. Im J489¥%3 wurde die Doppelhelix-Struktur der
DNA erstmals durch Watson & Crick beschrieben, 1886te die korrekte Nummerierung der
menschlichen Chromosomen durch Joe Hin Tjio (Htoal., 1956). Seither wurden in der
Entschlisselung des menschlichen Genoms grof3eckotts gemacht. Die Grundlage hierzu
wurde durch Sequenzierungsgerate gelegt, die anf ElEndungen des Biochemikers Fred
Sanger basierten. Seit 1990 existiert das vom Naltitnstitute of Health (NIH) in Bethesda
(USA) gegrindete Humane Genomprojekt (HGP). Im €)a20®04 konnte schlie3lich eine
vervollstandigte Kartierung aller Chromosomen viendtlicht werden (International Human
Genome Sequencing Consortium, 2004).

Die seit Anfang der 90er Jahre zur Verfigung stdbeNlikroarraytechnologie er6ffnet die
Moglichkeit, die Regulation von mehreren tausend®m Genen auf Transkriptionsebene
gleichzeitig zu beurteilen (Fodaet al., 1993). Das Prinzip basiert auf der systematischen
Anordnung von Gen-spezifischen cDNA-Sequenzen gl datrix, dem Array (Scheret al.,
1995). Es wird hierbei zwischen Probes und Targeterschieden. Als Probes bezeichnet man
die bekannten, auf dem Mikroarray befestigten digehen Sequenzen. Die Targets
reprasentieren die unbekannte aus dem zu untersiehé&ewebe oder Zellen isolierte Gesamt-
RNA, die als flissige Phase Uber den Array gegebed. Es kommt zur Hybridisierung
von den fluoreszenzmarkierten Targets mit den kemphtéren Probes. Im Anschluss erfolgen
Farbung, Laserinduktion und die Detektion. Durchnsfde und hochleistungsfahige
Bildanalyse- und Datenverarbeitungsverfahren (Géteal, 1997; Cheunget al, 1999) kdnnen
so Informationen Uber die Expressionsstarke, dehn siuf dem Array befindenden Gene,

getroffenen werden (Abb. 4).

1.5 Arten, Herstellung und Anwendungsgebiete von Mroarrays

Grundsatzlich unterscheidet man zwischen zwei Aviam Arrays, und zwar cDNA-Arrays und
Oligonukleotid-Arrays. Bei cDNA-Arrays werden augs.c600 bis 2400 Basen bestehende
cDNA-Fragmente auf dem Array befestigt, die entsipeed der Fragestellungen des jeweiligen
Anwenders, spezifische Gene kodieren. Im Unterschimzu werden die Probes auf
Olignonukleotid-Arrays chemisch auf die Oberfladymthetisiert, mit einer durchschnittlichen
Lange von 25 bis 60 Basen. Je nach Fragestellumdse probes sets komplementar zu einem
bestimmten Sequenzbereich des 3’-Endes einer mRNRrifne Chips) oder sie bilden die

gesamte mMRNA bzw. das gesamte Gen ab (Tiling Chips)
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Die Herstellung des verwendeten GeneChip® Mouseo@en430 2.0 erfolgt in situ mittels
photolithograhischen Verfahrens, d.h. direkt aumdslanisierten Quarzobjekttrager (Wafer).
Als erstes werden auf dem Wafer Verbindungsstickeankert, die jeweils mit einer
photolabilen Schutzgruppe versehen sind. Mit dies€arbindungssticken sind die
Oligonukleotide am Array fixiert und an ihrem freieende kann die Synthese der Sequenz
beginnen. Durch das partielle Abdecken mit einerskéawerden nun an den gewilnschten
Stellen die Schutzgruppen durch Licht entferntchhslRend wird das erste Nukleotid (in Abb. 3
die Base Thymin, T) in einer Flissigphase hinzugege Dieses lagert sich nun an den nicht
mehr geschitzten Verbindungsstiicken an. Die jegvédzugegeben Nukleotide tragen ebenfalls
eine photolabile Schutzgruppe an ihrem 5’-Ende, isovitd eine Fehlanlagerung verhindert.
Dieser Vorgang wird nun mit wechselnden Masken ded jeweils in der Sequenz an dieser
Stelle vorkommenden Base wiederholt, bis schliéRtde gewlinschte Lange von 25 Basen

erreicht ist. Die noch vorhandenen Schutzgruppeueveabgespalten (Abb. 3).

Light
(deprotection)
:-—Mask
T Trin ey " TThLr
00000 »00000 » OHOHOOO  TTOOO
Wafer
-
(GAaTCG
g Lol
& [AGCTG Ty T TOOTTTy
\TTCCG - TTCCO+4 T T OHOHO « TTOOO

repeat Erzéérz EZZE'Z iérzéz

Abbildung 3: schematische Darstellung des photolithographis&yedheseverfahren des Oligonukleotid-Assays,
bis zum Aufbau der gesamten 25 Basen langen SequeliQuelle Affymetrix,
http://www.affymetrix.com/technology/manufacturinglex.affx).

Mirkoarrays werden von verschiedenen Anbietern botgm, in dieser Arbeit wurden Oligotid-
Arrays GenChip®) des Marktfiihrers Affymetrix verwendet. Es handsth hierbei um einen
sogenannten 3-Prime Chip. Weitere Unterscheidungsnade der Chips sind die verwendeten
Materialien, wie die Oberflache des Arrays bestdhzim Beispiel aus Glas, Quarz oder einer
Nylonmembran und die damit verbundenen verschigd®eefahren der Befestigung der Probes
auf der Trageroberflache. Des Weiteren die Langesdaden und deren Dichte, d.h. der Anzahl

der pro Array gleichzeitig messbaren Sonden und [Detektionsmethode wie Ein- oder
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Zweifarben-Fluoreszenz (Shaloet al., 1996). Der typische Ablauf eines Affymetrix-
Mikroarray-Experiments ist in Abbildung 4 dargeliteEs beginnt mit der Extraktion der
Gesamt-RNA aus dem zu untersuchenden Gewebe. &gsrdvird durch Umschreibung Uber
cDNA und dem Einsatz einer RNA Polymerase mit hiotharkierten NTPs die cRNA
gewonnen. Es folgt die Fragmentierung und im Ansshidie Hybridisierung mit dem Chip.
Nach verschiedenen Wasch- und Farbeschritten mép@ividin-phycoerythrin, welches an
Biotin bindet, erfolgt die Detektion mittels Lassatuktion.

mRNA ss cDNA ds cDNA

Extraktion reverse Transkription DNA Polymerase

biotinierte
RNA Polymerase | dNTPs

waschen Hybridisierung Fragmentierung

farben Iwa (ﬂﬂ I\*:_,I—Z/\ - an P
| WM ‘ /\,\": :_'I _j\\ _’:‘ ‘\\’\/ ﬁ _‘_.-_-_‘_-_-_l_.___ -t
AMSxKis Ay AR

ss cRNA

........ AAARBA

Abbildung 4: Ablauf eines Affymetrix-Mikroarray-Experiments, waler Probengewinnung, Extraktion der RNA
und der cDNA Synthese. Uber ss ¢cDNA Gewinnung ungridierung mit dem Array, bis zur Detektion
(modifiziert nach Illustrationen des 1ZBlI, Interdiglinares Zentrum fir Bioinformatik Universitat ipzig).

Um zu gewahrleisten, dass die gewonnenen Daterhdiine gelungene Hybridisierung valide
sind, werden auf jedem Array zuséatzlich HybridiaatiControls (bioB, bioC, bioD und cre) in
Form von Sequenzen prokaryotischer Gene aufgebradhNtihrend der einzelnen
Hybridisierungsschritte werden die entsprechendeNAR in steigender Konzentration
hinzugegeben. Von einer gelungenen Hybridisieruagnkausgegangen werden, wenn das
Signal wahrend des gesamten Vorgangs als preskis.ca 4.1.) vorhanden ist, sowie in seiner
Intensitat jeweils entsprechend steigt. Weiterhiarden auf dem Mikroarray Sonden von
gangigen Housekeeper aufgebracht. Diese dienen tzhakd als Kontrolle des
Mikroarrayexperiments (s. 3.5.1). Um auszuschlie®ass bereits bei der Probengenerierung
Fehler aufgetreten sind, werden den Proben Polyehtidllen, wie dap, lys, phe, und thr
hinzugefiigt. Dabei handelt es sich um Teile aus @Gemom des B. subtilis (Heubazillus) einem
grampositiven Stabchen. Einer weiteren Uberprufuvigd auch die cDNA Synthese, die

Amplifikation, die Markierung mit Biotin, sowie dieragmentierung unterzogen.
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2 Herleitung der Aufgabenstellung

Die genannten epidemiologischen Daten, wie die igalenz und steigende Inzidenz machen
deutlich, wie wichtig die Suche nach neuen Theragie@ das Asthma bronchiale ist. Die
Arbeitsgruppe um Herrn Professor Doktor Eckard Hamaen der padiatrischen Pneumologie
der Berliner Charité widmet sich im Rahmen des dtetien Genforschungsnetzwerks (NGFN)
und des RINA RNA-Netzwerks der Evaluierung von amblekularer Ebene befindlicher
maoglicher neuer Ansatzpunkte. Zu diesem Zweck werdahand von Mausmodellen der
bronchialen Hyperreagibilitat die verschiedenenavidierungen der Lunge auf funktioneller und
struktureller Ebene sowie deren molekulare Koreelatintersucht. Bei chronischen
Erkrankungen, wie dem Asthma bronchiale ist es meme wichtig, die auftretenden
Veranderungen im zeitlichen Verlauf zu betrachten.

Diese Arbeit soll zeigen, dass sich durch Expressinalysen zu verschiedenen Zeitpunkten die
Entwicklung einer allergischen Erkrankung, sowiechtige und neue Bausteine in deren
Pathogenese darstellen und aufzeigen lassen. Da&zdem die verschiedenen Phasen der
asthmatischen Reaktion, von der akuten bis hin ghronischen Phase, in einem dreizeitigen
Mausmodell des allergischen Asthma bronchiale sotdt und dargestellt. Neben den
klinischen und immunologischen Parametern werdem mblekularen Veréanderungen auf
Transkriptionsebene durch die Analyse von Mirkogteden erfasst. Hierbei sollten molekulare
Signaturen aufgezeigt und diese mit bekannten Musterglichen, sowie einzelne interessante
Gene als mdgliche Ansatzpunkte einer therapeutisd¢htervention herausgegriffen werden.

Zudem sollte die Validitat der Mikroarraydaten duguantitative PCR kontrolliert werden.

12



Material und Methoden

3 Material und Methoden

3.1 Tiermodelle

In Rahmen dieser Arbeit wurde ein etabliertes Maxgti der bronchialen Hyperreagibilitat
basierend auf der Sensibilisierung und Provokatioh OVA benutzt (s. 3.3). Dieses wurde
durch das Tierversuchskommitee des LandesamtesG&&undheit und Soziales, LaGeSo,
LAGETSI-Registrierungsnummer G0247/3 vom 27.2.268dehmigt.

Sechs bis acht Wochen alte weibliche Balb/C Mattkelén Winkelmann, Borchen) wurden in
unterschiedlich langen Zeitintervallen behandeak, die verschiedenen Phasen von der akuten
asthmatischen Reaktion bis hin zur Chronifizierwiglerspiegeln. Zur Auswertung wurden
eigene sowie vorangegangene Experimente herangezoge

3.1.1 Tierzahlen und Gruppenbildung

Die Tiere wurden nach Ankunft zuféllig in die jeweizu bildenden Experimentalgruppen
aufgeteilt. Die Gruppengrol3e innerhalb der einzelWersuche variierte zwischen sechs und
zehn Mausen. Um eine Gewohnung der Tiere an diedboyy zu gewahrleisten und den
Stressfaktor zu minimieren, erfolgte die Einstajjunindestens eine Woche vor dem jeweiligen
Versuchsbeginn.

Die Tiere wurden wahrend der gesamten Dauer ders¢Be unter pathogen-freien
Bedingungen in der Tierexperimentellenhaltung dear@@e, Campus Virchow Klinikum Berlin
in durchsichtigen IVC Kafigen (40x25x15cm) auf direiem Weichholzgranulat (FS 14,
Rettenmeier & Sohne, Rosenberg) gehalten. Die Rauperatur betrug 22 + 1°C, bei einer
relativen Luftfeuchtigkeit von 50% und einem 12rstijen Tag-Nacht-Rhythmus (Licht:
6:00-18:00 Uhr). Pro Kéfig befanden sich maximadrubis sechs Tiere. Die Nahrung bestand
aus einer ovalbumin-freien Diat und Leitungswasser libitum, die Uberwachung des
Gesundheitszustands der Tiere wurde durch regefrdRontrollen durch die Arbeitsgruppe
und die Tierpfleger gewahrleistet.

3.1.2 Sensibilisierung und Provokation

Die Sensibilisierung in der Verumgruppe wurde m@u@ Ovalbumin (OVA, Grade VI,
10Qug/ml, Sigma, Deisenhofen) gelost in 2mg Aluminiuioxid (10mg/ml AI(OH)3; Pierce
Chemical, Rockford, IL, USA) in einer Gesamtmengm VI5Qu i.p. durchgefihrt. In der
Kontroll-Gruppe wurden analog Phosphate Bufferelin8gPBS; PAA, Pasching, Osterreich)
mit 2mg Adjuvanz versetzt und ebenfalls §b@p. verabreicht. In Vorversuchen wurde die

Sensibilisierung zweimalig an Tag 0 und 14 durctiggf(Hamelmanret al, 1999). Analog zu
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den Vergleichsstudien (s. 5.1) wurden fir die Makayexperimente dreimalig an Tag 0, 14 und
21 sensibilisiert.

Fir die Provokation zur Auslésung der asthmatisdkeaktion wurden die Tiere wochentlich an
zwei aufeinander folgenden Tagen, mit entweder 1%A{Grade V, 10Qg/ml, Sigma,

Deisenhofen) gelost in PBS oder in der Kontrollgpmit reinem PBS mittels des
Ultraschallvernebleramultisonic® LS2000 (Otto Schill GmbH & Co. KG Medizintechnik,
Probstzella) vernebelt. Die Vernebelung erfolgteanSichtkontrolle in Plexiglaskasten fir
jeweils zwanzig Minuten unter kontinuierlichem Lstfom. In der jeweiligen letzten Woche vor
der Probenentnahme und Analyse wurden die Tieredran aufeinander folgenden Tagen

provoziert, die letzte Vernebelung erfolgte maxi@@lStunden vor Versuchsende (Abb. 5).

sgnslbllislerung> Provokation

01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 13 14 15 16 17 18 Wochen

PBS
Kontrolle O 0O Oe : :
ovA
akut O 0 0o I:l
intermediar @ 2 8 _
chronisch @ @ @ o
chronisch2 @ 0 O G

Abbildung 5: Sensibilisierungs- und Provokationsschemata. riakge intrapernitoneale Sensibilisierung mit
anschlieBender wochentlicher Provokation an zwefeiaander folgenden Tagen. Letzte Provokation vor
Versuchsende an drei Tagen. Analog wurde, wie ebléatert die Kontrollegruppe (PBS) gefuhrt.

3.1.3 Messung der Atemreaktivitat

Die Auswertung der Atemwegsreaktivitditsmessungandi@ akute und intermedidare Phase
wurde anhand der Versuche #197 und #238 durchdgefibiese Daten wurden
freundlicherWeise von Frau A. Dittrich und Frau Br. Ahrends zur Verfigung gestellt. Die
Daten der Atemwegsreaktivitditsmessung der chroersalersuche wurden im Rahmen dieser
Arbeit ermittelt und stammen aus den Versuchen #84B#368. Es wurden invasive und nicht-
invasive Atemwegsreaktivitatsmessungen durchgefgtut).

Vierundzwanzig Stunden vor der Probengewinnung wumdsanzkorperbodyplethysmographen
(WBP, engl. whole-body pletysmography; EMKA Techoweés, Paris, Frankreich; Abb. 6) eine

Atemwegsreaktivitatsmessung durchgefuhrt.  Hierbeienteé die verlangerte Pause
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(engl. enhanced pause; Penh; Hamelmastn al., 1997) als Korrelationsmarker der

Atemwegswegsobstruktion (s.u.).

Trockengranulat

II :

Abbildung 6: Ganzkoérperplethysmographiesystem. A Bodyplethygaqohbox, B Ultraschallvernebler, C Bias-
Flow-Pumpe, D Absaugung, E Amplifier, F Interfacex G Aufzeichnungs- und Analysesoftware (modifizie
nach EMKA Technologies).

Um den Stressfaktor und die damit zusammenhangeBaemflussung der Messungen zu
minimieren wurden die Tiere im Vorfeld an die Boxgewdhnt. Vor Beginn der jeweiligen
Messungen wurde das System kalibriert. Die Erfagsder Daten wahrend der gesamten
Messung erfolgte mit dem Programm 10X 1.493d (Enilechnologies, Paris, Frankreich).
Gemessen wurden die Druck- und Volumenunterschied@rend eines Atemzyklus im
Vergleich einer Bodyplethysmographiebox mit einemrTund einer leeren Referenzkammer
(box pressure signal). Inspiration und Exspiratwurden aufgezeichnet, wobei Beginn- und
Endpunkte jeweils zu den Zeitpunkten festgelegtdenr in denen die Druckkurve im Verlauf
Uber die Zeit den vorher festgelegten Nullpunktr&bleritt. Die jeweiligen héchsten positiven
und negativen Druckpunkte wahrend In- und Exsmgimatvurden als maximaler inspiratorischer
Druck (peak inspiratory pressure, PIP) und maximalepiratorischer Druck (peak exspiratory
pressure, PEP) definiert. Die Zeit bis zum Abfasaxspiratorischen Drucks in der Kammer auf
36% des PEP wird als Relaxationszeit) (bezeichnet (Abb. 7) Des Weiteren wurde die

Atemfrequenz in Atemzigen pro Minute erfasst.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des Inspirations- unsbEationsverlaufs als Druckveranderungen Uber
die Zeit (modifiziert nach Hamelmarat al., 1997).

Die durch die Provokation mit einem Allergen auég& Bronchokonstriktion fuhrt
hauptsachlich zu Veranderungen der frihen Exspiratind damit zu einer Veranderung des
Druckverlaufs (P) in der Kammer. Dies kann durch ¥ergleich des gemittelten Verlaufs der

frihen (MP1) zur spaten (MP2) Exspiration erfasstden und lasst sich wie folgt errechnen:

MP1 = 065P MP2 = 035P

Tr Te-=Tr
Te-Tr 035P _ MP1 MP1

Pause= = X ~
Tr 0.65P MP2 MP2

Die Druckschwankungen im Verlauf des Atemzyklusséas sich tUber den Penh beschreiben.
Dabei handelt es sich um einen dimensionslosen ,Vdert die Druckschwankungen in der
Kammer Uber die Zeit, sowie in Relation zur frilen zur spaten Exspirationsphase ausdrickt.
Der Penh entspricht somit der Starke der stattfidda Obstruktion.

Penh= PausaE
PIP

Die Mause wurden in den Boxen platziert, es folgie Erfassung einer Baseline ohne
Provokation. Daraufhin wurde die Verneblung mit PB&s nicht allergisch wirksames
Referenzmedium begonnen. Anschlie3end erfolgt diwdkation mit MCH, als unspezifisches
Stimulanz, fur je drei Minuten in folgenden Schaitt 3,12mg/ml, 6,25mg/ml, 12,50mg/ml,
25mg/ml und als héchste Dosis 50mg/ml. In den éerejligen Provokation folgenden drei
Minuten bis zur nachsten Provokationsstufe wurden Druckverdnderungen wéahrend der

Atmung in der Kammer erfasst. Die Kriterien fUr dre die Auswertung eingehenden Daten
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waren eine langere Exspirations- als Inspiratiomsgewie eine Atemfrequenz von weniger als
500 Atemzligen pro Minute. Zuséatzlich generierte 8gstem eine automatische Erfolgsrate,
welche bei einhundert Prozent liegen sollte. D& &teigerung der Provokationsstufe zu einer
verstarkten Obstruktion der Atemwege und damitinera erhbhtem Penh Wert fihrt, wurden
bei der Auswertung jeweils die Penh-Werte ausgesskh, die unterhalb des arithmetischen
Mittels der vorangegangenen Metacholinkonzentradagen.

Zur Uberprufung der von uns gewonnen Daten der tiiskasiven Atemwegs-
reaktivitdtsmessung wurde in Kooperation mit Hdbm M. Witzenrath (Abteilung fir Innere
Medizin und Infektionskrankheiten der Charité Campditte) Messungen in einemx-vivo
Modell der isolierten Lunge durchgefihrt. Diesesfdleren bezeichnet man als IPML (isolated
blood-free perfused and ventilated mouse lung).riddie wurden die anasthesierten Mause
tracheotomiert und beatmet. Nach Sternotomie undkttin des linken Atriums sowie der
rechten Pulmonalarterie werden Herz und Lunge irordh belassen und mit 37°C warmen,
sterilem Krebs-Henseleit-Hydroxyethylamylopectin ffBu (Serag, Deutschland) in einem
nichtzirkularen Kreislauf zu 1 ml/min perfundieier Druck des linken Atriums wird auf
+2,2 cmHO gesetzt und wahrend des gesamten Versuches gameBse negativen
Beatmungsdricke in der geschlossenen Kammer wuredschen —4,5 und —9,0 crp@
festgelegt, bei 90 Atemzigen pro Minute. Alle vidinuten wurde eine verstarkte Inflation mit
—24 cmBO durchgefiihrt. Der Druckverlauf in der Kammer sewder Luftfluss wurden
kontinuierlich gemessen und anhand der gewonneenDidr Atemwegswiderstand (fold airway
resistance) nach folgender Formel berechnet:

P=iV+RLd—V
C dt

P entspricht hierbei dem Druck in der Kammer, C ds¢ Complicance, V ist das
Atemzugsvolumen, Rist die Resistance (L, Lunge). Die Resistance wugeégen die des
Pneumotrachometers und der trachealen Kaniile kentigmit 0.6 cmH20-s-ill Fir das
Mausmodell des akuten allergischen Asthma bronehiadnnte bereits eine signifikante
Korrelation des Anstiegs des Penh und des/ivo gemessenen Atemwegswiderstand gezeigt
werden (Witzenratlet al. 2006).

3.1.4 Probengewinnung
Zur Immunglobulinbestimmung wurde den Tieren Bluittrommen. Um einen besseren
Blutfluss zu gewéhrleisten, wurden die Tiere zuwoter Rotlicht fir 5-10 Minuten erwérmt. Im

Anschluss jeweils ca. 0,25ml Blut durch Einritzear dSchwanzvene mittels einer sterilen
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Skalpellklinge entnommen. Dieses wurde in einemridMatHeparin Serumréhrchen (BD,
Heidelberg) gesammelt. Zur Trennung des Serumsdeonzellularen Bestandteilen des Blutes
wurde mit 10.000 rpm Uber 10 Minuten bei Raumtemjper zentrifugiert. Das gewonnene
Serum wurde zu zwei gleichen Teilen aufgeteilt bedminus 20 Grad bis zur weiteren Analyse
eingefroren. Nach der Blutentnahme erfolgt die mgtwer Tiere, Thorax und Hals wurden
eroffnet. Mittels einer Kanlle (BD Neoflon #39135§klb, 24G, 0,7x19 mm) in der Trachea
wurde zweimalig eine Bronchio-Alveolare-Lavage (BARAL1 und BAL2) durchgefuhrt. Zur
Zell- und Cytokinasservierung wurden je g0kaltes, steriles PBS mit Proteinase Inhibitor
(Complete, Mini; Roche, Pensberg, # 11836153, @iaelette in 10 ml PBS) eingesetzt. Die
rickgewonnene Flissigkeit wurde gesammelt und &#e8emd weiter verarbeitet (s. 3.2.2).

Zur Minimierung der Blutkontamination in der Lungeairde das Herz punktiert und mit 5ml
PBS gespult. Anschlieend wurde die rechte Lungenhdatfigtels einer Ligatur um den
Hauptbronchus abgebunden. Die linke Lunge wurde 4%igem Formalin gefillt und Uber
Nacht in ebenfalls 4%igem Formalin gelagert. Baeai Teil der Tiere wurde die rechte Lunge
in flussigem Stickstoff (B tiefgefroren, bei den restlichen Tieren in eint rhinl RNAlater
(Ambion, Austin, USA) gefllltes Réhrchen UberfuhFiir weiterfihrende Studien wurden die
peribronchialen Lymphknoten und die Milz entnomméim eine gute Diffusion durch das
Gewebe zu erreichen und somit die Qualitit der Riibherzustellen, wurden alle Proben in
RNAlater iber Nacht im Kuhlschrank bei 4°C gelagert. Diengzeitlagerung der Proben

erfolgte, soweit nicht gesondert vermerkt, bei sig0°C.

3.2 Aufarbeitung der Proben

3.2.1 Verwendete Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien zur weiteren Aufarbegtuder Proben wurden, soweit nicht
gesondert vermerkt, von den Firmen Merck (Darm¥ta&oth (Karlsruhe) und Sigma

(Taufkirchen) bezogen.

3.2.2 Bronchio-Alveolare-Lavage (BAL)

Die Spilung des Broncho-Alveolarraums wurde zweignalurchgefihrt (s. 3.1.4.). Das
Gesamtvolumen der gewonnen Flussigkeit wurde Ulasr @ewicht bestimmt, anschliel3end
wurde die erste BAL (BAL1) zur ZytokinbestimmunghreMinuten bei 2200 rpm bei vier Grad
Celsius zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenemmnd bei minus 20°C bis zur ELISA
Bestimmung der Cytokine gelagert. Die zweite BALA(R) wurde bei Raumtemperatur zehn

Minuten ebenfalls bei 2200 rpm zentrifugiert, debeldstand anschlieBend verworfen. Um
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Ruckschlisse auf den Gesamtzellgehalt der BAL kalten, wurden die Pelletts aus BAL1 und
BAL2 mit insgesamt einem Milliliter PBS resuspentliend gepoolt. Es wurdenuB der
Suspension in eine Neubauer-Zahlkammer gegebereunetr Gro3quadrate ausgezahlt. Die
gezahlten Zellen pro GroRquadrat multipliziert ohtm Kammerfaktor (10) ergeben die Zellen
pro Mikroliter im Resuspendat. Zur Einrechnung @#_-Volumens wurden die Zellen pro
Mikroliter durch das vorher ermittelte Volumen dligrt; das Ergebnis gibt die Zellen X18ro
BAL-ml an. Zur Differenzierung wurden die Zellen tteis Cytospin $handon Cytospin® 4
Cytozentrifuge auf Objekttrager (Langenbrinck, Teningen) aufagén. In die Slide Clips
(Cytoclip Stainless Steel Slide Qlipvurden die Objekttrager, Filter (Medion Diagnosti
Dudingen, Schweiz) und die Probenkammer eingespatunrh Vorbereiten der Filter und
Objekttrager wurden je 100ul PBS in die Probenkamgeden und eine Minute bei 800 rpm
zentrifugiert. Anschlieend 100ul der BAL-Pelletspansion in die Probenkammer gegeben

und zehn Minuten bei 800 rpm zentrifugiert. Die €dtjrager wurden tUber Nacht getrocknet.

Gefarbt wurde mit deQuick-DiftFarbung der Firma Medion Diagnostics (Dudingerhvziz)
nach folgendem Schemaiff-Quick-Fix (#130833), zur Fixierung der Zellen auf dem
Objekttrager. Erste FarbelosunBiff-Quick-1 (#130834). Zweite Farbelosun@iff-Quick-11
(#130835) gefarbt. Die Objekttrager wurden je fualign langsam in die jeweilige Ldsung
getaucht. Als Letztes wurde mit dgBi die noch vorhandene Féarbelésung abgespilt. Necwh d
Trocknen wurden die Proben zur Beurteilung untem d&likroskop mit Vitro-Clud
(R. Langenbrinck, Emmendingen) eingedeckelt. Undem Mikroskop wurde in einem
reprasentativen Areal einhundert Zellen beurtdilerbei wurden nur die fur die allergische
Inflammation relevanten Leukozyten, Eosinophile,utdephile, Basophile und Makrophagen
erfasst (Abb. 8).
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Abbildung 8: Uberblick iiber die aus der BAL gewonnen Entzungbzellen (Quelle: AG-Hamelmann).

3.2.3 Histologische Aufarbeitung und PAS Farbung

Die mit 4%igem Formalin gefullten linken Lungenhéif wurden nach 48 Stunden Lagerung in
70%igen Alkohol tberfuhrt. Zur Herstellung von Dauéparaten fur histologische Farbungen
erfolgte die Einbettung in Paraffinblocke im GewelbbettungsautomatHipercentey der
Firma Thermo/Shandon (Frankfurt). Hierzu wurde deréiparaten in einer aufsteigenden
Alkoholreihe Histoclear) das noch vorhandene Wasser entzogen. Anschliedgéaigt mit Hilfe
des Paraffineinbettungsgerats von Microm (Wallddg¥ Giel3en von Blécken, mit Aushartung

auf einer Kuhlplatte (Tab. 2).

Tabelle 2 Inkubationsprotokoll der Paraffineinbettung

Aufsteigende Ethanolreihe 70%-100% Uber insgesaint 1
Reinigung mit Paraclear 3,5h
Paraffineindeckung 2,5h

Die im Paraffinblock fixierten Lungen wurden aufO<Z gekihlt und anschlielend unter
kontinuierlicher Kiihlung der Blocke mit dem Rotasonikrotom HM 355s (Microm, Walldorf)
mit 1,5um Schichtdicke geschnitten und auf Objekttragepésinost, Langenbrinck, Teningen)
aufgetragen. Nach anschlieBender Trocknung wurdenCdbjekttrager bis zur endgultigen
Farbung bei Raumtemperatur licht- und staubgesthétagert.

Zur Quantifizierung der Veranderungen in der Lunggden die aufgearbeiteten Lungenschnitte
mittels PAS Farbung (Period — Acid — Schiff — Reakt nach Hotchkiss und McManus gefarbt
(Hotchkiss, 1948; McManus, 1948). Hierbei kommensdmelers kohlenhydrathaltige
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Bestandteile wie Gylkoproteine, Muzine, Glykogenr Darstellung. Dies erfolgt durch die
Oxidation von freien Hydroxylgruppen zu Aldehydgpap (Perjodsaure-Reaktion) und der
farblichen Komplexbildung mit dem schwefelsaurerchgin (Schiff'sche-Reagenz-Reaktion,
Tab. 3).

Zusammensetzung der L6sung:
0,5% Periodsaure: 1,25 g Periodsaure (Merck), g@d250 ml ddH20; Schiff'sches Reagenz

und Hamalaun nach Mayer (jeweils benutzungsfettigging von Merck).

Tabelle 3: Farbeprotokoll der PAS Farbung

Entparaffinierung :

1. zweimalig Xylene Substitute 10 min
2. zweimalig absoluter Alkohol 4 min
3. Absteigende Akloholreihe auf min. 70% Ubenis
4. spulen mit Aqua dem 2 min
Farbung:

1. 0,5 % Periodsaure + spulen 8 min

2. Schiff'sches Reagenz + spiilen 8 min
3. Hamalaun nach Mayer + spulen 3 min
4. Aufsteigende Alkoholreihe 70% - 100% Uber & mi
5. zweimalig Xylene Substitute 10 min
6. Eindecken mit Histomount

3.2.4 Bewertung und Quantifizierung der histologishen Farbung

Die Auswertung der histologischen Schnitte erfolgtiurch ein semi-quantitatives
Bewertungssystem. Hierbei wird die peribronchiafdiltration und Becherzellhyperplasie
anhand eines Punktewerts (Score) mit der prozemmuabschétzung der Inflammation bewertet
(Tabelle 4). Alle im Praparat vorhandenen Bronamolerden dazu gesichtet. Es wurden

insgesamt pro Gruppe vier verschiedene Schnittieeiiuswertung mit einbezogen.

Tabelle 4: semi-quantitatives Bewertungssystem, Punkteweribarrd des prozentualen Vorkommens der
Entziindungsmarker.

Punktewert (Score): 0 1 2 3
Becherzellen pro Bronchiole keine > 25% 25% - 50¢ 50%
Infiltrat um Bronchiole <15% 15% - 30% 30% - 45% 45%
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3.2.5 Kollagen AssaySircol ™)

Die Messung des Kollagengehalts basiert auf eindyer (eine Standardreihe definierten
spektrometrischen Absorbtionsverfahren. Das ingalvogene und anschlie3end zerkleinerte
Lungengewebe wurde mittels ddH20 auf je 100ul Rrebeimen aufgeflllt. Es erfolgte die
Zugabe desSircol Farbstoffreagenz und die anschlielBende 30mindfigenischung mittels
Shaker. Die mit dem Farbstoff verbundenen Kollagsafn wurden durch Zentrifugation bei
10.000 rpm fir 10 Minuten am Boden des Tubes gesdmmber Uberstand des Farbstoffes
wurde durch Umkippen entfernt. Es erfolgte die ahsBende Losung mittels 1ml Alkali-
Reagenz und vortexen. Die Absorbtionsmessung wundeVergleich zu dem im Set
vorhandenen Kollagenstandarts in den Verdunnunigsstd, 10, 25 und 50ug bei 540nm
gemessen. Der Kollagengehalt wurde prozentual zemicht bestimmt.

3.2.6 ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)

Es wurden Nunc MaxiSorb-Flachbodenplatten und dBs @ptEIA ELISA Set (#555248)
verwendet. Das Coaten erfolgte mit 50ul pro WekrniNacht bei 4°C in der Feuchtkammer.
Beim gesamt-Ig-E in einer Verdinnung von 1:250 kuffer (0.1 M Natrium Carbonate, pH
9,5), beim spezifischen Ig-E wurde verdinnt auf /Mlgin PBS. Nach jeweils einem
Waschschritt, dreimalig mit PBS (gesamt Ig-E 0,05%een, spezifisches Ig-E 0,1% Tween)
wurde blockiert; beim gesamt-lg-E mit 200ul Assd@diluent (PBS mit 10% FKS,
hitzeinaktiviert) 1h bei RT, beim spezifischen Ig¥it der analogen Menge von 3% BSA in PBS
2h bei RT. Es folgte ein weiterer Waschschritt.

Der Standard wurde in einer seriellen Verdinnunlereangesetzt. Beim gesamt Ig-E
recombinant mouse Ig-E mittels Assay Diluent auhkentrationen von 100ng/ml bis 1,6ng/ml.
Die Seren der behandelten Tiere wurden 1:100, dieelhandelten 1:10 verdinnt, je Well
wurden 50ul eingesetzt. Die Inkubationszeit betzagbei RT. Beim spezifischen Ig-E wurde
das aktuelle Laborserum mit PBS pro 0,1% Tween B%A) auf Konzentrationen von
800LU/ml bis auf 12,5LU/ml verdunnt. Die Seren derhandelten Tiere wurden 1:20, die
unbehandelten 1:2 verdinnt. Die Inkubation erfolgbter Nacht bei 4°C: Anschlie3end folgte
ein erneuter Waschschritt. Als Antikorper wurdembgesamt Ig-E biotinylated anti-mouse Ig-
E in einer 1:500 Verdunnung in Assay Diluent eimgels Das verwendetet Enzym war
Streptavidin horseradish peroxidase conjugdtéalbiochem, Nr.189733; 1mg/ml; 1:1250 im
verdunnten Antikorper); Inkubation fir 1h bei RTngehlie3end wurde erneut gewaschen.
Beim spezifischen Ig-E wurde zwischen dem Antikérpad dem Enzym ein Waschschritt

eingefligt. Als Antikorper wurde OVA-Biotin in einéug/ml Verdinnung in PBS pro 0,1%
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Tween (3% BSA) verwendet. Die Inkubation erfolgie 2h bei RT. Als Enzym wurde ebenfalls
Streptavidin horseradish peroxidase conjugate (Wardng 1: 10.000 in PBS pro 0,1% Tween,;
3% BSA) verwendet; es folgte die Inkubation fur BOnuten bei RT im Dunkeln. Die
Entwicklung wurde analog beim gesamten, sowie §ipehen Ig-E mit dem TMB-Substrate
Reagenz Set (Firma BD, 4°C) durchgefuhrt. Ernenkaibbation fir 30min bei RT im Dunkeln,
das eingesetzte Volumen betrug 50ul pro Well. Gydtevurde die Reaktion mit 25ul 2NSIO,,
1:10 verdiinnt. Die Messungen erfolgten am ELISAdeeabei A>° Absorbtion, beim
spezifischen Ig-E zusatzlich mit einem Refererafilton 560nm.

Fur das OVA spezifische Ig-Gvurden die Schritte analog zum spezifischen IgiEligefuhrt.
Der Standard (a-lg-G1-Biotin) wurde in einer sdeiel Verdinnungsreihe von 340ng/ml bis
0,66ng/ml angesetzt. Die Seren der behandeltene Tiar einer 1:1.000.000 und die
unbehandelten in einer 1.5 Verdinnung eingesetas BEnzym 1:10.000 in PBS pro 0,1%
Tween (3% BSA) fur 30min bei RT inkubiert. Die Masg erfolgte ebenfalls bei ‘A
Absorbtion und einem Referenzfilter von 560nm.

3.2.7 RNA-Isolierung aus dem Lungengewebe

Von den direkt nach der Praparation in flussigemskStoff eingefrorenen Lungen wurde die
totale RNA isoliert. Hierzu wurden Gewebeprobentest desRNeas® Minikit (Qiagen,
Hilden) aufgearbeitet. Homogenisierung der Lung#téra mittels desUltra Turrax®-Gerat
(Ika, Staufen) oder deriissue Lyser®Quiagen, Hilden). Pro 25mg Gewebe wurde 1600
Lysispuffer (1@l pB-Mercaptoethanol pro 1ml RLT) hinzugefigt, zur Hien
Weiterverarbeitung wurden 600des Lysats in ein RNAse-/DNAse-freies 1,5ml Tuiberfihrt.
Anschlie3end wurden noch bestehende feste Gewelileaaibzentrifugiert und der resultierende
Uberstand in ein neues 1,5ml Tube Uberfuhrt. ZufdEmung von Salzen wurden die lysierten
Zellen mit der gleichen Menge 70%igem Alkohol vézseind durchmischt. Durch mehrere
Zentrifugationsschritte mit verschiedenen Puffartigen wurde die geldoste RNA an eine im
ZentrifugationsrohrchenRNeasy® Mini-Sau)ebefestigte Silicagel-Membran gebunden und in

einem letzten Schritt mittels 30RNase-freiem Wasser eluliert.

3.2.8 RNA-Qualitatsbestimmung

Die Qualitat der gewonnenen Proben wurde anhandRildsWert Uberprift (Schroedest al.
2006). Der RIN Wert (RNA Integritatsnummer) ist @ion Agilent Technologies (Santa Clara,
USA) und Quantiom Bioinformatics (Weingarten, Debland) entwickeltes

Qualitatsbewertungssystem. Hierbei wird der Antll ribosomalen Untereinheiten 28S- zu
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18S-rRNA, ins Verhéltnis gesetzt und mittels eiSeftware einen Wert auf einer Skala von 1
bis 10 ermittelt. Dabei entspricht 1 einer vollst@ndegradierten RNA und 10 einer vollig
intakten RNA (Fleigeet al., 2007). Es wurde dekgilent 2100 Bioanalyzemit demRNA 6000
Nano LabChip Kitbenutzt. Der Chip wurde mit dem vorher aus dengBReaien nach Protokoll
gemischten Gel-Farbstoff (400Gel, 4l Farbstoffkonzentrat) gefillt, anschlielend mjtd 5
Puffer versetzt. Es folgt die Auftragung der Probewie des Markers in die dafur vorgesehenen
Wells. Nach vortexen des Chips erfolgte die Auswegtim Agilent 2100 BioanalyzerDie
Aufteilung der RNA Untereinheiten wird grafisch dastellt und das entsprechende Verhaltnis
errechnet (Abb. 10)

E7R_011d03
RNA Area: 240.5
[FU]4 | 285 | RNA Concentration: 200 ng/l
50 | 185 | rRNA Ratio [28s / 18s]: 17
| | RNA Integrity Number (RIN): 10.0 (B.02.03)
40 } } - Result Flagging Color: |:|
30 | | - Result Flagging Label: RIN:10
20 }Marker }
| |
101 } W H } Name Start Time [s] End Time [s] Area % of total Area
| L 2 — N— 1 -
0 | | | | I I | I II | | | | 188 41.38 43.94 58.8 24.4
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65[] [ ] ¥ 4746 084 75 408

Abbildung 10: Beispiel einer grafischen Darstellung des Verligdes der 18S zur 28S Komponente der RNA,
RIN-Wert 10. Mit Konzentrationsangabe der Probelgétheine Auftragsnummer der Proben: E7R_011, im
Anschluss Durchnummerierung fir die jeweiligen Feitkte mittels Buchstaben und Zahlenkombination.

3.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte unter Betranbtjeweils der OVA zur PBS-Gruppe bzw.
der einzelnen Analysezeitpunkte untereinander Iittdes Mann-Whitney-U-Tests.Die
statistische Signifikanz wurde als p < 0,01 fesigel Falls nicht gesondert vermerkt,
entsprechen die Werte in den Darstellungen Mittekveaus den Einzeltieren + Standardfehler.
Bei den folds wird entsprechend die SpannweiteREgulation angegeben. Hierzu wurde die
SoftwareSPSYSPSS Inc., Chicago USA) Version 15.0.1 genutzt.

3.4 GeneChip® Mouse Genome 430 2.0

Zur Verwendung kam der GeneChip® Mouse Genome 43@& Firma Affymetrix. Auf dem
Chip sind 45.000 probe sefs.u.) vorhanden, mit denen die Expressionsstavamn 39.000
Transkripten und Varianten von tber 34.000 gut aktarisierten Mausgenen analysiert werden
kénnen. Die auf dem Chip verwendeten Sequenzenenuadis den Datenbanken GenBank®
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(U.S. Department of Health and Human Services, \Wgstn D.C., USA), dbEST (database for
expressed sequence tags) und RefSeq (referenceensegl des National Center for
Biotechnology Information (NCBI, Bethesda USA) bgen. Das Zusammenfassen der
Sequenzen fur die probe sets (clustering) wurdettelsiides ProgrammniGene database

(Build 107, Juni 2002) vorgenommen und anschlielBamthand der Informationen des
Whitehead Institute Center for Genome Research (®1@®ril 2002) verfeinert. Eine Ubersicht

Uber die allgemeinen Daten des Mikroarrays finddt ;1 Tabelle 5.

Tabelle 5: Datenblatt GeneChip® Mouse Genome 430 2.0 (Mddifinach Affymetrix)

Critical Specifications for GeneChip® Mouse Genome Arrays

Mouse Genome 430

2.0 Array
Number of arrays in set 1
Number of probe sets >45,000
Feature size M um
Oligonucleotide probe length 25-mer
Probe pairs/sequence 1

Control sequences included:

Hybridization controls
Poly-A controls
Normalization control set
Housekeeping/Control genes

bioB, bioC, bioD, and cre
dap, lys, phe, and thr
100 probe sets

GAPDH, beta-Actin,

transferrin receptor,
pyruvate carboxylase

Detection sensitivity 1:100,000*

*As measured by detection of pre-labeled transcripts derived from
murine cDNA clones in a complex mouse background.

Der Affymetrix Genchip® hat insgesamt eine Flachenv1,64cri, auf der eine
Oligonukleotidsequenz als eine Zelle, cell oderbpraell mit 24x24m reprasentiert wird.
Insgesamt enthalt die Zelle 1Bopien der jeweiligen Sequenz. Zu jeder Zelle deit richtigen
Sequenz (perfect matcRPM) gehort eine Negativkontrolle (mismatdiiM), die bis auf eine
Fehlpaarung (Basen-Substitution), in der Mitte 8equenz der Originalsequenz entspricht. Die
Einheit aus PM und MM bezeichnet man als probe Baim MM kommt es zu einer geringeren
oder gar keiner Bindung und damit zu einem schwé&ech8ignal. Das Targets wird jedoch nicht
nur durch eine, sondern durch 11 probe pairs reptist; 11 verschiedene Sequenzen aus dem
Bereich des 3’-Endes der entsprechenden mRNA. Didsprobe pairs bilden ein probe set
(Abb.11). Hierdurch werden Hintergrundsignale dumB. unspezifische Interaktionen wie

Kreuzhybridisierungen oder durch Streuung des Isaserursachtes Rauschen erfasst. In der
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Auswertung werden die unterschiedlich starken 3gdar einzelnen probe pairs (PM und MM)
gegeneinander verrechnet und auf das gesamte pedlrezogen, so kann eine genaue Aussage
Uber das Target getroffen werden. Dementsprecherdd diesem ein present oder absent call
zugeordnet (s. 3.4.1; Lockhattal, 1996).

AFFYMETRIX,

GeneChip®
Mouse 430 2.0

Probe set

5' 3

mRNA

Target Sequence: 5'- TTACCCAGTCT TAGTAGCTGGA - 3'
Perfect match probe: 5' - AATGGGTCAG ATCATCGACCT - 3'

Missmatch probe: 5 - AATGGGTCAGA ATCATCGACCT - 3'

Abbildung 11: Aufbau eines GenChips®: die einzelnen Zellen (Celbdieren je fur ein synthetisiertes
Oligonukleotid. Zwei Zellen bilden ein probe paiitije perfect match (PM) und mismatch (MM). EIf siég probe
pairs bilden ein probe set, welches fir ein Genesb¢Abbildung modifiziert nach Affymetrix).

3.4.1 Auswertung der Mikroarraydaten

Die Grundlage der Generierung von Expressionsgmfind molekularen Signaturen aus den
gewonnenen Daten basiert auf der gemessenen S#kalsDies unterliegt der Annahme, dass
die relative Expressionsstarke der stattfindendeybridisierung des Targets mit der
entsprechenden Sonde Rickschlisse auf die reldMimege des Targets gibt. Um diese
Grundlage zu gewahrleisten, missen alle einzelrdmit® des Experiments einem linearen
Verlauf folgen, dadurch entsteht eine Vergleichbdréler gefundenen Expressionslevel. Bei der
in vitro-Transkription (IVT) mit den biotinierten dNTPs zMarkierung der cRNA handelt es
sich um eine lineare Amplifikation (Van Geldet al., 1990). Auch im Hinblick auf die
Detektion konnte gezeigt werden, dass die Mengefldereszenzmarkierten Proben und die
gemessene Signalintensitat ebenfalls linear verlgtreemanet al., 2000). Die untersuchten

MRNA-Proben werden jeweils einzeln auf die ArrayigShhypridisiert. Um die verschiedene
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Proben miteinander vergleichen und auswerten zad@mmiussen die einzelnen Signale auf den
Chips normalisiert werden. Dadurch werden Unteesi in der Markierungs- und
Detektionseffizienz sowie in der Quantitat der Aarsgs-RNA ausgeglichen. Dies erfolgt durch
verschiedene Normalisierungsverfahren. In dieséeAmwurde die Normalisierung mittels der
von Affymetrix hergestellte Microarray Suite 5.0 8 5.0) Software durchgefihrt.

Der gefarbte Assay wird mit Licht mit einer Wellange von 488nm angeregt, die daraufhin
abgegeben Fluoreszenz mittels eines Scannerstaufassn eine CEL-Datei umgewandelt. Die
Auflésung des Scanners ist mjiri pro Pixel sehr hoch, jedoch ist die Fluoreszdaemsitat auf
der Zelle z.B. aufgrund von Randeffekten unterstiiub verteilt. Es wird deshalb eine
durchschnittliche Intensitat errechnet und gesmgtclum die Grenzen der jeweiligen Zellen
festzulegen sind am Rand, in den Ecken in Schatthiusterform und in der Mitte in
Kreuzform des Assays spezielle mit Biotin markie@égonukleotide (B2-Oligonukleotide)
angebracht. Diese liefern durch ihr starkes Siggial virtuelles Gitter zur Einteilung der
einzelnen Zellen des Assays. Durch die MAS 5.0v&o® wird aus den Einzelintensitaten der
Probenzellen eine CHP-Datei generiert. Der Norngalimgsalgorithmus basiert hierbei auf dem
Prinzip der unterschiedlichen Lichtextinktion, jach Hybridisierungsgrad der RNA mit den
perfect match und mismatch Sequenzen. Fir jedesm@draus den gemessenen Intensitaten (i)
des jeweiligen probe sets ein Unterscheidungsv®xefrechnet. Dieser errechnet sich nach der

PM - MM
PM + MM

Die Hybridisierung der PM Sequenz ist besser absddir MM Sequenz, deshalb ist hier ein

Formel: R =

starkeres Lichtsignal zu erwarten. Treten beim tseteeidungswert negative Werte auf oder ist
dieser Null, konnte das entsprechende Target nddtektiert werden. In der weiteren
Auswertung muss bewertet werden, welche Gene sigmifikant vom Hintergrund
unterscheiden. Dies wird am Besten durch Beurtgillgr sogenannten present resp. absent call,
auch flag genannt, gelost. Es handelt sich hietei ein quantitatives Bewertungssystem,
welches angibt, ob das erfasste Signal real isgss& Bewertungssystem basiert ebenfalls auf
dem Affymetrixsystem der elf voneinander unabhaegigerfect matches und mismatches. Es
wird jeweils von der PM-Intensitat der entsprecheitM Wert abgezogen und im Anschluss
mittels einer t-Test &hnlichen statistischen Ausweg Gberpruft, ob sich basierend auf den elf
Einzelsignalen die PM-Intensitat signifikant vorr déM-Intensitat unterscheidet. Je nach dem
p-Wert des detektierten Signals wird P fir presémrhanden), M fir marginal(noch
detektierbar) und A fir absefiticht vorhanden) angegeben. Die Grenzen der paAk&mnen

frei oder nach Standardeinstellung gewahlt werden.unserer Auswertung wurden die
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Standarteinstellungen verwendet. Mit p reprasentiarcha, a < 0,04 fur einen present call,
0,04 <a < 0,06 fur ein marginales Signal uad 0,06 fir einen absent call (s. 4.6.3). Zusé&tzlic
werden in den CEL-Files die Qualitatskriterien sewidie anderen Eigenschaften des
Experimentes abgespeichert. Die Hybridisierung wudlirch die FirmaBioRegio STERN
(Stuttgart) durchgefuhrt. Die fur die Auswertung deEL-Files genutzten Programme waren
GenSpring GXAgilent Technologies Inc. (Colorado, USA) sowie Affymetrix® GeneChip®
Command Console® Softwaf@GCC, San Jose, USA).

3.5 Validierung der im Mikroarray gefundenen Reguhtion
Ein Teil der in der Auswertung der Arraydaten gelemen regulierten Gene wurde mittels gPCR

(Tagman®) Uberpriift.

3.5.1 Festlegung eines Referenzgens mittels deblgen®-Sets

Um eine valide Aussage Uber die Regulationen voneGeu treffen, die durch verschiedene
Einflisse verandert werden, bendtigt man eine IstalidezugsgrofRe, ein Referenzgen
(Housekeeper oder auch interner Standard). Hougekesnd Gene welche mdglichst einer
geringen bzw. keiner Beeinflussung durch aul3ereofak unterliegen. Wie von mehreren
Arbeitsgruppen gezeigt werden konnte, ist diesghdacht in allen Geweben gleichmallig der
Fall. Deshalb ist es wichtig, vor der Versuchsredieen geeigneten Housekeeper fir das zu
untersuchende Gewebe, in unserem Fall der Lungermaitteln (Thellinet al. 1999). Die Firma
Primer Design Ldt(Southampton, Grossbritanien) bietet mit dem gel® housekeeping gen
selection kitdie Mdglichkeit zwdlf verschiedene Referenzgentets PCR zu testen (Tabelle 6).
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Tabelle 6:1m geNorm® Set enthaltene Gene. Abkurzungen, Geanamd Identifikationsnummer.

Abklrzung Genname Identifikationshnummer
18sRNA Ribosomalen Untereinheit 18S-rRNA NR_003278

ACTB BetaAktin NM_007393
ATP5B ATP synthase, H+ transporting, mltochondrlal F1 ptar, NM 016774

beta polypeptide —

B2M Beta-2-Mikroglobulin NM_009735
CANX Calnexin, Chaperon Familie, c_aIcmm—memg, endspiic NM 007597

reticulum-associated protein -

CyC1i cytochrome c-1 NM_025567
GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate Dehydrogenase NI0@1303
EIF4A2 Eukaryotic translation initiation factor 4 ARluskel NM_013506
RPL13A Ribosomal Protein L13A NM_009438
SDHA Succinate dehydrogenase complex, subunit A 03281

UBC Ubiquitin C NM_019639
YWHAZ Tyrosine 3-monooxygenase / trypto_phan 5- monooxggen NM 011740

activation Protein -

Die Testung der verschiedenen Housekeeper erfalgiiensgesamt 16 Proben, acht mit OVA
und acht mit PBS behandelte Tiere. Die Auswertuagjdst auf der Annahme, dass ein ideales
Housekeeping Gen in jeder Probe die gleiche Exjmesstarke aufweist. Die Software fihrt
eine automatisierte Analyse durch; bei diesem Muggwird jedes Gen mit jedem anderen
verglichen. Demnach spiegelt sich in der Verandgrutes Expressionsquotienten die
Expressionsstabilitdt wider. Nimmt der Expressiomiggnt zu, nimmt demnach die
Expressionsstabilitat ab  (Vandesompele et al, 200Nach Auswertung der
Expressionsstabilitdten (s. 4.7) wurden fiur diedeei geeigneten Housekeeper ACTB und
RPL13A Primer generiert und bestellt (s. 3.5.2r) Anschluss wurde die Effektivitat der Primer
getestet (s. 3.5.3.).

Tabelle 7: Mastermixansatz und Reaktionsprotokoll geNorm®

5,0ul | cDNA (5ngh) Enzymaktivierung 10 min 95°C
1,0ul | Primer/Probe-Mix (200 nM) Denaturierung 15 sek 95°C
. Datenerfassung 30 sek 50°C
*
10,0ul | 2xgPCR Mastermix (50 Zyklen)
4,0ul | PCR-Grade-Wasser Extension 15 sek 72°C
25,0pl | Gesamtvolumen * Mastermix von Applied Biosystems, Darmstadt
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3.5.2 Primer und Probes fur die gPCR

Das Design der Primer und Probes erfolgte mit deftwé&re Primer Express(Applied
Biosystems, Darmstadt). Eine durchschnittliche lgingon 18-22bp ermdglicht eine
ausreichende Spezifitatt des Primers und gleiclozegute Bindungseigenschaften. Als
Qualitatskriterien gelten die Schmelztemperatw)(Tie als die Temperatur definiert ist, bei der
die Halfte der vorhandenen DNA Helices zu Einzéalsgeen dissoziieren. Im optimalen Bereich
liegt diese zwischen 50-60°C und kann Uber den Ge@alt abgeschatzt werden, der zwischen
40-60% liegen sollte. Sekundéarstrukturbildungen aepins, self dimer und cross dimer sollen
vermieden werden, da diese die Effektivitat demeri herabsetzen. Nach dem Design wurden
die Primer tber die Firmaurofins MWG Biotect{Ebersberg) geordert, eine Ubersicht der

verwendeten Primer und Probes (Sonde) ist in Tal@edlufgefihrt.

Tabelle 8: Namen und Sequenzen der verwendeten Primer uteé$ro

Housekeeper Sequenz
forward 5'- CAGCTACCCATGGTCTCATCGT - 3
CYC1 reverse 5'- CTGGAAACCCCTCCGAATG - 3

probe 5'Hex - CCTCCTCTCCTCCTTGGACCACACCA - Tamta 3
forward 5'— TCCCTCCACCCTATGACAAGAA - 3'
RPL13A reverse 5'— GCCCCAGGTAAGCAAACTTTC - 3
probe 5'Hex — CCTGCTGCTCTCAAGGTTGTTCGGC - Tamra 3'

Target-Gen Sequenz
forward 5-CGCCATGCACGGAGATG-3'
IL-4 reverse 5-CGAGCTCACTCTCTGTGGTGTT-3'

probe 5-TGCCAAACGTCCTCACAGCAACG-3
forward 5'-AGCACAGTGGTGAAAGAGACCTT-3'
IL-5 reverse 5'-CATCGTCTCATTGCTTGTCAACA-3'
probe 5'-ACACAGCTGTCCGCTCACCGAGC-3'
forward 5'-GGAGCTGAGCAACATCACACA-3'
IL-13 reverse 5'-GCGGCCAGGTCCACACT-3

probe 5'-ACCAGACTCCCCTGTGCAACGGC-3'
forward  5'- CAG GGA GAG AAA GGC CAG ATC -3

LAX1*
reverse 5'- CCA CAG GAT ACA GGC AGC TAT G -3'
SLP* forward 5-GCT GTGAGG GTA TAT GTG GGA AA -3'
reverse 5'- GCC GGC GCC AAT GTC -3
EDEML* forward 5'- TCC AGC CTT TGA AAA CAC CAA -3

reverse 5'- CCA AAT TCC ACC AGG AGAGAAC -3
* Nachweis mittels Syber Green (s.u.)
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3.5.3 Effektivitatsprufung der Primer

Um zu gewahrleisten, dass die Aussage uber dieeBgjmn des Zielgens valide ist, muss auch
der Housekeeper als interner Standard bestimmten@@agen erfillen. Die Effizienz des
forward und reverse Primers, angegeben in Proseiggelt die Rate wider, mit der das PCR-
Applikon generiert wird. Da der Primer im Uberflusingesetzt wird (450nM), sollte die
Amplifikation im Idealfall exponentiell verlaufent.h. aus einem DNA-Strang werden durch den
ersten Amplifikationszyklus zwei, aus diesen zwar und so weiter generiert. In diesem Fall
hatte der Primer eine Effektivitdt von 100%. Umsdii testen, wurde eine Verdinnungsreihe
der cDNA von 0,4 bis 25ng Gesamtmenge angeferfige Reaktion wurde nach dem
Reaktionsprotokoll des Tagman® (s. 3.5.6.) durchigef In einem Gesamtansatz von 25ul
wurden 10ul der cDNA der entsprechenden Konzeotrati2,5ul dedJniversal Mastermix
(Applied Biosystems) und 2,5ul der Primer (forwessiérse 450nM) und die Probe (200nM)
eingesetzt. In der grafischen Darstellung einer i$egarithmischen Regression mit den
Cr-Werten lUber dem Logarithmus der Gesamtmenge deesetzten cDNA spiegelt sich die
Effizienz des jeweiligen Primerpaars in der Stemgder Geraden wider. Idealerweise hat diese
Gerade eine Steigung (m) von -3,32, in diesem Beltagt die Effizienz 100% (Applied
Biosystems, 2004).

3.5.4 Tagman® Technologie / quantitative PCR (qPCR

Die quantitative Genanalyse mittels Tagman® (AgpBosystems, Weiterstadt) basiert auf der
Polymerase-Ketten-Reaktion. Anhand der Auswertuag Signale von fluoreszenzmarkierten
spezifischen Sonden (Probe) konnen Rickschlisse def relative Expression des
entsprechenden Gens gezogen werden.

Bei der qPCR findet die Hybridisierung des Tempatet den spezifischen Primern in Loésung
statt. Diese lagern sich gemaR ihrer Sequenz amplkomentdren DNA-Strang an, das zu
messende Lichtsignal wird durch den am 5’-Ende dtigfien Reporterfarbstoff generiert. Am
3’-Ende ist der Primer mit einem Quencher marki@gr Quencher verhindert hierbei, dass die
Fluoreszenz vor der Amplifikation freigesetzt wirBurch die, der Reaktion beigeflgten
forward- und reverse-Primer, sowie der Polymerasginmt nach Aktivierung des unten
beschrieben Reaktionszyklus die Amplifikation demrgetgens. Die Polymerase amplifiziert
entlang des aufgespaltenen DNA-Strangs; durch Bir8 -Exonukleaseaktivitat wird die
angelagerte Sonde in kleine Fragmente geschniienReporter wird vom Quencher getrennt
und dadurch der Fluoreszenzfarbstoff freigesetitb(AL2). Das abgegebene Lichtsignal steigt

proportional zu der amplifizierten DNA an und erri€igt somit einen Rlckschluss auf die
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Quantitdt des zu untersuchenden Gens. Bei der brarig der Sonden (Labelung) kommen
verschiedene Farbstoffe mit verschiedenen Extinktiound Emissionswellenlangen zur
Anwendung, meist wird FAM (6-Carboxy-Fluoresceinjeo HEX (Hexachloro-6-Carboxy-

Fluorescin) als Reporterfarbstoff und TAMRA (6-Caxlg-tetramethylrhodamin) als Quencher

verwendet.

Polymerization R = Reporter
Foward (R) @ Q = Quencher
5 Primer - N~ Probe ¥
3 I3
5 3
-~ —
Re\_/erse
Strand displacement N Primer
#
__©
5 — 3
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\/!;\/ . —
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J ’\T&
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5 k3
3 5
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- —
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/ T& -~ o~ A\ i 3
5 ’
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e
Abb. 12: Prinzip der Tagman® Reaktion (Quelle: Applied 8istems). Polymerisation: Anlagerung der Probe an
die entsprechende Sequenz; Amplifikation des Stangslésen des Reporters und Freisetzung dessiggetais.

Die der qPCR als Template dienende cDNA wurde araigentlichen Tagman®-Reaktion in
einem separaten Schritt aus der aus den Lungen ng@mwen RNA, generiert. Dieser
Versuchsaufbau wird als two-step-Verfahren bezetlis.u.). Ein Teil der Proben wurde mit
Syber Greelechnologie untersucht. Hierbei kam @&fBR Green PCR Master Miber Firma
Applied Biosystems zum Einsatz. In diesem sind adBa bendtigten spezifischen Primern und
dem Template alle bendtigten Komponenten enthalendirekte Detektion des PCR Produktes
wird hierbei Uber die steigende Fluoreszenz dezifsgeh an die dsDNA bindende3lYBR Green
Farbstoffes gemessen. Im Anschluss werden die dutigh repetitive Hybridisierung

entstandenen Produkte mittels einer Schmelzkureepiiift.
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3.5.5 cDNA Synthese

Fur die cDNA-Synthese wurde die aus défeloney Murine Leukemia Virugewonnene
M-MLV reverse Transkritptase (Promega, Mannheimphutet. Zusatzlich zu der reversen
Transkriptase besitzt dieses Enzym auch eine RNa&ktivitat. Gewonnen wird das Enzym
aus einenk. coli Stamm, der dieses als rekombinanten Klon exprinfleromega 1997-2005,
Product Information Sheet, 9PIM170). Um die Anlagey an RNA und damit den Start der
reversen Transkription zu ermdglichen, werden in Beaktionsansatz so genannte Random-
Hexamere (Invitrogen, Karlsruhe) hinzugefiigt. Dies®l kurze, zufallige gewéhlte Sequenzen
von Oligonukleotiden, die sich an verschiedenenlédtean die RNA anlagern und somit die
Umschreibung ermdglichen.

Als Template wurde g RNA eingesetzt, hierzu wurden gl8ler Random-Hexameren (250ng /
8,3ul) gegeben und um das Gesamtreaktionsvolumen vom %4 erhalten, mit der
entsprechenden Menge ddH20 aufgefullt. Zur Vermegdwon Sekundarstrukturen wurde das
RNA-Random-Hexamer-Gemisch 5 Minuten bei 70°C undchlieBend 5 Minuten auf Eis

inkubiert.

Tabelle 9 Zusammensetzung des Mastermixes cDNA Synthes®eaktionsprotokoll.

14,0ul | RNA-Random-Hexamer-Gemisch (250ng/@/3
0,5ul | Recombinant RNasin (Promega, Mannheim)
2,5ul | dNTP Mix (Bioline, Luckenwalde), 10 mM Mix, 2,5hvon jedem dNTP
5,0ul | M-MLV RT 5x Reaktionspuffer
1,0ul | M-MLV Reverse Transkriptase (H-)
2,0ul | ddH20

25,0pul | Gesamtvolumen

Inkubation bei RT 10min
Umschreibung 50min bei 48°C im PCRcler
Inaktivierung reverse Transkriptase 10min bei 70°C

3.5.6 Tagman® Reaktionsprotokoll
Die gPCR wurde inkight-cylcer ABI PRISM 7300agman® (Applied Biosystems, Darmstadt)
durchgefuhrt. Es wurden jeweils 3fach-Bestimmuntijgndie einzelnen Proben angesetzt, das

Probenvolumen betrug jeweils @§Tab. 10).
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Tabelle 10 Zusammensetzung des Mastermixes gPCR (Tagmar®iReaktionsprotokoll.

10,0ul | cDNA (40 ng)
12,5ul | Tagman® -Mastermix (Applied Biosystems, Darmsyadt
2,5ul | Primer- / Probemix (450nM / 200nM)

25,0pl | Gesamtvolumen

Enzymaktivierung 10min bei 95°C
Zyklenzahl Denaturierung 15 sek bei 95°C
Elongation 1 min 60°C (insgesamt 40 Cyclen)

3.5.7 Auswertung der gPCR
Zur Analyse und Auswertung wurden die Softw#BlI PRISM®-7300 SD$Ind Microsoft
EXCEL (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) genutfs.u.). Die von der
Detektionssoftware gespeicherten Daten werden sgiafials die Signalintensitat tber der
Zyklenzahl dargestellt. Um die gemessenen Daterguantifizieren wird ein so genannter
Threshold gewahlt; dieser befindet sich im expoedah Anteil des sigmoidalen
Kurvenverlaufs und zeigt den Punkt an, an dem dia Reporter freigesetzte Fluoreszenz sich
signifikant von der Hintergrundfluoreszenz absefais dem gewahlten Threshold ergibt sich
durch den vertikalen Schnitt mit der x-Achse ddsprechende Zyklus, dieser wird alg-Wert
angegeben. Um die Validitat der gemessenen Wertgentdhrleisten, wurden jeweils 3fach-
Bestimmungen pro Reaktionsansatz (Target) durchgefdie arithmetisch gemittelt wurden.
Der Rickschluss auf die Regulation der einzelnegéfa erfolgt durch die sogenannieACr —
Methode. In die Auswertung flieRen jeweils die gamen Daten, d.h. die {CWerte des zu
untersuchenden Targetgens aus der OVA und der RBp€ sowie des Housekeepers ein. In
einem ersten Schritt werden jeweils die beiden @eamegen den Housekeeper normalisiert:
ACrova = Cr Targetova — Gr Housekeepesya
ACrt pgs= Cr Targetpgs— Cr Housekeepesss
Nach der Normalisierung kénnen nun OVA und PBSkdiineiteinander verglichen werden:
A ACt = ACr Targetova — ACy Targetpgs
Mittels der Umformung deAACt Werts in die sogenannte fold difference (kurzdjdlsst sich
die Regulation des Targetgens im Bezug auf die einflasste Expression direkt ablesen. Die
normale Expression wird als 1 definiert:
fold = 244,
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4 Ergebnisse

Die von uns aufgestellten Mausmodelle lassen siakine Akutphase, eine intermedidre Phase
und eine chronische Phase einteilen. Zudem wurdsétzlich zur Kontrolle der
Atemwegsreaktivitat eine zweite chronische Phagersucht (s. 3.1.2). Die Auswirkungen der
allergischen Reaktion in der Lunge wurden auf Jd@estenen Ebenen erfasst. Es wurden
immunologische Marker, klinische Parameter und dienit einhergehenden morphologischen
Veradnderungen dargestellt. Mittels Microarrayunielsingen wurden anschlieRend die den

Veranderungen zu Grunde liegenden Regulationeframskriptionsebene naher betrachtet.

4.1 Immunglobuline im Serum

Der Entwicklung einer Allergie liegt eine initial&ensibilisierungsphase mit Ausbildung
spezifischer Antikérper zu Grunde. In unseren Mimhel wurde durch die dreimalige
intraperitoneale Applikation (Tag 0, 14 und 21) VONA eine Sensibilisierung hervorgerufen.
Das Ig-E spielt fur die Mastzellaktivierung und dafir die Allergiereaktion vom Soforttyp
(Typ 1) die entscheidende Rolle. Es wurden gesapati-und spezifisches-Ig-E unterschieden.
Zudem wurde das bei der Maus wichtige lgeBfasst.

Mittels ELISA wurden die Immunglobuline im Serunr ddause gemessen. Die Tiere innerhalb
der PBS-Gruppen zeigten untereinander keinen gigniien Unterschied und wurden deshalb
zur einer Gruppe zusammengefasst. Die mit OVA badléen Tieren zeigten einen
signifikanten (p < 0,001 zu PBS) Anstieg in der teakuPhase auf 1334ng/ml. Im zeitlichen
Verlauf stieg das Ig-E noch weiter an und pergigtiauf diesem hohen Niveau. Es zeigte in der
intermediaren Phase als Median 6390ng/ml und ircdesnischen Phase mit 5319ng/ml. Beide
Werte zeigte sich gegeniber der Akutphase sigmifiga< 0,001) erhoht (Abb. 14).
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Abbildung 14: Boxplot des gesamt-IgEs im Serum. Es werden jsvdi¢ Ig-E Mengen in den sensibilisierten und
provozierten Tieren (OVA) aus den drei zeitlicharsthiedlich lang andauernden Provokationsphasegestallt
(akut: gelb, intermediar: braun, chronisch: rot)s Xahl wird der jeweilige Median angegeben. Dier&i der
jeweiligen PBS Kontrollgruppen sind gepoolt dargbss(*, p <0,001).

Neben dem gesamt-lg-E wurde das OVA spezifische-lgestimmt. Dessen Werte werden in
LU/ml angegeben, die genannten Zahlen entspre@vegils dem Median. Im Vergleich zur der
gepoolten PBS-Kontrollgruppe (24LU/ml) waren diesbilisierten und provozierten Tiere in
allen drei getesteten Modellen signifikant erhoBs zeigte sich in der OVA-Gruppe ein
deutlicher Anstieg in der intermediaren Phase &m52LU/ml, welcher signifikant (p < 0,001)
gegeniber der akuten Phase erhdht war. Die akwktiBre mit 3247LU/ml und die chronische

Reaktion mit 7101LU/ml zeigten untereinander keigtistischen Unterschied (Abb. 15).
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Abbildung 15: Boxplot des spezifischen-lg-Es im Serum. Es werdeweils die Ig-E Mengen in den
sensibilisierten und provozierten Tieren (OVA) adgn drei zeitlich unterschiedlich lang andauernden
Provokationsphasen dargestellt (akut: gelb, inteliéme braun, chronisch: rot). Als Zahl wird der pElige Median
angegeben. Die Tiere der jeweiligen PBS Kontroppgen sind gepoolt dargestellt (*, p <0,001).

Das OVA-spezifische Ig-Gzeigte in den OVA-Gruppen einen kontinuierlichensfieg bis auf
3332ng/ml in der chronischen Reaktion, welche gefpentiber der intermedidren und der akuten
Phase signifikant (p < 0,001) erhoht zeigte. Beiwd®ll des akuten Asthma bronchiale wurden
Werte von 1327ng/ml gemessen, gefolgt von einemtiégsn der intermediaren Phase auf

1555ng/ml. Die akute und intermediare Phase zeigtéren signifikanten Unterschied.

4.2 Broncho-alveolare Lavage BAL

Nach der Sensibilisierungsphase tritt bei wiede¢emol Kontakt mit dem Allergen die
Effektorphase ein. Diese fuhrt zur immunologisciariwort mit zellularer Infiltration in das
broncho-alveolare System.

Die Zellen und Cytokine lassen sich durch eine thoralveolaren-Lavage (BAL), einer
Spulung des Alveolarraums konservieren und im Alsshquantifizieren. Es wurde im Rahmen
der Praparation der Tiere eine zweimalige BAL dgefbihrt, aus welcher als erstes die
Gesamtzellzahl bestimmt wurde. Die Gesamtzellzatd auf das Volumen der gewonnen BAL
bezogen und gibt somit je Tier einen vergleichbasberblick Uber die Starke der stattfindenden

Inflammation an. Bei den mit OVA sensibilisiertenduprovozierten Mausen zeigte sich im
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Vergleich zu den PBS-Tieren wahrend aller Phasemstbmatischen Reaktion eine signifikante
(p < 0,01) Erh6hung der Gesamtzellzahl. Die Tieee BBS-Gruppe zeigten untereinander
keinen signifikanten Unterschied. Im Median lag diellzahl bei der akuten Reaktion bei
91x10, deutlich erhoht in der intermedidren Phase auix%6 und bei der chronischen

Reaktion lag die Gesamtzellzahl bei 91%Ze@llen im Gesamt-BAL-Volumen (Abb. 16).
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Abbildung 16: Darstellung der Gesamtzellzahlen im GesamtvolunemBAL. Darstellung der einzelnen Tiere
wahrend der verschiedenen Phasen als Kreise mitBiken als Median (*, p < 0,01). Grun jeweils d8S-
Gruppe. Farblich unterschiedlich je nach Zeitpudle OVA-Gruppe (s.0.). Aul3erhalb der Skala liegeveiz
AusreiRer in der intermediaren Phase mit 688xt@11280x18Zellen. Auswertung Versuche #327A, #327B, #348.
Standardabweichungen: akut: PBS 7 / OVA 108, ingelieir PBS 21 / OVA 406, chronisch: PBS 7 / OVA 24.

Aufgrund der geringen Tierzahlen wurden zum VedjleiDaten aus vorangegangenen
Experimenten von Frau Dr. Dittrich und Frau Dr. &ids herangezogen. Datengrundlage sind
die Versuche #197, #215A/B/C und #238B/C. Diese s\Wehne spiegeln ebenfalls die
verschiedenen Phasen der asthmatischen Reakti@n. videe Gesamtzellzahl der OVA-Gruppe
zeigte gegenuber der PBS-Gruppe in der akuten otetmedidren Phase eine signifikante
(p < 0,001) Erhohung. Bei der chronischen Reakkionnte kein signifikanter Unterschied zur
Kontrollgruppe festgestellt werden. Die PBS-Tieretewmeinander zeigten ebenfalls keinen
statistischen Unterschied. In der Akutphase zesgte ein Median von 115x$@ellen, in der
intermediaren Phase analog zu den Versuchen #3278nstieg der Zellen auf 273xi@ellen.

In der chronischen Reaktion wurden im Median 522éllen erfasst (Abb. 17).
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Abbildung 17: Darstellung der Gesamtzellzahlen im GesamtvoluaenBAL. Darstellung der einzelnen Tiere
wahrend der verschiedenen Phasen als Kreise mitRidken als Median (*, p < 0,001). Griin jeweils ¢BS-
Gruppe. Farblich unterschiedlich je nach Zeitputikt OVA-Gruppe. Ausreif3er in der intermediaren Bhaisht in
der Grafik erfasst mit 1020xi@ellen. Auswertung Versuche: #197, #238B, #238@n&ardabweichungen: akut:
PBS 23/ OVA 168, intermediar PBS 27 / OVA 265,atisch: PBS 40 / OVA 49.

Um die asthmatisch-allergische Inflammation voneard Entziindungsprozessen abzugrenzen
ist die Differenzierung der Zellen in der BAL vonntscheidender Bedeutung. Die
Haupteffektorzelle zur Aufrechterhaltung der asthscden Reaktion ist der eosinophile
Granulozyt. Tabelle 11 zeigt die prozentuale Vartgj der einzelnen Entzindungszellen
wahrend der einzelnen Phasen. In der Akutphase kaarhereits zu einem 25%igem Anstieg,
in der intermedidren Phase zu einer massiven Enghdar Eosinophilenzahl, hier entsprechen
sie 67% der erfassten Entziindungszellen. Died siek signifikante Erhohung gegeniber der
Akutphase dar. In der weiteren Chronifizierung ninthe Eosinophilenzahl wieder ab und sinkt

unter das Niveau der Akutphase.

Tabelle 11:Zelldifferenzierung der BAL in prozentualen Antailezusatzlich mit Versuch chronisch 2 (* p < 0,001)

akut intermediar chronisch chronisch 2

PBS OVA PBS OVA PBS OVA PBS OVA

Lymphozyten 1% 17% 1% 20% 2% 31% 2%17%

Neutrophile 0% 1% 1% 7% 1% 2% | 0% 1%
Makrophagen 98% 57% 98% 6% 97% 53% 98% % 74

Eosinophile 1%  25% 0%  67%* 0%  14% 0% 8%
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4.3 Atemwegsreaktivitditsmessungen (AR)

Das klinische Erscheinungsbild des allergischenhést bronchiale auf3ert sich durch eine
Obstruktion der Atemwege. Es kommt zur spastisdf@mtraktion der glatten Muskulatur, zum

Odem durch die Infiltration von Entziindungszellew wie weitere Lumeneinengung durch die
Mukushyperproduktion. Die Messung der Atemwegsiieri#it im Rahmen einer Provokation

mit einem spezifischen oder unspezifischen Allergeh damit richtungsweisend fur die

Diagnosestellung eines allergischen Asthma broteliiab. 1).

Die Atemwegsreaktivitaitsmessung wurde mittels eiBedyplethsymographiebox des Hugo-
Sachs-Systems durchgefuhrt. Als Parameter der Iggibilitdit wurde der Penh gewahilt.

Grundlage der Daten sind hier die Versuche #1938B2ind #238C.

4.3.1 Penh-Bestimmung mittels Ganzkérper-Bodypleyysmographie

Dargestellt wird der mit der Obstruktion korreliede Penh-Wert Uber der logarithmischen
Darstellung der eingesetzten Metacholindosis. Abgesfindet sich der Baselinewert ohne
Provokanz. Die PBS-Werte zu den verschiedenen ugiten zeigten untereinander keine
signifikanten Unterschiede, deshalb wurden sie en @rafik als gepoolte Gruppe dargestellt
(Abb. 19).

Atemwegsreaktivitat
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16 - PBS
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Abbildung 19: Bodypletysmographische Messung détemreaktivitdt, dargestellt als Penh-Wert ber
logarithmischen Darstellung der Provokationstufeit Wetacholin als unspezifisches Provokanz (MCHBSP
Baseline ist die Provokation ohne MCH als Nulllmkentrolle. (**: p < 0,001; *: p < 0,01).
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Wie aus der grafischen Darstellung ersichtlichgizsich im zeitlichen Verlauf eine deutliche
Abnahme der Atemwegsreaktivitat. In der akuten Plzasn Zeitpunkt von vier Wochen zeigte
sich in der maximalen Provokationsstufe von 50mgMhétacholin ein Penh Wert bei
14,7 (£0,97) welcher signifikant (p < 0,001) gedeaitiden Kontrolltieren erhéht war. Auch die
weiteren Provokationsstufen von 12,5mg/ml mit PO (+0,43) und 25mg/ml mit Penh
6,63 (£0,51) zeigten signifikante (p < 0,001) Ustdriede gegentber den Kontrolltieren. In der
intermediaren Phase reduzierte sich die Atemwelgsveéat bei der hochsten Metacholinstufe
auf Penh 9,75 (x4,53), auch hier zeigte sich naohsignifikanter (p < 0,009) Unterschied zu
den Kontrolltieren. Die Dosissteigerung zeigt bisrab 12,5mg/ml MCH mit Penh 1,73 (z0,36;
p < 0,001) und bei 25mg/ml mit Penh 3,31 (£0,9; ,605) einen signifikanten Unterschied. In
der weiteren Chronifizierung nahm der Penh-Werttikaierlich ab. Es zeigte sich in der ersten
chronischen Phase, mit einem Penh von 4,46 (xLfAd)nach nochmaliger Verlangerung der
Versuchsreihe mit einem Penh von 4,79 (x1,65), deilder hochsten Provokationsstufe kein

signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe.

4.3.2 Invasive Lungenfunktionsmessung

Die Atemmanoéver bei einem bronchialen Provokatiestsbendtigen fir reliable Messungen die
volle Mitarbeit des Patienten; Tiermodelle sto3&r hn ihre Grenzen. Im Mausmodell werden
verschiedene Messmethoden der Atemwegsreaktivitdgesetzt (Hoymann 2006). Man
unterscheidet nicht-invasive und invasive Verfahrevelche durch Anasthesie und mit
Intubation bzw. Tracheotomie das eigenstandige Atmder Mause unterdricken und somit
geringer beeinflusst werden resp. besser steusirir

Zur Verifizierung der Daten der Ganzkorperplethygnaphie wurde beim zweiten chronischen
Versuch bei einem Teil der Mause dilPML durchgefihrt (s. 3.1.3). In einem
Provokationsschema von steigender Metacholinkonagorh lie? sich analog zu den Penh
Werten zwischen der OVA- und der PBS-Gruppe keagniBkanter Unterschied feststellen. Fir
die Akutphase konnten die Penh Messungen mitiRNi_ bereits bestéatigt werden (Witzenrath
et al.,2006; Abb. 20).
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Abbildung 20: Atemwegswiderstandsmessung mittels IPML (isoldikxbd-free perfused and ventilated mouse
lung), hier mit Darstellung der fold airway resista bei steigender Metacholinkonzentration. Abbilgen A
Messungen mittel8MPL in der akute Phase B: Messungen mitti®L im zweiten chronischen Versuch. Griin
jeweils dargestellt die PBS-Kontrollgruppe (*: ©:05), **: p < 0,01, ***: p < 0,001).

4.4 Kollagen-Assay

Der Umbau der Lunge beeinflusst durch die chromschnflammation, das sogenannte
Remodeling, zeichnet sich durch eine zunehmende$ebdes Gewebes aus. Im Verlauf flhrt
dieser Umbau zum irreversiblen Funktionsverlust desgengewebes. Mittels des Kollagen-
Assays der FirmaSirco™ wurde uUber die Korrelation mit einer Standardeeilder
Kollagengehalt der Lungen gemessen. Im zeitlichenlauf zeigte sich gegeniber der PBS-
Kontrollgruppe ein Anstieg des prozentualen AntaitsKollagen in der Lunge, welcher sich nur
in der intermediaren Phase als signifikant (p <dPAkigte. Ingesamt war der Assay mit grof3en
Schwankungen behaftet. (Abb. 21).
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Abbildung 21: Darstellung des prozentualen Gewichtsanteils Kollagen am Gesamtgewicht der Lunge. Grin
PBS-Kontrollgruppe, farblich einzelne Zeitpunktegrifikanter Unterschied gegentiber der PBS-Kongrolppe:
*=p<0,01 (n=5).

4.5 Histologische Schnitte

Um die morphologischen Veradnderungen in der Lungeedassen, wurden histologische
Schnitte angefertigt. Die Infiltration von Entzim#jszellen, die Hypertrophie von Becherzellen
mit vermehrter Mukusproduktion sind wichtige Merkeder allergischen Inflammation. Diese
Veranderungen fluhren zusammen mit der spastischentrdktion der peribronchialen
Muskulatur zur klassischen klinischen Symptomagk dllergischen Asthma bronchiale.

Durch die PAS Farbung (s. 3.2.3) lassen sich digbgmachialen Infiltrate sowie die
Becherzellen darstellen. Es wurde eine semi-quadivi@ Bewertung durchgefihrt. Dies
bedeutet, dass die Proben unter dem Mikroskop diggt werden und im Vergleich der
einzelnen Bronchiolen eine Abschatzung der Menge wderhandenen peribronchialen
Infiltration sowie der Becherzellen vorgenommendwiHieraus ergibt sich ein Score, anhand
welcher sich die Starke der Inflammation darstell@sst. Eine reprasentative Auswahl von
Bronchiolen der einzelnen Gruppen, welche in diesvwertung miteinbezogen wurden, findet
sich in Abb. 22.
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Abbildung 22: Darstellung einer Auswahl histologischer Schnitie PAS Farbung im Vergleich OVA- gegen PBS-Guppe.

den Abbildungen gekennzeichnet: A = Blutgefal3, B =hgezelle, | = peribronchiale Inflammation.

Im akuten und intermediaren Modell konnten je bai peribronchialen Infiltration und bei der
Quantitat der Becherzellen ein signifikanter (p,800) Unterschied der OVA-Gruppe zur PBS-
Gruppe festgestellt werden. Im weiteren Verlauf @hronifizierung blieben eine geringe
Infiltration sowie ein kleiner Anteil von Becheri bestehen. Hierbei war kein signifikanter
Unterschied zu den Kontrolltieren feststellbar (ABB).
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Abbildung 23: Anhand der histologischen Schnitte ausgewertetemi-gaantitative Analyse der
Entziindungsreaktion. Als reprasentative Marker flwer die peribronchiale Infitration und die
Becherzahlhyperplasie. Im Vergleich je die OVA gegiie PBS Gruppe zu den verschiedenen Zeitpunkten
(*=p <0,001).

4.6 Darstellung der mittels Mikroarray gefundenenRegulationen

Durch die voranstehenden immunologischen, klinisctwed morphologischen Untersuchungen
konnte gezeigt werden, dass das von uns verwerMatsmodell zu einer Auspragung der
klassischen Merkmale einer asthmatischen Reaktia®i Lunge fuhrt. Es folgt die Darstellung
der Veranderungen auf molekularer Ebene. Als Datertfage dienen hierbei Hybridisierungen
auf demGeneChi® Mouse Genome 430 2der Firma Affymetrix. Zu den verschiedenen
Zeitpunkten wurden jeweils von funf Tieren die tRNoIs dem Lungengewebe extrahiert.
Limitierender Faktor fur die Anzahl der zu erstelen Expressionsprofile sind die hohen
Kosten, die pro untersuchter Probe anfallen. Nawcér éQualitatskontrolle mittelégilent 2100
Bioanalyzerwurden deshalb drei Tiere aus je der OVA- und FBGppe mit RIN-Werten Uber
8,8 fir die Hybridisierung ausgewahlt (Abb. 24)eRIN-Werte der ausgewahlten Proben lagen
ahnlichen Groélienordnungen, um eine mdogliche Biashdwnterschiedliche Qualitdten zu

minimieren.
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Abbildung 24: Ubersicht iiber den Aufbau des Versuchsablauf gériblisierung der Proben mit dem GenChips®
Mouse Genome 430 2.0.

Die Auswertung der Daten erfolgt in Kooperation kiérrn Dr. rer. nat. Hellmuth - A. Meyer.

4.6.1 Korrelation und Darstellung der Intensitaten Hybridisierungkontrolle

Zusatzlich zu der Qualitatskontrolle der RNA missech weitere Qualitatsmerkmale an die
Daten des Mirkoarrayexperiments festgesetzt werdes. den ausgewahlten Proben ergeben
sich 18 Datenséatze, die als Rohdatensatz in sogwmraiCEL-Files gespeichert wurden. Die
Normalisierung erfolgte nach der von Affymetrix widkelten MAS 5.0Normalisierung mit
folgenden Standardparametern: scale to all protse $&T = 500, scale factor = 1, detection
parameters Alphal =5, Alpha2 = 65, Tau = 15. Hisnurden CHP-Daten generiert, aus denen
man direkt die Signalstarke einzelner Gene ablésem. Aus diesen Informationen lasst sich
eine Matrix fur alle Proben erstellen, in welchas &bignal des probe sets jeder einzelnen Probe
mit allen anderen Proben des Experiments verglietiesh farblich dargestellt in der Starke der
Korrelation @earson’s Korrelatiojt von p = 1 (rot), bis zur geringsten Korrelationit

p = 0,939 (blau). Als Winkelhalbierende stellt sdie Korrelation jeder Probe mit sich selbst
dar. Jedes Kleinquadrat spiegelt eine Einzelprolaeenwpro Gruppe drei Tiere. Diese bilden

dann entsprechend die Grol3quadrate der Gruppeniatantnediar und chronisch (Abb. 25).
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Abbildung 25: Pearson’s Korrelatiorder Signale nach MAS5 Normalisierung. Anhand eleaibscala dargestellte
Starke der Korrelation, von blau gering zu rotlst&ote Winkelhalbierende entspricht der Korrelateder Probe
mit sich selbst. Die mittels grauer Umrahmung hegebobenen Einzelproben zeigen geringe Korrelatiaeden
anderen Proben der jeweilig gleichen Gruppe.

Die Abbildung 25 zeigt nur die Korrelation der Sadg der einzelnen Proben. Hieraus l&sst sich
noch keine Aussage uber die Validitat der gemess&imgnale treffen. Bei der Normalisierung
wird zusatzlich noch eine Wahrscheinlichkeit andpege (P-Wert), die angibt, inwieweit das
gemessene Signal spezifisch ist. Auch die Koratatier P-Werte lasst sich mittels einer Matrix
grafisch darstellen. Es ergibt sich diearson’s Korrelationder P-Werte, dargestellt in
Abbildung 26. Hier wurde die Korrelation auf ein Miaum von p = 0,898 gesetzt, da durch die
hohe Anzahl der erfassten Signale, d.h. der urtEdlichen Gene, eine optimale Korrelation

nicht erreicht wird.
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Abbildung 26: Pearson’s Korrelationder P-Werte der Signale. Anhand einer Farbscalgedtellte Starke der
Korrelation, von blau gering zu rot stark. Rote Wéhhalbierende entspricht der Korrelation jederberenit sich
selbst. Die mittels grauer Umrahmung hervorgehohétiazelproben zeigen geringe Korrelationen zu aletteren

Proben der jeweilig gleichen Gruppe

In der Betrachtung der beiden Matrizes fallen z®eben, PBS chronisch (E7R_11a04) und
OVA akut (E7R_11d04), durch ihre geringe Korrelatmu den anderen Proben der jeweiligen
Gruppe auf. Dies kann aus verschiedenen Ursaclsaittieeen. Wahrend des Versuchs kdnnen
technische Probleme auftreten, d.h. dass zum BReisie Hybridisierung nicht vollstandig
abgelaufen ist. Naturlich ist auch zu klaren, ob Hinzelprobe oder die beiden anderen Proben
der entsprechenden Zeitgruppe nicht valide sinds DMéeiteren fallt auf, dass in der
intermediaren OVA-Gruppe ebenfalls eine geringe r&lation erreicht wird. Bei der
Betrachtung der vorangegangen immunologischen Raearwird deutlich, dass die Proben zum
intermediaren Zeitpunkt eine starke Veranderung/emgleich zu den PBS-Gruppen aber auch
zu den anderen OVA-Gruppen zeigen. Die niedrigavgddation wird hier wohl eher durch die

starke Regulation verschiedener Gene beeinflusst.

Die Uberpriifung der Hybridisierung kann mittels delativen logarithmischen Probenintensitét
(relative log-cell intesity), der Darstellung deeuchtintensitat jeder einzelnen Zelle auf dem
Chip durchgefiihrt werden. So erhalt man eine Aussiagiiber, ob die einzelne Zelle ein starkes
oder schwaches Signal liefert, im Vergleich zu darchschnittlichen Leuchtintensitat aller

anderen Zellen. Die Darstellung erfolgt aufgrundr dgofien Spanne der Signalstarke
logarithmisch (Abb. 27).
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Abbildung 27: logarithmische Darstellung der relativen Probwmsitat. Rote Linie als Mittelwert der
Signalstarken. Schraffiert dargestellt sind die beérg die bei dePearson’s Korrelationdurch eine geringe
Korrelation aufgefallen sind und hier bei der relat Probenintensitat unterhalb des Durchschnétgeh.

Durch diese Darstellung wird deutlich, dass diedéei Proben E7R_11a04 und E7R_11d04
(schraffiert dargestellt) eine geringere Leuchtsigit als die anderen Proben aufweisen.
Hieraus lasst sich auf eine schlechte Hybridisigrechlie3en. Es ist zu Uberlegen, ob die beiden
Proben aus den weiteren Analysen ausgeschlossetenvesollten. Darum wurde noch ein

weiteres Qualitatsmerkmal angesetzt.

4.6.2 Hauptkomponentenanalyse (PCA, principal commment analysis)

Es muss entschieden werden, inwieweit sich die hip Bezug auf die Expression aller auf
ihnen vorhandenen Gene voneinander unterscheideea.NEdglichkeit hierfir bietet die PCA.
Diese Analysetechnik vermindert die enorme Datergeemdem sie versucht, alle Signale des
Chips drei Komponenten mit jeweils einer festgedagVarianz zuzuordnen. Hieraus ergeben
sich drei Achsen und somit die Moglichkeit einarmdichen Darstellung (Abb. 28).

In dieser Darstellung lassen sich die beiden GmpP&A und PBS, aber auch die drei
Zeitabschnitte zusammenfassen. Die Hauptkomponamétyse zeigte deutlich, dass sich
jeweils die OVA- und PBS-Gruppe zusammen abbildgaos{ern). Betrachtet man nun die
einzelnen Zeitpunkte, akut, intermediar und chrcmigallt auch hier auf, dass die Einzelproben
clustern. Die Pfeile markieren die beiden Probea,bereits in dePearson's Korrelatiorund
der relativen Probenintensitat aufgefallen sindesBi grenzen sich deutlich von den anderen
Proben ihrer jeweiligen Gruppe ab.
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Abbildung 28: Hauptkomponenten Analyse nach mean centering. &ansg der Beziehung der einzelnen Proben
zueinander in einem Koordinatensystem. Griin PB$fuOVA-Gruppen: gelb = akut, braun = intermediét,=
chronisch. Insgesamt 18 Einzelproben. Mit den Erfeimarkierte Proben, welche bereits in dR@arson's
Korrelation geringe Nahe zu den jeweils anderen Proben degp@raufwiesen.

Aufgrund der Hauptkomponentenanalyse, der gerinBearson's Korrelation,sowie der
niedrigen relativen Probenintensitat wurden diel&eiProben, E7R_11a04 (PBS chronisch) und
E7R_11d04 (OVA akut) von den weiteren Auswertungesgeschlossen.

4.6.3 Auswahlkriterien der detektierten Signale

Durch den Ausschluss der beiden Proben stehenmsgesamt 16 Proben zur Verfligung. Bevor
man weitere Analysen durchfihren kann, muss zuhdebigelegt werden, welche Gene sich
signifikant vom Hintergrund unterscheiden. Dies dvidurch Auswertung der sogenannten
present call und absent call gelost. Es handelh dsigerbei um ein quantitatives
Bewertungssystem (detection call), welches ein Lewgibt, ob das erfasste Signal real ist
(Abb. 29).
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Abbildung 29: grafische Darstellung des present / absent @alleBtungssystems von Affymetrix basierend auf den
P-Werten. In der Auswertung wurden die Standardpater fiira; mit 0,04 undx, mit 0,06 gewahlt.

Mittels dieses Bewertungssystems lasst sich eisée dEinteilung vornehmen und Signale
ausschlieRen, welche sich nicht signifikant vomtetigrund unterscheiden. Insgesamt verfugt
der Chip Uber 45.101 probe sets. Im Experiment wurdie Chiphybridisierungen von
insgesamt 16 Proben analysiert. Statistisch gesbésteht die Mdglichkeit, dass jedes dieser
45.101 probe sets auf einem der 16 Chips einerepresall oder marginal call zeigt. Um
sinnvolle Informationen aus der Masse der Datergewinnen, wird im néchsten Schritt der
Auswertung festgelegt, auf wie vielen Chips daskiatrte Signal mindestens vorhanden sein
soll. Es wird eine Trennlinie (cut-off) gewéhlt (Bb30). Betrachtet man die Veranderungen in
der Anzahl der detektierten Signale (Y-Achse) beroguf die Anzahl der Chips (X-Achse) so
zeigt sich, dass bereits durch die Festlegung debavidenseins des Signals auf mindestens
einem Chip, Uber 10.000 probe sets wegfallen. Diezahl der probe sets nimmt nun
kontinuierlich ab, bis am Ende 22.894 probe setgyilideiben. Diese zeigen auf allen 16 Chips
mindestens einen present oder marginal call. Diespecht 50,8% der urspringlichen Menge an
probe sets. Setzt man nun fest, dass das Signdestens auf einem Chip vorhanden sein soll,
also die maximale Anzahl, besteht die Gefahr, elevinnttze Signale (junk) in die Auswertung
mit einzubeziehen. Es kann z.B. sein, dass ein rGiereinem present call nur bei einem Tier
exprimiert wird und nicht einer Gruppe zuzuordneh im Gegensatz dazu fallen bei der
Festlegung, dass das Signal auf allen 16 Chipsavnoidn sein soll, zu viele Gene weg, die
eventuell den Unterschied der Gruppen aufzeigen. dém insgesamt 16 Chips entsprechen acht
der OVA- und acht der PBS-Kontrollgruppe. Demerdgspend wurde der cut-off auf acht Chips
gelegt; ein Signal muss also mindestens auf acipsGitesent oder marginal sein. Somit wurden
27.751 Gene in die weitere Auswertung einbezoges entspricht 61,5% der auf dem Chip
vorhandenen probe sets.
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Abbildung 30: Anzahl der Gene mit mindestens einem present odarginal call Uber der Anzahl der
durchgefiihrten Chiphybridisierungen, insgesamt 16.

4.6.4 Uberblick tber alle regulierten Gene

Diese groRe Anzahl von Daten auf dem Mikroarrayffeed viele Moglichkeiten und ist
gleichzeitig durch zuséatzliche, fur die eigentlicheagestellung irrelevante Signale limitiert.
Innerhalb eines Organismus finden standig Veramdg der Genexpression, z.B. im Rahmen
des Alterungsprozesses, statt. Viele der gewonngmeBsionsdaten spiegeln somit nur einen
natirlichen Verlauf wider und geben nicht unbedingtuskunft Uber die dem
Mirkoarrayexperiment zugrunde liegende FragestgllWichtig ist deshalb, dass die Qualitats-
und Auswahlkriterien eng gesetzt sind, damit disgage valide ist. Um die Datenmenge noch
weiter einzuschranken, wurde eine mindestens zol@faRegulation der OVA-Gruppe
gegenuber der PBS-Gruppe als cut-off gewahlt. &erargab sich eine Anzahl von 1644
regulierten Genen (s.u.). Dies entsprach 3,65%adédem Chip vorhandenen Gesamtmenge.
Als nachstes wurde mittels Software ein hierardtescCluster gebildet, welches anhand der
Expressionssignaturen, d.h. ahnlichen Expressitinfen, die einzelnen Gene anordnet
(Abb. 33). Das Cluster kann auf dieser Ebene nashekAussage Uber die Funktionalitat der
dargestellten Gene geben. Die Starke der Regulatioh durch eine Farbskala repréasentiert;
je heller das Rot, desto starker die Regulationeier wichtigsten Aussagen des hierarchischen
Clusters sind die ermittelten Distanzen der eireelRroben zueinander (vertikal angeordnet).
Hieraus lasst sich ein Baumdiagramm generieren, ddastellt, welche Proben verbunden,

d.h. sich &hnlich sind.
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Betrachtet man in der Abbildung die OVA-Gruppezsat sich, dass die erste Aufgabelung des
Baumdiagramms eine Unterscheidung zwischen derekuiakuten) Versuchen, zu den beiden
Langzeitversuchen (intermedidar und chronisch) dgutl macht. Verfolgt man das
Baumdiagramm weiter in den Langzeitversuchen, zi@izweite Aufgabelung hier auch einen
deutlichen Unterschied zwischen der intermediared ghronischen Phase. Das vertikale
Baumdiagramm kann somit zusatzlich als Qualitatskde gewertet werden, da die einzelnen
Proben der unterschiedlichen Zeitpunkte einen oheth Bezug zueinander haben und somit
eine &hnliche Expression zeigen. In der PBS-Grugigt sich dieser Bezug der Gruppen nicht
SO ausgepragt. Das bedeutet, dass in der zeitlidbginderung die einzelnen Gruppen nur eine
geringe Distanz haben. Lediglich die beiden Probden chronischen Versuche bilden eine
separate Abzweigung.

Im horizontalen Baumdiagramm werden die einzelnenégan Beziehung gesetzt. Zur besseren
Visualisierung wurden vier Bereiche definiert (A). Hierbei lassen sich die Bereiche A und B
zusammenfassen, in der vor allem die PBS-Tierelisxtpi Gene (rot) zeigen. Zudem mischen
sich hierbei viele schwarze Anteile, die keinen @¥sthied in der Regulation darstellen. Dies
sind Gene, welche in der PBS-Gruppe reguliert sind in der OVA-Gruppe keine oder nur
geringe Regulation zeigen. Was auffallig ist, déiesRegulationen in der PBS-Gruppe nur sehr
schwach ausgepragt sind, d.h. sehr viele schwardeild& vorhanden sind. In den beiden
Abschnitten C und D zeigen sich Gene, welche in @&A-Gruppe reguliert sind und
entsprechend in der PBS-Gruppe keine oder gersuevarz) Regulation zeigen. Im Abschnitt
C lassen sich keine deutlichen Einteilungen bildes.zeigen sich teilweise Gene, die in der
OVA-Gruppe zu allen Zeitpunkten reguliert sind.dar Gruppe D lassen sich deutlich Gene
abgrenzen, welche in der akuten Phase eine geRegealation und dann in der intermedidren
und chronischen Phase eine starke Regulation zeWjertig ist zu beachten, dass hierbei die
relative Regulation dargestellt wird. Es lasst siomit noch keine Aussage Uber Hochregulation
(Induktion) oder Herunterregulation (Repressioajfén (Abb. 33).

Richtungsweisend in der weiteren Klarung von fie Bragestellung relevanten Prozessen und
normalen Veranderungen der Genexpression kann zispiBl die Varianz in der PBS-Gruppe
sein. Bei der Auswertung der Expressionsdaten wuibderprift, inwieweit Regulationen
innerhalb der PBS-Gruppe stattfinden. Dabei zegjth, dass zwischen allen PBS-Tieren
untereinander nur 340 Gene mindestens zweifachlieegwaren. Dies stellt einen geringen
Anteil an der Gesamtmenge der Gene und damit @riegg Varianz dar. In den oben gezeigten
immunologischen, klinischen und morphologischeraReatern grenzten sich die PBS-Tiere zu

allen Zeitpunkten deutlich von den OVA-Tieren abdumzeigten untereinander keine
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signifikanten Unterschiede. Die Daten der PBS-Twweden daraufhin gepoolt. In den weiteren

Auswertungen werden die Vergleiche der Regulationeerhalb der OVA-Gruppe somit auf

eine gesamt PBS-Gruppe bezogen.
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Abbildung 33: Hierarchisches Clustering der

1644 mindestens zweifach regulierten Gene.
Dargestellt ist die relative Expression bezogen
auf den Durchschnitt der Gesamtregulation.
Die einzelnen Gene sind horizontal angeordnet.
Blau markiert sind horizontal die Beziehungen
der einzelnen Gene untereinander, hier mit den
Buchstaben A — D Bereiche bezeichnet, in
denen Gene &hnliche Expressionsmuster
zeigen. Vertikal als Baumdiagramm die

Beziehung der Proben untereinander.
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4.6.5 Regulationen der einzelnen Phasen
Es folgt die Darstellung der Regulation zu den elnen Zeitpunkten sowie deren
Schnittmengen und die Gesamtschnittmenge. Es nesiith zu allen Zeitpunkten 263 regulierte
Gene. Spezifisch unterschieden sich zu den einzeKastpunkten: akut 137 Gene, in der
intermediaren Phase eine deutlich angehobene Anzahl621 Genen und im Verlauf der
Chronifizierung noch 111 Gene (Abb. 32).

akut intermediar

1644 /+ 26107 = 27751

present und
marginal calls

chronisch

Abbildung 32: Venn-Diagramm der gegeniber der PBS-Gruppe (dBpom mindestens zweifach regulierten
Gene wahrend der einzelnen Phasen, sowie derenittBdmgen. Rot der Zeitpunk akut jeweils mit den
Schnittmengen zu den anderen Zeitpunkten. Analég:gntermediar und blau: chronisch. Von den 27.@&hen
mit present oder marginal call zeigten 1.644 eimeifache Regulation. Anmerkung: Die Farbcodierung z
Ubersichtlichkeit nicht entsprechend der sonst eeeten Farbmuster der zeitlichen Gruppen.

Die im Venn-Diagramm dargestellten verschiedenerglMbkeiten der Regulation lassen sich
anhand eines binarischen Codes als ein vereinfa@dieema darstellen: 1 entspricht mindestens
zweifach reguliert und O entspricht weniger als itagd reguliert. Daraus ergibt sich, wenn man
die Experimente im zeitlichen Verlauf akut-intern@echronisch anordnet: 1-0-0 eine
Regulation in der Akutphase, entsprechend 0-1-Geinintermediaren Phase und 0-0-1 in der
chronischen Phase. Um zu verstehen, welche Promestn einzelnen Phasen ablaufen, muss
eine Aussage Uber die hoch- (up-regulated) undnbemegulierten (down-regulated) Gene
getroffen werden und diese bestimmten FunktionggFnzugeordnet werden. Die funktionellen
Annotationen wurden mit Hilfe der Onlinedatenb@kVID erstellt (Denniset al 2003, Huang

et al. 2009).

In der akuten Phase, entsprechend 1-0-0 wurdenl@ori37 regulierten Genen 80 hoch- und 57
herunterreguliertDAVID bietet die Moglichkeit, die Gene als allgemeind®i€ von Prozessen

in Bezug auf ihre Haufigkeit darzustellen und Patjsvzuzuordnen. Bei der Pathwayanalyse
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werden u.a. auf Daten, der auch unten verwendetdmedatenbankKEGG zuriickgegriffen.
Von den induzierten Genen in der Akutphase fandelm am haufigsten die dem Zellzyklus
zugehdrigen Gene mit insgesamt 10,13% aktiviert.s Atweites wurden Cytokin-
Cytokinrezeptor-Interaktionen mit 6,33% und Gene Hamopoetischen Zelllinie mit 3,8%
induziert. In der Chartdarstellung v@»AVID, welche Uberdies auf d@OTERM Datenbank
zurtckgreift, waren vor allem Bindungsgene, allgemezellulare Prozesse und intrazellulare
Organellen vertreten. Gene der Immunantwort wundlen in der Gruppe ,response to stress”
aufgefuhrt, die Cytokin-Cytokinrezeptor-Interakt@m sowie teilweise Gene aus der Gruppe
~JImmunantwort® waren hier mit inbegriffen. Tabell2 zeigt die dieser Gruppe zugehdrigen
Genen. Als weiteres Beispiel zeigte sich TNFaipénr necrosis factor alpha induced protein 6
1418424 at) nur im akuten Modell reguliert

Tabelle 12: Gene aus der Gruppe ,Antwort auf zellularen Stressn akuten Modell in absteigender
Regulationsstarke.

folds gegentiber PBS  Antwort auf zellularen Stress ésponse to stress) 13,92% / 12 Gene

4 CXCL10 (chemokine (C-X-C motif) ligand 10, 1418928) 3,21 (+0,31)
CXCL1 (chemokine (C-X-C motif) ligand 1, 1419209) at 3,12 (+0,55)
Interleukin 6 (1450297_at) 2,78 (+0,12)
Rad541 (RAD54 like (S. cerevisiae), 1423123 at) ,782£0,50)
IL2ra (interleukin 2 receptor, alpha chain, 142068 2,38 (+0,40)
Exol (exonuclease 1, 1418026 _at) 2,33 (x0,14)
CCR2 (chemokine (C-C motif) receptor 2, 1421186 _at) 2,30 (x0,05)
Rfc5 (replication factor C (activator 1) 5, 1452940 2,14 (+0,01)
Ccr2 (chemokine (C-C motif) receptor 2, 1421187 _at) 2,12 (x0,12)
TIrl (toll-like receptor 1, 1449049 _at) 2,12 (40)

2 Pttgl (pituitary tumor-transforming 1, 1438390_3%_at 2,05 (+0,14)
Ligl (ligase |, 1416641 _at) 2,02 (x0,12)

Unter den herunterregulierten Genen fand sich temader MAPK (mitogen activated protein
kinase) Signalpathway. Zu diesem gehdrt unter amileFos (FBJ osteosarcoma oncogene,
1423100_at) sowie Pla2g4e (phospholipase A2, gihdtp 1429862 at). Der MAPK Pathway
spielt in verschiedenen zellularen Prozessen wBe kei der Proliferation, Differenzierung,
Uberleben und Apoptose eine wichtige Rolle. Zudemden Gene herunterreguliert, welche bei
molekularen Bindungen wie Metall-, lonen- und Kagabindungen mitwirken. Auch wurden
im Rahmen der Zellhomobostase metabolische, biatbgisund zellulare Teilungsprozesse

supprimiert.
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In der intermediaren Phase 0-1-0 waren 240 Genke-how 381 Gene herunterreguliert. Neben
Membranprozessen mit 41,78% (89 Gene) wurden augbofroteine mit 27,7% (59 Gene)
induziert. In einer weiteren funktionellen Grupper &elldifferenzierung mit 15,2% (32 Gene)
zeigte Pdcdl (programmed cell death 1, 1449835e8gt)der Apoptose zugeordnetes Gen mit
die starkste Induktion von 4,82 (x2,96) folds. Hwmureguliert zeigte sich der wnt
Signalpathway, welcher in der Zellproliferationarkgion eine wichtige Rolle spielt. Zudem
waren Anteile des Aktincytoskeletts, hier zum BebkpCnn3 (calponin 3, 1456380 x_at)
herunterreguliert.

Als weiteres Regulationsmuster steht 0-0-1 fir dRegulation nur in der chronischen Phase.
Hier fanden sich von den 111 regulierten Genen 88hh und 73 herunterreguliert. Den
induzierten Genen liel3 sich Uber KEGG ein Pathway léukozytaren transendothelialen
Migration zuordnen. Hier zeigte Ncfl (neutrophiltasolic factor 1, 1451767 _at) die starkste
Regulation mit 2,09 (x0,02) folds. Zudem konntearvizene (11,11%) apoptotischen Prozessen
zugeordnet werden, hier z.B. Bcl2ala (B-cell leulediymphoma 2 related protein Ala,
1419004 _s_at) mit 2,2 (+0,18) folds. Herunterrezytdi Pathways waren Calzium assoziierte
Signalwege sowie die oxidative Phosphorylierung. Atdrksten supprimiert zeigten sich
zinkabhangige metabolische Prozesse. Betrachtetdmavon uns gewéhlten Mausmodelle als
einzelne Experimente, ist die Darstellung zu dewzednen Zeitpunkten sinnvoll. Jedoch ist es
besonders wichtig, den Verlauf der Krankheit zudmtten, um damit einen Uberblick ber die
Dynamik der Regulation zu bekommen. Hierdurch lasseh molekulare Signaturen entdecken.
Eine Hilfe kann hierbei das bereits oben gezeigtektionelle Cluster sein. Es zeigt sich
deutlich, dass Gene, welche isoliert zu einzelneitpdnkten reguliert sind, kaum sichtbar sind.
Was auch an den relativ geringen Regulationsindieze§senen, die singuldr zu einem Zeitpunkt
reguliert sind, zu sehen ist. Tatsachlich liegasdibei maximal knapp tber sechs folds.

In der Darstellung im oberen Teil des Abschnittsvibd deutlich, dass ein erheblicher Teil der
Gene eine besonders starke Regulation im intermeediand chronischen Modell enthalt. Auch
im vertikalen Baumdiagramm zeigten die beiden Laitgersuche eine besondere Nahe. Gene,
welche Uber die gesamte Zeit reguliert sind, zeigieh im mittleren Teil des Abschnitts C. Es
ist daher sinnvoll, die im Venn-Diagramm dargestell Schnittmengen, Regulation in der
intermediaren und chronischen Phase (0-1-1), satiee Gesamtschnittmenge (1-1-1) zu
betrachten.
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4.6.6 Interessante Expressionsmuster

In der 0-1-1 Variante, also bei Genen, welche deguRation zu den Zeitpunkten intermediar
und chronisch entsprechen, zeigten sich 162 Geqndiee, hiervon 133 up und 29 down. Die
Lunspezifische Antwort auf Stimulus” (response twnsllus) und ,allgemeine Immunantwort*
machen hiervon den grof3ten Teil aus und sind miizbi24 Genen (18,18%) vertreten. In der
KEGG Pathwayanalyse finden sich die Cytokin-Cytogaeptor-Interaktionen mit 6,06%
(8 Gene). Am Starksten reguliert zeigt sich Igkiftmunoglobulin kappa chain variable 1 V1;
1452536 _s_at), welches u.a. auf B-Zellen exprimwartd. Hier zeigte sich ein Anstieg auf
106 (x15,5) folds in der intermedidren Phase unéreleichten Riickgang auf 66 (+14,5) folds
im chronischen Modell. Des Weiteren finden sichsehredene Kettenanteile von Ig-M und Ig-G
Antikdrpern unter den stark regulierten Genen (2gB-V28, Igh, Igh-6, Igk, Igh-3 u.a.). Auch
SLPI (secretory leukocyte peptidase inhibitor) ukaleml (ER degradation enhancer,
mannosidase alpha-like 1) fanden sich in diesep@ys.u.). Sechs Gene (4,55%) lassen sich
der Gruppe der Wundheilung (response to wounding)rdnen. Hier zum Beispiel Sppl
(secreted phosphoprotein 1 / Osteopontin, 14492h4Gene, die in der intermediaren und
chronischen Phase herunterreguliert waren, liefdn dem allgemeinen Zellzyklus und dem
zellularem Transport zuordnen.

In der Schnittmenge 1-1-1, also der Regulation tkenaZeitpunkten, fanden sich insgesamt
263 Gene reguliert, hiervon 246 up und 17 down. edebllgemeinen Zellprozessen wie
Bindung, Signaltransduktion und Phosphorylierungtee sich hier ebenfalls vor allem Gene
der Gruppe ,response to stimulus® (23,15%; 50 Gene) ,Immunantwort” (15,74%; 34 Gene),
sowie der .extrazellularen Matrix®, abgekurzt ECM2(22%; 28 Gene) induziert. Den
intrazellularen Prozessen zugeordnet fand sich @dg2a (Cell division cycle 2 homologe a,
1448314 at, Sym: CDK1) zu allen Zeitpunkten reguliem Verlauf zeigte Cdc2a eine
Abnahme der Expression von akut 8,12 (x4,3) Ub&4 $+3,2) in der intermediaren Phase auf
4,74 (x2,6) folds im chronischen Modell. In der Gpe der ECM zeigte sich die starkste
Regulation bei Earll (eosinophil-associated ribtase A family member 11; 1425295 at) mit
401 (£166) folds in der intermediaren Phase. Aualkseguliert, vor allem in der intermediaren
Phase, zeigte sich Mmp12 (Matrix metalloendopepedb2; 1449153 at) mit 6,8 (+0,46) folds
im akuten, 36,5 (+4,4) folds im intermediaren ulgbl(+1,03) folds im chronischen Modell. Als
weitere Metalloendopeptidasen war Mmp19 (14219%7zatallen Zeitpunkten hochreguliert
(akut 2,18 (+0,41), intermediar 5,58 (x0,85) undoctisch 2,4 (+0,16) folds). Als Gegenspieler
zu den Metalloendopeptidasen findet sich Timplsgis inhibitor of metalloproteinase 1,

1460227 _at). Diese zeigte sich in unseren Versuchezeitlichen Verlauf absteigend reguliert,
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akut 9,2 (£7,2) folds, intermediar 5,7 (x0,16) ®land im chronischen Versuch noch 1,9 (£0,17)
folds. Als mogliches Target wurden LCN2 (lipocalin 1427747 _a_at) durch mehrere Studien
protektive Effekte auf inflammatorische Vorgange dar Lunge zugeschrieben, hierbei u.a.
durch Inhibition von bakteriellem Wachstum. Einespiwe Regulation von LCN2 fand sich in
unseren Mikroarraydaten zu allen Zeitpunkten, m@ 2+0,12) folds im akuten Modell,
2,5 (x0,3) folds in der intermediaren Phase undchmonischen Modell mit 3,7 (+0,64) folds.
Eine Auswahl an weiteren Genen aus der Gruppe qresp to stimulus”, welche zu allen
Zeitpunkten reguliert waren und einen Peak im mestidren Modell zeigten, sind in Tabelle 13

dargestellt.

Tabelle 13 Auswahl an Genen aus der Gruppe: ,responsertabts”. Insgesamt 23,15%, 50 Gene. Darstellung in
absteigender Regulationsstarke bezogen auf dieriatiare Phase.

Regulation in folds
akut intermediar chronisch

431,0 (+120) 374,0 (+117) 66,0 (¢56) Chi3l4 (chitie 3-like 4, 1425450 _at)
14,4 (£11,0) 44,4 (+40,8) 29,1 (x26,6) Ern2 (ERtmleus signalling 2, 1450139 _at)
5,0 (+0,08) 41,7 (#15,7)  10,5(+2,2)  Mcptl (Mastgebtease 1, 1422352_at)
10,9 (+2,4) 15,7 (+3,5) 6,0 (+2,2)  Scin (Scindefin50276_a_at)

4.6.7 Pathwayanalysen

Die KEGG Pathwayanalysen viBAVID zeigten allgemein den Cytokin und Cytokinrezeptor
Pathway mit 5,56% (12 Gene), den Zellzyklus mi7401(9 Gene), die Complementkaskade mit
3,24% (7 Gene) sowie den p53 Pathway mit 2,78% €6e@) mit den induzierten Genen
assoziiert. Es folgt eine weitere Auswahl der algutiert gefundenen Pathways, mit Angaben
Uber den jeweiligen zeitlichen Verlauf der einzeligene. In der ersten Darstellung, Abbildung
34, findet sich der Toll-like Rezeptor (TLR) Pathywasowie der Interferon-beta vermittelte
Pathway tber Statl. Toll-like Rezeptoren spielere evichtige Rolle in der angeborenen und
adaptiven Immunantwort. Es werden zehn Rezeptorejeweils ihren Liganden unterschieden.
In unseren Experimenten zeigten sich TLR1 (1449899und TLR3 (1422781 _at) reguliert.
Der TLR1 (auch 2, 6 und IL1-Rezeptor genannt) winter anderem uber Lipoproteine aktiviert
und vermittelt via NFkappaB (nuclear factor kappp iflammatorische Cytokine wie IL6,
TNFalpha, IL-1beta und IL-12. TLR3 induziert via AR (interferon regulatory factor 3)
Interferon beta, welches Uber die Signalkaskadtl &ta CXCL10 und CXCL9, chemotaxische
Effekte auf T-Zellen austibt (KEGG Pathways).
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Abbildung 34: Toll-like Rezeptor und Jak-Stat Signal Pathwagrbich dargestellt ist die Regulation zu den
einzelnen Zeitpunkten (gelb = akut, braun = inteti@eund rot = chronisch). Ein Balken bedeutet &eRegulation
zu diesem Zeitpunkt erfasst.

TLR1, 2, 4, 5 sowie 6 werden vor allem durch baktler Bestandteile und deren extrazellulare
Pathogene wie Lipoproteine und von LipopolysaceridLPS) induziert. TLR3, 7, 8 und 9
welche intrazelluldr lokalisiert sind, reagierenf antrazellulare Pathogene wie Viren und
Nukleinséduren.Toll-like Rezeptoren werden auf einer Vielzahl vdellen, welche in der
allergischen Reaktion beteiligt sind, wie Mastzgll&-Lymphzyten, mononukledre Phagozyten
und bestimmten dentritischen Zellen (DCs) exprimiglierbei spielen DCs vor allem in der
Initiierung der Immunantwort eine entscheidendel&kdBei allergischen Patienten wurde z.B.
eine vermehrte Ansammlung von DCs in der nasalehbuonchialen Mukosa festgesteNtach
Antigenphagozytose und —prozessierung wandern DCkymphknoten ein und rufen tber
CCR7 (CC chemokine rezeptor 7) eine T-Zellantwaatvbr. In unserem Modell zeigte der
CCL7 (CC chemokine ligand 7, 1421228 at) einen wmr Akutphase aus abfallenden
Regulationsverlauf (s.u.). Bei der Pragung der Tedein Richtung TH sind die beiden
Oberflachenmolekille OX40 Ligand und CD86 (14204@4van entscheidender Bedeutung.
CD86 fand sich wie folgt reguliert: akut 1,6 (x0)2itermediar 2,6 (x0,18) und chronisch
1,6 (£0,12) folds. Die Primung zu T-Regs wird vor€® tber ICOS (inducible T-cell co-
stimulator, 1436598 at) und IL-10 (Interleukin 1@50330_at) gesteuert. ICOS fand sich akut
mit 2,02 (+0,15) folds, intermediar fast gleich nditl (+0,18) folds und chronisch noch mit
1,8 (x0,07) folds reguliert. IL10 zeigte im Regudaisverlauf einen Peak in der intermediaren
Phase (s.u.). In einem low-dose LPS-Modell als lathaes Allergen konnte gezeigt werden,
dass die Aktivierung von dendritischen Zellen viallTike Rezeptoren zur Auspragung einer
TH, Antwort via TLR4 ablauft (Dueet al. 2006). TLR4 zeigte sich in unseren Versuchen nicht
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reguliert. Am Ende der TLR-Kaskade stehen untereemd die inflammatorische Interleukine
IL-6, IL-12, IL-1-beta und TNF-alpha. Die Einwandeg der Eosinophilen in die Lunge bei der
allergischen Inflammation zeigt sich unabhangig Woi6. Jedoch war IL-6 in einem Modell
eines inhalativen Allergens entscheidend fir die kd&hypersekretion, sowie
Becherzellhyperplasie. AulRerdem korrelierte es linit3 Leveln, welches als Hauptinduktor
von Muzin Glycoproteinen gilt (Neveet al. 2009). In unseren Versuchen zeigte sich IL-6 in de
akuten und intermediaren Phase reguliert, diesognalum histologischen Scoring der
Becherzellhyperplasie. TNF-alpha zeigte sich nigguliert, jedoch Tnfaip6 (tumor necrosis
factor alpha induced protein 6, 1418424 at) mieeim Verlauf abfallenden Regulation, von
2,1 (20,13) akut auf 1,2 (+0,15) folds im chronisnhModell. In der TLR3 Kaskade findet sich
IRF3 (Interferon regulatory factor3), welcher inseren Versuchen keine Regulation zeigte.
Jedoch zeigte IRF4 (1421173_at), welcher eine baidende Rolle in der Induktion der TH
Antwort spielt, folgende Regulation: akut 3,0 (#8),Xolds, intermediar 10,3 (x0,64) folds und
chronisch 5,5 (x0,87) folds. IRF4 hat neben demdénden Effekt auch noch eine regulierende
Komponente Uber T-Regs und die Unterdrickung derAmtwort (Zhenget al. 2009).

Im Ablauf der allergischen Reaktion spielen versdene Entziindungszellen eine wichtige
Rolle. Als Haupteffektorzellen der eosinophile Grmayt und die Mastzelle sowie regulativ
wirkende Zellen wie Thl Zellen und B-Zellen, welche als Plasmazellen die die Typ |
allergische Reaktion wichtigen Immunglobuline fedien. In Abbildung 35 wird der B-Zell-
Rezeptor Pathway und die Complement Kaskade mitideimseren Versuchen gefundenen
Regulatoren beschrieben. Die Ig-alpha und Ig-betspeechen den CD Antigenen CD79a und b,
welche einen Teil des B-Zell-Rezeptors bilden. Seten sich in fast allen Phasen reguliert.
CD79a (1418830_at) akut 1,5 (£0,31), intermedi& (20,48) und chronisch mit 1,4 (x0,39)
folds. CD79b (1417640 _at) akut 1,8 (x0,5), interrae@,1 (+0,4) und chronisch mit 1,7 (£0,56)
folds. Als Co-Stimulator CD19 (1450570 _a_at), aki§ (+0,45), intermediar 2,2 (+0,57) und
chronisch 1,4 (£0,36) folds. Dieses wird auch aehdtitischen Zellen exprimiert und wirkt
regulativ auf T-Zellen (Manlapaet al. 2007). Die weitere Kaskade verlauft Uber Pi3K
(phosphoinositide-3-kinase), mit dem PolypeptidhalgPi3kca, 1453134 at) welches bei der
Apoptose, Zellproliferation und vermutlich via Théta bei der Gewebsfibrose beteiligt ist.
Pi3kca zeigte sich in unseren Versuchen heruntelregsy akut -1,1 (£0,05), intermediar
-2,4 (£0,27) und chronisch -1 (x0,01) folds. Un@Kig (1422707_at), dem Gammapolypeptid,

welches bereits bei der allergeninduzierten Atensivé@gmmation und dem Remodeling
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beschrieben wurde (Lirat al. 2009). Pi3kcg zeigte eine positive Regulation,tdkd (+0,12),
intermediar 2,7 (x0,08) und chronisch 1,8 (+0,Xdyl$.

BLNK (b-cell linker, 1451780_at) wirkt via IL-7 negjiv auf JAK3 und verlangert damit das
Uberleben von B-Zellen (Nakayansaal 2009). BLNK war mit 1,98 (+0,45) im akuten Modell
mit 4,4 (x0,5) im intermedidren Modell und chrorisgoch mit 2,96 (+0,63) folds reguliert.
SYN (spleen thyrosin kinase, 1425797_a_at), welassentiell zum Erhalt der allergischen
Reaktion ist (Mazucet al. 2008), war wie folgt reguliert: akut 1,3 (x0,07ptermediar
2,1 (£0,29) und chronisch 1,2 (x0,09) folds. Dernifdex aus MALT1 (mucosa associated
lymphoid tissue lymphoma translocation gene 1, 0885at) und BCL10 (B-cell leukemia
/lymphoma 10) reguliert, Uber NF-KappaB, ZytokineduDC-Proliferation im Knochenmark
(Goodridgeet al. 2009), sowie die NK-Aktivierung (Grosst al. 2008). MALT1 zeigte eine
leicht ansteigende Regulation im zeitlichen Verlaoh 1,7 (x0,12) Uber 1,98 (+0,26) auf
2,0 (£0,08) folds im chronischen Modell. BCL10 wacht reguliert, jedoch zeigte sich BCL2A
(1419004 _s_at), welches vor allem anti-apoptotiseh B-Zellen wirkt (Banerjeet al. 2008)
ebenfalls reguliert, akut 1,9 (x0,01), intermedid@®6 (+0,21) und chronisch 2,2 (+0,18) folds.
Unter den Co-Inhibitoren findet sich LILRB3 (PIR-Bukocyte immunoglobulin-like receptor,
subfamily B, member 3), welcher neben B-Zellen aaghGranulozyten, Makrophagen und auf
Eosinophilen exprimiert wird. Bei den Eosinophilanrkt er inhibitorisch auf die Eotaxin
vermittelte Chemotaxis und ist bei Allergenkontaktstarkt exprimiert (Munitzt al. 2008).
AulRerdem wirkt LILRB3 auf Ptpn6 (protein tyrosinegsphatase, non-receptor type dessen
supprimierende Rolle in der Inflammation noch niganz geklart ist (Oket al. 2009). Eine
Regulation von LILRB3 konnten wir nicht nachweisededoch zeigte sich LILRB4
(1420394 _s_at) in der Akutphase auf 1,6 (£0,16grmediar auf 2,2 (x0,21) und chronisch auf
2,4 (x0,12) folds reguliert. LILRB4 wirkt ebenfallshibitorisch auf natirliche Killerzellen
(NKs) und Mastzellen (Wangt al. 2000). Weiter inhibierend auf die B-Zellaktiviegimwirken
Signale Uber Fcgr2b (Fc receptor, 1g-G, low affinilb, 1451941 a at), welcher in der
Akutphase auf 3,9 (£1,2), intermediar auf 5,4 (8),%nd chronisch auf 3,7 (x0,02) folds
reguliert war. In der weiteren Signalkaskade whidrdurch Inpp5D (inositol polyphosphate-5-
phosphatase D) hemmend auf die TLR4 vermitteltenmiatorische Antwort (At al 2005)
und auf die Phagozytoseeigenschaften von Makrophd@®ms et al. 2009). In unseren
Versuchen zeigte sich Inpp5f (inositol polyphosphaiphosphatase F, 1447757 _x_at)
herunterreguliert, akut -1,2 (£0,05), intermedia9-(+0,48) und chronisch -1,2 (+0,03) folds.
Weiter zeigte sich Typ 22 der Protein-Thyrosine$fiiatasen (Ptpn22, 1417995 at) akut auf
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1,5 (x0,33), intermediar auf 4,5 (x1,1) folds uridanisch noch auf 2,1 (x0,21) folds reguliert.
Die Funktion von Ptpn22 ist noch nicht beschrieben.

B - Cell Receptor Signaling Pathway
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Abbildung 35: B-Zell-Rezeptor Pathway und Complement Kaskaded{fiagert nach KEGG Pathways Kanehisa
Laboratories). Farblich dargestellt ist die Regalazu den einzelnen Zeitpunkten (gelb = akut, braiintermediar
und rot = chronisch). Ein Balken bedeutet keineuRe@®n zu diesem Zeitpunkt erfasst.

Neben dem B-Zell-Signal-Pathway findet sich in ABbng 35 das Complementsystem, welches
zusammen mit den TLRs die zwei zentralen Arme dgeborenen Immunitat bildet und eine
Verbindung zur spezifischen Immunantwort darstélies findet zum einen durch die Wirkung
auf B-Zell-Aktivitdat und zum anderen Uber antigeigantierende Zellen (APC, antigen
presenting cells) und die damit verbundene Beessilng von IL-12, als immunregulatorisches
Interleukin, statt. Eine wichtige Rolle des Compdansystems findet sich zusatzlich noch bei
der Anaphylaxie. Die Aktivierung der Complementkad& findet, wie in Abbildung 35
dargestellt, Uber verschieden Faktoren, wie z.Bigén-Antikorper-Komplexe und auch direkt
durch Allergene wie z.B. die der Hausstaubmilm-p3 / -f3 statt. Der C3/C3a Pathway ist ein

entscheidender Faktor zur Ausbildung einer Atemivggsrreaktivitat, durch Triggersubstanzen
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und Noxen aus der Umwelt. C3aR1 (Complement C3aeRerl) wird auf verschiedensten
Zellen, u.a. den Luftwegsepithelien und glatten kélezellen des Bronchialsystems (SMC,
smooth muscle cells) exprimiert und dient als Se$dlrezeptor in der allergeninduzierten
Complementkaskade. C3aR1 defiziente Mause zeigieh & einem Hausstaubmilben-
Asthmamodell gegentber der THmmunantwort geschitzt (Zangt al. 2009). C3aR1
(1442082_at) zeigte sich in unseren Versuchen akiu8,1 (+0,08), intermediar auf 4,1 (+0,51)
und chronisch auf 3,5 (+0,37) folds reguliert. Dékeiteren zeigten sich die Anteile der
Antikorper-Antigen-Komplexe Clga (1417381 _at) akamf 2,5 (x0,06), intermediar auf
2,7 (x0,07) und chronisch auch auf 2,5 (£0,05) dpldowie Clgb (1417063 at) akut auf
2,9 (x£0,25), intermediar auf 4,3 (x0,3) und chrehisauf 3,2 (x0,13) folds reguliert.
Complementfaktor 3 (1423954 _at) zeigte sich wigtfokguliert: Akut 2,2 (x0,26), intermediar
2,9 (x0,21) und chronisch 1,8 (x0,06) folds. Commdat factor D (Adipsin, 1417867 _at) eine
Serinprotease, als Teil des alternativen ComplerRattiways, welche auch von Makrophagen
exprimiert wird, zeigte sich herunterreguliert: Akd,6 (£3,44), intermediar -1,&0,34) und
chronisch -2,9 (x1,37) folds. Der ComplementfaktdC3B/C4B Inaktivator, 1418724 at) als
hemmender Teil des Complementsystems zeigte sienfals reguliert: Akut 2,6 (x0,82),
intermediar 5,2 (x0,56). Die Regulation fiel in dghronischen Phase wieder auf 2,7 (x0,35)
folds ab.

4.6.8 Expressionsmuster von zellularen Botenstofie

Die Vermittlung und Aufrechterhaltung immunologischProzesse und damit der allergischen
Reaktion findet Uber verschiedene Botenstoffe .sta#t lieRen sich 177 Gene der Gruppe
zuordnen, welche Cytokine und Vermittlung der Imm@wiwort sowie Chemotaxis

reprasentieren. In den folgenden Tabellen wird ehuswahl von Botenstoffen: Cytokine,

Interleukine, Tumornekrosefaktoren und deren Rexept mit den gefundenen

Expressionsmustern dargestellt (Tabelle 14-16). Dklassischen proinflamatorischen

Interleukine IL-4, IL-5 und IL-13 konnten mittelsikfoarray nicht nachgewiesen werden; diese
Interleukine wurden durch gPCR Uberprift. DieseeBrgsse finden sich unter 4.7.2.

Tabelle 14 Regulationen von einer Auswahl von Chemokinerseigiedener Motive (CC und CXC Motiv) zu den
einzelnen Zeitpunkten.

Chemok!ne Probe Set ID akut intermediar chronisch
CC Motiv
CCL-8 1419684 at 23,8 (x0,41) 58,7 (x13,40) 37,1 (x1,40)
CCL-11 1417789 at 10,3 (£5,20) 28,7 (£5,70) 7,9 (1,30)
CCL-9 1448898 at 5,3 (¥0,05) 9,3 (x2,60) 5,1 (£1,40)
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Chemokine
CC Motiv

CCL-22

CCL-17

CCL-12

CCL-7

CCL-6

CCL-2

CXC Motiv

CXCL-5
CXCL-13
CXCL-12
CXCL-9
CXCL-1
CXCL-10

Interleukine /
Rezeptoren
IL-10
IL-6
IL-17a
IL-7
Interleukine /
Rezeptoren
IL-1r2
IL-7r
IL-2 ra

Probe Set ID

1417925 _at
1419413_at
1419282_at
1421228 _at
1420249 _s_at
1420380_at

Probe Set ID

1419728_at
1417851 _at
1448823 _at
1418652_at
1457644 _s_at
1418930_at

Probe Set ID

1450330_at
1450297 _at
1421672_at
1422080_at

Probe Set ID

1419532_at
1448575_at
1420691_at

akut

7,7 (+0,39)
8,3 (+2,60)
7,3 (+1,00)
8,1 (+1,90)
2,1 (0,11)
5,5 (+0,98)

akut

9,2 (5,90)
5,4 (+0,75)
1,8 (0,14)
4,6 (+0,46)
4,5 (+1,90)
3,2 (+0,31)

akut

1,6 (+0,28)
2,8 (+0,12)
1,3 (0,26)
1,7 (20,59)

akut

1,9 (0,75)
1,2 (20,22)
2,4 (0,40)

intermediar

9,0 (+3,60)
5,2 (+1,20)
5,7 (+2,30)
3,5 (+0,07)
2,5 (+0,26)
2,4 (+0,44)

intermediar

9,4 (+1,90)
4,8 (+1,40)
2,8 (+0,32)
3,0 (+0,46)
2,4 (+0,39)
1,3 (0,19)

intermediar

4,6 (+0,38)
1,6 (+0,09)
1,4 (+0,07)
-1,6 (+0,21)

intermediar

3,9 (+1,20)
2,2 (+0,43)
1,6 (20,39)

chronisch

2,5 (8),0
2,3 (20,4
4,1 (8),4
1,4 (0,10
3,909,

1,3 (+0,03

chronisch

8,0 (1,3
2,5 09),
2,164,
2,9 (8.6
2,319
1,2 (80,

Tabelle 15:Regulationen einer Auswahl von Interleukinen uackd Rezeptoren zu den einzelnen Zeitpunkten.

chronisch

2,6 (+0,38
1,3 (20,07)

2,6 (£,0
1,9 (20,51

chronisch

1,7 @)
1,3 (.2
1,1 (0,

Tabelle 16 Regulationen einer Auswahl von Tumornekrosefakiound deren Rezeptoren zu den einzelnen
Zeitpunkten.

Tnf-Liganden /

Probe Set ID akut intermediar chronisch
Rezeptoren
Tnfsf-13b 1460255 at 2,2 (x0,60) 2,9 (x0,14) 1,0,2b)
Tnfsf-13b 1445251 at 1,5 (x0,14) 2,1(x0,14) 1,0,0b)
Tnfsf-8 1450272_at 1,5 (x0,01) 1,9 (x0,09) 2,0 1),
Tnfrsf-9 1460469 at 6,5 (£1,70) 6,5 (£1,33) 3,2,¢48)
Tnfrsf-13b 1423182_at 1,5 (x0,27) 3,0 (0,29) 20,82)
Tnfrsf-13c 1419307 _at 1,3 (£0,02) 2,1 (+0,16) 16,20)

4.7 Uberprifung der Mirkoarraydaten

Um die aus den Mikroarrayexperimenten gewonnendrrDau validieren, wurde eine Auswabhl
von Genen mittels Tagm@nuberprift. Der Vergleich der Expression wird irestr Methode
der quantitativen PCR Uber einen internen Stan@dolisekeeper) gestellt, welcher fur jedes

Gewebe spezifisch ausgesucht werden muss.
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4.7.1 Bestimmung eines Housekeepers

Fur valide Aussagen uber die Regulation von bestennGenen zweier Gruppen bendétigt man
eine stabile Bezugsgrol3e, welche moglichst von r@al3¢eranderungen unbeeinflusst bleibt.
Mit Hilfe des geNorn® Kits wurden zwoélf verschieden Housekeeper getebtedem Kit sind
die Primer und Probes der Housekeeper, sowie eilnéisual Basichasierende Anwendung fir
Microsoft Excel enthalten. Die verwendeten Sequenzen werden raolgegeben. Die im
Programm enthaltene automatisierte Analyse, durclelche die durchschnittliche
Expressionsstabilitat (M) der verschiedenen Gerecknet wird, basiert auf der Annahme, dass
die Housekeeper in jeder Probe gleichmalig exprimierden. Es wurde auf 16 Proben
getestet, von denen acht behandelt und acht untéelhamaren. Durch den Vergleich jedes
einzelnen Gens mit allen anderen lasst sich ereghwelche Gene am stabilsten exprimiert
werden. Es zeigten sich CYC1 (Cytochrome C1), égktEonentransporter der mitochondrialen
Zwischenmembran und RPL13A (ribosomal protein @f ldrge subunit 13A), ein Protein der
grof3en ribosomalen Untereinheit als die beidenilstab Housekeeper, mit jeweils einer
durchschnittlichen Expressionstabilitéat (M) vonD(Abb 36).

durchschnittliche Experssionstabilitat der Referen zgene

13

1.2 ma,
1,1 A

1
0,9 4
0,8 4
0,7 4

0,6

Durchschnittliche Expressionstabilitat M

0,54

0,4 50,41

B2M GAPDH EIF4A2 UBC ATPS5B CANX ACTB SDHA YWHAZ  18sRNA CyC1
RPL13A

< geringe Expressionstabilitat hohe Expressionstabilitat >

Abbildung 36: grafische Darstellung der automatisierten Analysttels der geNori@-Software. Durchschnittliche
Expressionsstabilitaten (M) der mit dem Set getestReferenzgene.

Von den beiden Housekeepern wurden Primer (forwerd reverse), sowie eine Hex-Tamra
markierte Probe generiert. Im Anschluss wurden Effezienzen der Primer getestet. Wie in
3.5.3 gezeigt, entspricht eine Steigung (m) vor823iner Effektivitat der Primer von 100%.
Die Steigung von CYC1 lag bei —3,18, die von RPL13A —3,15. Sie zeigten somit eine gute
Effektivitat.
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4.7.2 Uberprifung ausgewahlter Gene mittels Tagma®

Als klassische proinflammatorische Interleukine aegr IL-4, IL-5 und IL-13 gezahlt. In den

Mikroarrayuntersuchungen konnten diese nicht nastegen werden, weshalb eine gPCR
durchgefuhrt wurde. Es zeigte sich bei IL-4 und5IlLanalog zu den in den klinisch-
immmunologischen Parametern der Inflammation eisti®g in der Akutphase mit einem Peak
zum intermedidren Zeitpunkt und in der Chronifiaiey ein Abfall der Regulation. IL-13 zeigte
Uber die Zeit einen abnehmenden Verlauf. Als Hoespkr wurde CYC1 verwendet (Abb. 37).

IL-4 IL-5

45

1,33

RN BRI

akut intermediar chronisch akut intermediar chronisch

IL-13

80

60 69,07 Abbildung 37: Regulation der dem Asthma
bronchiale zugeordneten Interleukine im zeitlichen

10 Verlauf. Gelb: Akutphase, Braun: Intermediare Phase
Rot: chronische Phase (1). Dargestellt: Regulagisn

" folds gegeniuiber der PBS-Kontrollgruppe.

: T 007

akut intermediar chronisch

Neben den proinflammatorischen Interleukinen wurdenRegulationen weiterer Gene, die an
der Pathogenese des Asthma bronchiale beteiligt simd interessante Expressionsmuster
zeigten, Uberpruft. Hierfir wurde als erstes SLBéc(etory leukocyte peptidase inhibitor,
1448377_at), ein potenter Serin-Protease-Inhibatiasgewahlt. SLPI wurde im funktionellen
Clustering der Gruppe der sekretierten Gene unded&nazellularen Matrix zugeordnet. Im
Tagma® lie sich das Expressionsschema bestéatigen. Vorgetingen Aktivierung in der
Akutphase, mit einem starken Anstieg in der intafi@en Phase und einem erneuten Abfall im
weiteren Verlauf der Chronifizierung (Tabelle 17).
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Tabelle 17:Vergleich der SLPI mRNA Expression bei Messungéteta Mikroarray und qPCR.

SLPI akut intermediar chronisch
Mikroarray 1,5 (x0,42) 15,1 (x0,76) 10,3 (+0,37
Tagman® 2,0 (x0,01) 36,1 (+0,60) 24,8 (£1,70)

Als regulierend in die Pathogenese des Asthma bralec eingreifend wurde LAX1
(lymphocyte transmembrane adaptor 1, 1438687 _athieben (s.u.). LAX1 ist ein auf T-, B-
Zellen, sowie Mastzellen exprimiertes Oberflachelakial. Der gefunden Expressionsverlauf

von LAX1 sowie dessen Kontrolle mittels qPCR isfTabelle 18 dargestellt.

Tabelle 18:Vergleich der LAX1 mRNA Expression bei Messungettets Mikroarray und gPCR.

LAX1 akut intermediar chronisch
Mikroarray 1,5 (x0,36) 3,8 (¥0,61) 2,8 (x0,64)
Tagman® 1,2 (£0,04) 2,7 (x0,11) 2,5 (0,11)

Wie aus Abbildung 38 erkennbar wird, bildet LAXTen Teil des T-Zell und B-Zell-Rezeptors
(TCR, BCR) mit jeweilig dargestellter Signalkaskade\X1 wirkt positiv auf den B-Zell-
Rezeptor und negativ auf den T-Zell-Rezeptor. Isewen Versuchen war SLP-76 (lymphocyte
cytosolic protein 2) entsprechend zu allen Verseeitigsunkten herunterreguliert. Analog zeigte
sich in der BCR Kaskade BLNK (b-cell linker, 14507&t) heraufreguliert (s. 4.6.6).

Abbildung 38: schematische Darstellung des TCR (T-Zell Rez¢pB®CR (B-Zell Rezeptor) mit entsprechender
Signalkaskade sowie dem regulativen Einfluss voixX1LA

Auch wurde die Regulation von Edeml (ER degradagiohancer, mannosidase alpha-like 1,
1424065 at) Uberpruft.

Chapteronen und ist ein durch Stress induziertes d@e endoplasmatischen Retikulums (ER).

Es gehoért zu der Familie ddycosyl-hydrolasen sowie den

Die gefundenen Regulationen von Edem1 sind in Tali®l dargestellt.

Tabelle 19:Vergleich der Edem1 mRNA Expression bei MessungitelsiMikroarray und qPCR.

Edem1l akut intermediar chronisch
Mikroarray 1,6 (x0,12) 5,5 (%0,39) 3,8 (x0,62)
Tagman® 1,3 (£0,006) 3,5 (x0,05) 2,7 (x0,18)
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5 Diskussion

5.1 Tiermodelle

In dieser Arbeit wurde das OVA-Mausmodell benutmn verschiedene Aspekte des
allergischen Asthma bronchiale im zeitlichen Vefldarzustellen. Die Aufgabenstellung war,
die verschiedenen Veranderungen von der akutemgisiden Reaktion und im Laufe der
weiteren Chronifizierung auf verschiedenen Ebeneertassen. Fur Ovalbumin als inhalatives
Allergen konnte bereits der asthmaauslosende Edfekeigt werden (Dahesheaal.,2002). Die

im ersten Teil dargestellten immunologischen Patamend morphologischen Veranderungen
dienten dazu, verschiedene Kriterien der allergiadReaktion im Modell nachzuvollziehen und
dessen Validitat zu Dbestatigen. Zudem erfolgten den einzelnen Zeitpunkten

Expressionsanalysen auf Transkriptionsebene milkksoarray-Technologie. Einzelne Gene

wurden anschlielend zur Validierung der Mikroareagd mittels quantitativer PCR Uberprift.

Beim Menschen spielen pradisponierende genetisakioien in der Entwicklung eines Asthma
bronchiale eine wichtige Rolle (s. 1.3). Um die gisthe Komponente moglichst zu
minimieren, wurden speziell fir die Versuchsreihgezichtete Tiere verwendet. Weitere
beeinflussende Faktoren auf die Starke und Auspigler allergischen Reaktion sind die
unterschiedlich  aufgestellten  Sensibilisierungs- d un Provokationsprotokolle.  Zur
Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurden, vor allam Hinblick auf die Regulationen auf
Transkriptionsebene, explizit drei aktuelle Studirachtet. Dies waren Untersuchungen der
Arbeitsgruppen um Di Valentin (2009), Malik (2008nhd Park (2008). Beim allgemeinen
Versuchsaufbau unterscheidet man eine initiale iBéis®rungsphase mit anschlie3ender
Provokation. Die Sensibilisierung verlief ber dvéochen (Abb. 39). Zur Auslésung der akuten
Reaktion wurde nach der Sensibilisierung innertedtier Woche repetitiv mittels Vernebelung
von Ovalbumin provoziert (s. 3.1.2). Diesen Zeitgiuwahlten alle als Vergleich ausgewahlten
Studien analog. Die zeitliche Dauer fur die Chrizrefung der Reaktion wurde unterschiedlich
lang gewahlt. Parlet al. setzen die Provokation, wie in unserem intermedidviodell, fur
insgesamt sechs Wochen fort. Zudem erfolgte didy&eaeinmal 4h und einmal 24h nach der
letzten Challenge. Hierbei zeigte sich, dass bei fdéhen Probengewinnung noch keine
signifikanten Veranderungen gegenuber der Kontngige auftraten (s.u.). In unseren
Versuchen erfolgte die Probenentnahme jeweils malxid8h nach der letzten Challenge.
Di Valentin et al. wahlten wie wir drei Analysezeitpunkte, welche wime Woche beim

intermedidren, sowie beim chronischen Modell umizWechen kiirzer waren als bei unseren
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Versuchsreihen. Malik und Kollegen konzentrierteh sauf ein akutes Modell. Abbildung 39
stellt die Vergleichssstudien grafisch dar.

| Sensibilisierung> Provokation

0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 13 14 15 16 17 18 Wochen
PBS O O O E : ; :
Mausmodellein O 0O O |":|
deserAibell g @ @ CE———
@ @ o« "
® e 0 )
Malik et al. O 0 [‘:]
Parketal. o (] Cl
o (] L]
Valentin et al. O (m] |:|
e (] .
e o ]

Abbildung 39: grafische Darstellung der Asthma-Maus-Modellesebiedener Arbeitsgruppen im Vergleich zu den
von uns aufgestellten Modellen. Als Kontrollgruppeen angefiihrt PBS. Gelb: akute Versuchsreihe, nbrau
intermediare Phase und rot als chronische Phake. \Lérsuchsreihe zur invasive Lungenfunktionsmagstnier
wurden keine Mikroarrayanalysen durchgefiihrt.

Die wichtigste Zielsetzung der Grundlagenforschuomitiels tierexperimenteller Modelle ist der
Gewinn von detaillierten Informationen Uber die Hegenese einer Erkrankung. Hierdurch
sollen Rickschlisse auf das humane System gezogemlemny um einen moglichen
therapeutischen und praventiven Ansatz zu findenBereich der Asthmaforschung wird vor
allem auf Mausmodelle zuriickgegriffen (Rolgh al. 2006). Bei dem Stamm, der von uns
verwendeten Balb/C Maus handelt es sich um eineangleich zu anderen Mausstdmmen
starkeren ThResponder, entsprechend ist die Reaktion der dens&hen &hnlich. Naturlich ist
das Mausmodell bei der Ubertragbarkeit auf den Meas limitiert. Hierzu zahlt als wichtigster
Faktor der biologische Unterschied. Bei der Maust idie Inflammation und
Atemwegshyperreaktivitdt unabhangig vom allergensigehen Ig-E, beim Menschen ist die
Atemwegshyperreaktivitdt ohne vorhandene Dauerkomdition bestandig (Epstein 2004,
Epstein 2006). Bei der Maus sind die molekularenladfe schon weit erforscht. Bei
Untersuchungen am Menschen ist schon die Art debdPllgewinnung stark eingeschrankt;
dementsprechend gibt es hier vor allem Untersuatundes peripheren Blutes oder von
bronchialen Biopsien. Diese kénnen jeweils nur rifieil der Gesamtheit der asthmatischen
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Reaktion darstellen; zudem erschwert die asthnieisReaktion durch die 6dematdse
Schwellung und die Schleimentwicklung die bronclops&che Probengewinnung (Laprisial.
2004). Dadurch ist es schwierig die Untersuchurgg@risse zu vergleichen und Rickschlisse
zu ziehen. Es gibt jedoch auch Verbindungen. InpB#iuntersuchungen von sogenannten low
und high respondern, d.h. stark und weniger stark @die Provokation ansprechenden
Individuen, konnte hinsichtlich des an der asthgtéien Reaktion Dbeteiligten
Complementsystems ein moéglicher Bezug auf den Mamsdargestellt werden (s.u.).

Wie in unseren Untersuchungen gezeigt wurde, hatDdiuer der Provokation einen grol3en
Einfluss auf die gefundene asthmatische Reaktiae. durchschnittliche Lebensdauer einer
Maus betragt ungefahr 104 Wochen. Die von uns gkevdbauer der Provokation in den
Langzeitversuchen entspricht hiervon ca. elf b&zdthn Prozent. Versucht man dies in Relation
zum Menschen zu setzen, wére bei einer durchsltiméh Lebensdauer von 75 Jahren ungefahr
von einer Provokation — also einer Dauerkonfrootatnit dem Allergen — bis zum zwanzigsten
Lebensjahr auszugehen. Trotz der oben genanntenldiallergische Reaktion bei der Maus
notwendige Aufrechterhaltung des Allergenkontakisijgte sich in unseren Versuchen im
Verlauf ein Abfall der asthmatischen Reaktion underdus die Fragestellung der
Toleranzentwicklung (s.u.). Dass repetitiver Allemgontakt, selbst bei pradisponierten
Atopikern einen verringernden Einfluss auf die Qdto zur Entwicklung einer Allergie hat,
konnte in humanen Studien bereits gezeigt werdenit @i al 2007). Auch der Versuch einer
absoluten Allergenkarrenz fungiert nicht als eéiitie Allergieprophylaxe (Corveat al. 2006)
und stellt sogar ein erhohtes Risiko zur Entwicgluner Allergie dar bzw. ruft eine starke
Immunreaktion gegeniiber dem Allergen hervor (Wook&b al 2004).

5.2 Klinisch-immunologische Parameter

Wie in Abschnitt 1.2 dargestellt, ist das allergscAsthma bronchiale einer Ig-E vermittelten
Typ | Reaktion zuzuordnen. Hauptkontaktort von Ajenen sind die Schleimhéute der
Atemwege, des Gastrointerstinaltraktes und auchndrenale Hautoberflache. Die durch das
Immunsystem félschlich als pathogen erkannten @délee werden durch dendritische Zellen,
Makrophagen und B-Lypmphozyten aufgenommen undagnientierter Form tber MHC 1
Molekille prasentiert. Damit werden native T-Zellarw Differenzierung in Tkl Zellen (CD4)
angeregt. Diese TH Zellen stimulieren ihrerseits B-Lymphozyten zur fdémmung in
Plasmazellen, welche spezifische Immunglobuline dpzeeren. Diese spezifischen Ig-E
zirkulieren im Blut und lagern sich in der extrdakren Matrix von Geweben an. Sobald es

zum Kontakt mit einem Allergen kommt, fuhrt diesrzKreuzvernetzung von mehreren
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Immunglobulinen und tber Interaktion mit dem Fc-&#br an gewebsstandigen Makrophagen,
zu deren Degranulation und der Freisetzung voranmihationsfordernden Cytokinen und
weiterer Botenstoffe. Diese Aktivierung findet imhalb von Sekunden statt und fihrt zu den
klassischen klinischen Symptomen. Je nach Lokaisates Allergenkontaktes entwickeln sich
die unterschiedlichen Allergieformen, wie das Asthnbronchiale in der Lunge, mit
Bronchokonstriktion und vermehrter Mukusproduktidig allergische Rhinitis im Nasopharynx

oder auch die allergische Kontaktdermatitis auftdi@nt, mit R6tung, Quaddeln und Juckreiz.

Den Vorgang der Aufnahme und Verarbeitung der Abee bezeichnet man als
Sensibilisierung. Die Sensibilisierung wurde in emes Versuchen mit einer dreimaligen
interperitonealen (i.p.) Injektion von geléstem @wanin mit Adjuvanz erreicht (s. 3.1.2). Diese
Kombination hat sich als potentes Allergen bei BalMausen herausgestellt (Mojtabatial.
2002). Die klassischen Inhalationsallergene, wi@ Beispiel der Kot der Hausstaubmilbe und
Lischgras werden, wie der Name schon sagt, UbeAtdimwege aufgenommen. Hierdurch lasst
sich zwar die von uns gewahlte systemische Seiss#loilng als nicht natdrlicher
Sensibilisierungsweg kritisieren. Im Vergleich zndaren Arbeitsgruppen (Grafét al. 2002;

Yu et al 1999), mit bewiesenem Effekt bei intranasaletratrachealer Sensibilisierung konnte
die Effektivitat der systemischen Sensibilisierthgch Renz und Kollegen aber bereits gezeigt
werden (Renzt al., 1994). In den Studien, welche zum Vergleich deprEgsionsanalysen
herangezogen wurden, wurde ebenfalls die intraperéle Sensibilisierung angewendet. Im
Hinblick auf den vergleichbaren Output sowie digdfeichbarkeit der betrachteten Studien und
die Mdoglichkeit, eine vordefinierte Menge an Allerg Uber einen bestimmten Weg zu
applizieren, entschieden wir uns fir die intraperéiale Applikationsform. Eine gelungene
Sensibilisierung gegenuber einem Allergen kann Hurdie Erhéhung spezifischer
Immunglobuline festgestellt werden. Unter dem Hkis§l von IL-4 fUhren aktivierte
allergenspezifische B-Zellen einen Klassenwechsellg-M zu Ig-E durch. In der Maus erfolgt
ebenfalls ein Wechsel zu Ig:@nd hiermit der Aufbau einer spezifischen humaerdlemunitét
(Yoshimoto et al. 1995). Analog stieg in unseren Versuchen das jlgc@tinuierlich bis
maximal 3332ng/ml im chronischen Modell an. Es teegjch zu allen anderen Zeitpunkten eine
signifikante Erhdhung gegenuiber der Kontrollgruppas gesamte sowie das spezifische Ig-E
waren ebenfalls zu allen Zeitpunkten signifikanhddrt (s. 4.1). Dies ist als erfolgreiche
Sensibilisierung zu werten. Pagk al. stellten bereits im akuten Modell einen im Veigfezu
unseren Untersuchungen ungefahr doppelt so hohstierdes Gesamt-Ig-E fest. Diese hohen

Level persistierten auch in deren Langzeitmode#y zeigten sich analoge Werte zu unseren
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Untersuchungen. Beim spezifischen Ig-E zeigten Ble¥tinet al. ebenfalls ein nahezu gleich
bleibendes hohes Level zu allen Zeitpunkten, nmiemi leichten Abfall im chronischen Verlauf.
In unseren Versuchen glich sich das Level des &gelzén 1g-E im chronischen Versuch dem
der akuten Phase an. Die anhaltend hohen Level lanunglobuline, auch in den
Langzeitversuchen, sprechen fir eine gelungen bmiukder Sekundéarantwort. Neben den
Immunglobulinen spielen Interleukine mit chemotsétier, stimulierender oder auch
hemmender Wirkung eine entscheidende Rolle furAlisbildung des richtigen Milieus der
allergischen Reaktion. Als Auswahl aus den charatischen TH Cytokine wurden IL-4, IL-5
und IL-13 untersucht. Malilet al zeigten in ihren mRNA Expressionsstudien eineksta
Hochregulierung dieser Interleukine in der akutdrage, wobei IL-4 am starksten reguliert
wurde. Via Mikroarry gelang uns der Nachweis — agalzu Untersuchungen anderer
Arbeitsgruppen — dieser Interleukine nicht. Warwrnire Expressionsanalysen nicht gelingt, die
genannten Interleukine nachzuweisen, wurde bedestaitiert. Hierbei stellt sich die Frage der
Sensitivitat der Arrays bezuglich des Nachweises mar sehr geringen Mengen bestimmter
RNA im zerkleinerten Gesamtgewebe (Di Valerdgiral. 2009). Der Nachweis erfolgte deshalb
mittels quantitativer PCR (s.u.).

Betrachtet man die mittels BAL erfassten, an diergischen Reaktion beteiligten Zellen (s. 4.2)
so findet sich die Gesamtzellzahl zu allen Zeitganksignifikant gegentber der Kontrollgruppe
erhoht. Im chronischen Modell kommt es zu einemallder Gesamtzellzahl, was bereits in
vorherigen Studien gezeigt werden konnte (Wegnetnal. 2005). Bei der Zelldifferenzierung
zeigte sich der eosinophile Granulozyt als Haupketfrzelle der allergischen Reaktion, analog
zu allen Zeitpunkten erhoht. Auch hier zeigt sisteeReduktion im zeitlichen Verlauf. Versuche
mit  knock-out-Tieren  konnten zeigen, dass eosidapdfiziente Tiere keine
Becherzellhyperplasie ausbilden, insgesamt weni§ehleim produzieren und auf eine
Allergenexposition nicht mit einem hyperreagibleroichialsystem reagieren (Kumat al
2002). Zudem stellen Eosinophile durch die von ihfreigesetzten aktiven Stoffe auch einen
wichtigen Faktor im Umbauprozess der Lunge dar.sDasch die Unterdriickung der durch
Eosinophile freigesetzte Peroxidase, die Umbauvgga (wie Einlagerungen von
Matrixproteinen und die Vermehrung von glatten Melgkllen) weniger stark ausgepragt sind,
konnte bereits gezeigt werden (Wills-Kapal 2004). Die von uns gefundene Verringerung der
asthmatischen Reaktion im chronischen Modell naéh VWochen geht analog mit der
verringerten Eosinophilenzahl einher. Neben dennepkilen Granulozyten wandern auch
weitere Entzindungszellen wie Lymphozyten und Mpkegen in die Atemwege ein, deren

Anzahl sich in unserem Modell im Laufe der Chrandrung ebenfalls reduzierte. Auch dies
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zeigt sich analog zu anderen Studien (Sekail 2001, s.u.). Di Valentin zeigte die Zellinvasion
ins Bronchialgewebe ebenfalls mittels eines semantjtativen Scoring-Systems histologischer
Schnitte. Auch hier wurde nach finf Wochen einedBtng der Eosinophilenanzahl gegentber
der akuten Phase gefunden, ebenso wie ein Rickgaengrlauf der weiteren Chronifizierung.
Das durch die Entziindungzellen geschaffene Milidgutfzu progressiven Veranderungen in der
Lunge, dem sogenannten Airway Remodeling. Einesaghitigen Merkmale des Remodelings
ist die subendotheliale Fibrose und die Verandezaragr extrazellularen Matrix, die im Verlauf
zur irreversiblen Schadigung des Lungengewebesdanut zum Funktionsverlust fiihren. Die
subendotheliale Fibrose ist durch eine Zunahmekad#lagengehaltes gekennzeichnet und zeigt
vor allem bei Langzeitexposition ihre starkste Adsgping (Tanget al, 2006). Vorversuche
zeigten in den histologischen Darstellungen einestidg des Kollagengehalts, der quantitative
Nachweis wies dagegen eine hohe Fehlerrate aufel@sich aul3er fir die intermediare Phase
keine signifikante Erhohung gegentber zur Kontralige feststellen. Hierbei stellt sich die
Frage nach der Reproduzierbarkeit und der Genatigles verwendeten Assays, da der
Uberschissige Farbstoff schwer von der eigentli¢treibe zu entfernen war. Di Valentin zeigte
ab der intermedidaren Phase einen gegenuber derrdldgnippe signifikant erhohten
Kollagengehalt, zudem konnten immunhistochemischalgen Typ Ill und V vermehrt, Col6al
(Collagen Typ VI alphal) sogar im Proteinlevel ngmhiesen werden. Mit den von uns
erhobenen Expressionsdaten konnten wir nur eindnd&€e Regulationen nachempfinden. Die
unter 1.2 angesprochene Metalloproteinase (ADAMS8)yie das regulativ wirkende Tgf-beta
konnten in unseren Studien nicht nachgewiesen werginase | und Il, welche ebenfalls in
der Kollagenhomo6ostase mitwirken (Zimmermaeinal., 2003), fanden sich stark induziert.

Arginase | war zu allen Zeitpunken, Arg Il vor allen der intermedidaren Phase induziert.

In der Diagnostik von allergischen Atemwegserkrargan spielt neben den immunologischen
Parametern das  klinische  Erscheinungsbild die beidende Rolle. Die
Lungenfunktionsmessung mittels Ganzkoérperbodypketiographie wird beim Menschen als
Goldstandard der Diagnostik angesehen. Der Ab&dlalisgeatmeten Volumens innerhalb einer
Sekunde (FEY) ist hierbei das entscheidende Kriterium. Nackeespezifischen Provokation
kann die Reduktion dieses Wertes um mindestens @&%allgemeinen Lehrmeinung nach als
Beweis eines allergischen Asthma bronchiale angesetwerden. Zum Nachweis der
Hyperreagibilitdt des Bronchialsystems (AHR) kanutha eine unspezifische Provokation mit
Metacholin erfolgen. Jedoch erfordert die Methode Bodyplethysmographie einen erfahrenen

Untersucher und die gute Mitarbeit des Patientenvartéssliche Werte zu erzeugen. Deshalb
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sind Lungenfunktionsmessungen bei Mausen natutiroftiert. Allerdings lassen sich durch
verschiedene invasive und nicht-invasive Messvegfah Lungenfunktionsmessungen
durchfuhren (Glaabkt al, 2007). In unseren Versuchen kam, wie unter dl&itet, das System
der Ganzkorperbodyplethysmographie mit ErfassursgREnh zum Einsatz (Hamelmaeial.,
1997). Hierbei lasst sich durch das Erfassen desderten Druckverlaufs zwischen Inspiration
und Exspiration auf die stattfindende Obstrukti@n Atemwege schlie3en. Es zeigte sich eine
im zeitlichen Verlauf abnehmende Reaktivitdt deerwvege. Dies konnte auch in anderen
Studien nachgewiesen werden (Wegmahml 2005). Da die Lungenfunktionsmessungen bei
der spontan atmenden Maus wie oben genannt eingegtlsind, wurde in Kooperation mit
Herrn Dr. Witzenrath (Abteilung fur innere Medizimd Infektionskrankheiten der Charité
Campus Mitte) im zweiten chronischen Modell eineagive Lungenfunktionsmessung an der
isolierten perfundierten Lunge durchgefihrt (Witzagh et al., 2005). Auch bei dieser Methode
zeigte sich kein signifikanter Unterschied gegemniuter Kontrollgruppe. Di Valentiret al.
fuhrten zu allen Zeitpunkten invasive Lungenfunkimessungen mittels Tracheotomie durch.
Hier wurde bereits im zehnwochigen Modell kein Usthied mehr zu den Kontrolltieren
erfasst.

Es konnte nachgewiesen werden, dass die verlangdeigenexposition einen reduzierenden
Einfluss auf die Eosinophilenzahl, die AHR, sowas dVA-spezifische Ig-E, jedoch nicht auf
die Becherzellhyperplasie oder das Airway Remoddhat (Sakaet al.2001). Dieser Ruckgang
der immunologischen Parameter sowie der Atemwekvaat wirft die Frage nach der oben
bereits angesprochenen Entwicklung einer Toleran#f. aDie mogliche Art der
Toleranzentwicklung zeigt sich moglicherweise am Beoblematik der Provokationsmethode
mittels Vernebelung. Es konnte nicht ausgeschlosssden, dass das vernebelte OVA wegen
des natirlichen Putztriebes der Maus auch UberFdsoral aufgenommen wurde. Die orale
Toleranzentwicklung ist ein bekanntes Phanomengivesl bei der zellularen Reaktion zu einer
Verschiebung in Richtung einer THntwort fuhrt (Turcanuet al., 2003). Bei Erkrankungen,
welche mit eosinophilen Granulozyten assoziiertdsar konnte bereits eine Verbindung des
Gastrointerstinaltraks mit der Lunge, Uber einertakio vermittelten Weg, gezeigt werden
(Forbes et al., 2004). Der Abfall der allergischen Reaktion zeigsech in unseren
Untersuchungen am deutlichsten im zwo6lf Wochen dieischen) Modell. Dies konnte bei
Di Valtenin bereits nach zehn Wochen nachgewiesenden. Auch in der von uns nochmals um
zwei Wochen verlangerten Versuchsreihe zeigten sétben der oben genannten riucklaufigen
Atemwegsreaktivitat, das Ig-E, sowie die Zellzahiender BAL weiterhin erniedrigt. Bei

anhaltend tiefen Entztindungszeichen und ricklaufigeischer Symptomatik ist ein noch
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langerer Versuchsaufbau unserer Meinung nach desimadht no6tig. Eine genauere
Untersuchung der Zeitspanne von der Akutphase Uther intermediare Phase ist
empfehlenswert, um den genauen Ablauf der allengiscReaktion bis hin zur mdglichen
Toleranzentwicklung zu erstellen. Dies kénnte hitthe Aussagen Uber die nétige Dauer von
oralen Desensibilisierungsversuchen als Allergippytaxe liefern. Auch ware die Wahl einer
anderen Provokationsmethode wie der intratrach@h#dlenge interessant, um den chronischen

Verlauf ohne die mdgliche orale Toleranzentwicklaugoetrachten.

5.3 mRNA-Expressionsprofile

Der zweite Teil der Arbeit galt den molekularen &federungen auf Transkriptionsebene durch
Mikroarrayanalysen. Wie aktuelle Studien zeigenriken, bieten Mikroarrays die Mdglichkeit,
Expressionsmuster zu erfassen und neue Biomarkemtdecken (Chamberlamd al. 2009).

Die von uns verwendeten Arrays (Genchip® Mouse Gend30 2.0) enthalten mit je knapp
Uber 42.000 probe sets einen sehr grol3en Datendegiés erstes Kriterium der Auswertung
wird hierbei die Richtigkeit des gemessenen Sigaalgesetzt. Wir betrachteten nur Signale,
welche nach deMAS5Normalisierung auf mindestens 8 der insgesamt Hif<C einen present
oder marignal call aufwiesen (s. 4.6.3). So kdreugrh Gene detektiert werden, die in der OVA-
Gruppe (n=8) exprimiert werden, jedoch in der PBS#ollgruppe (n=8) unterhalb der
Nachweisgrenze liegen. Die Regulation wurde aufdestens 2 folds gegentber der PBS-
Gruppe festgesetzt. Es ergab sich dadurch einePAnpa insgesamt 1644 regulierten Genen.
Im Detail zeigten sich im akuten Modell 577 Gen&0dp/127down), im sechswoéchigen Modell
1176 Gene (730up/446down) und im chronischen Mod&B Gene (433up/150down)
mindestens zweifach reguliert. In den beiden cls@m®n Versuchen zeigten sich 425 Gene
(380up/45down) zu allen Zeitpunkten insgesamt 26&heG (247up/l16down) reguliert. Im
zeitlichen Verlauf kam es somit zu einem Anstieg dRegulation nach sechs Wochen
(intermediare Phase). In den Vergleichsstudien wudieser Anstieg der Regulation im
zeitlichen Verlauf nachempfunden. Park und Kollegetzten zudem unterschiedliche folds als
cut-off Level fest. Bei einem Ausgangsdatensatz 181375 Genen zeigte sich, dass ein Grol3teil
der Regulationen zwischen 1,5 und 2 folds lag. ddeer gewahlten Regulation von mindestens
1,5 folds zeigten sich hier im akuten Modell 153y/93down) und im sechswdchigen Modell
280 (141up/139down) Gene reguliert. Eine Regulatmm mindestens zwei folds fuhrte zu einer
starken Reduktion der Anzahl der Gene, in der Akase auf 18 und im sechswdchigen Modell
auf 69. Bei unseren Daten zeigte sich die Vertgilder Regulation bei 1,5 folds wie folgt:
akut/sechs/zwolf Wochen: 970/1443/1038 Gene. Bei filds und akut/sechs/zwolf Wochen
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lagen sie bei 195/327/214 Genen. Damit lag ebenéatie Reduktion in der Anzahl vor, die aber
nicht so stark ausfiel. Malik und Kollegen zeigianihrem akuten Modell 378 Gene reguliert,
bei einer Ausgangsmenge von 19.736 Genen. Beialeht lunterschiedlichen Zeitpunkten der
Arbeitsgruppe um Di Valentin zeigten sich beim a&kutModell 1088, beim flunfwochigen
Modell 1559 und nach zehn Wochen noch 438 GendieggDie unterschiedliche Anzahl an
regulierten Genen lasst sich zum einen durch dstlégring verschiedener Auswabhlkriterien,
wie zum Beispiel des cut-offs fur die RegulatioAgst sowie die unterschiedliche
Ausgangsmengen, erklaren. Prozentual auf die Agsyaenge bezogen zeigte sich fir den
akuten Zeitpunkt eine vergleichbare Regulationdér intermedidren Phase (sechs Wochen)
fanden wir im Vergleich zu Park und Kollegen prazeh gesehen ungeféhr doppelt so viele
Gene reguliert. Die reine Anzahl der reguliertem&é&ann einen Uberblick dariiber geben, zu
welchem Zeitpunkt besonders viele Veranderungemalékularer Ebene stattfinden. Hieraus
ist zu schliel3en, dass die intermediare Phase fe@&t@&phase mit einer stark ansteigenden
Regulation verbunden ist. Diese Effektorphase Kaareits nach fiunf Wochen nachgewiesen
(s.0.). Eine genauere Untersuchung des Zeitrauwts gam akuten Modell (2. bis 4. Woche der
Provokation) ware interessant, um festzustellenyaibn die Effektorphase eintritt und ab wann
z.B. der Umbau der Lunge beginnt, respektive st ektrazellulare Milieu dementsprechend
verandert. Die Funktion der als reguliert gefunder®ene ist dabei die entscheidende

Information.

Um die groe Menge der untersuchten Expressionsdateordnen und zu kategorisieren
wurden mittels der OnlinedatenbaDRVID (Denniset al. 2003, Huangpt al 2009) funktionelle
Annotationen erstellt. Hierbei werden die eingegelmeGenidentifier bekannten funktionellen
Gruppen oder Pathways zugeordnet, es wird dabei \arschiedene Datenbanken
zuruckgegriffen (u.a. BioCarta, KEGG Pathway, GOMJR Es zeigte sich, dass in der
Akutphase vor allem dem Zellzyklus zugeordnete Geomminierten. Dies spiegelt wohl den
Anfang der durch die asthmatische Reaktion hervafggen Umbauvorgange und Zellinvasion
wider. In einer weiteren Gruppe, die der Wundhejl@response to wounding), welche ebenfalls
in der Akutphase aktiviert war, zeigte sich alsdpel Sppl (secreted phosphoprotein 1 / Syn.:
Osteopontin, 1449254 at), ein dem Tgf-beta Pathmvmeordnetem Gen, welches als Cytokin
neben Immunzellenmigration und Uberleben auch wiichtige Rolle in der Myofibrose spielt
(Vetroneet al. 2009). Tgf-beta zeigte sich in unserer Studie tnginifikant reguliert, jedoch
war das dem Tgf-beta Pathway zugeordnete Gen BHis(&tin, 1421365 _at), welches via der
Hemmung von Activin aktivierend auf Tgf-beta witEGG Pathwayszu allen Zeitpunkten
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reguliert, mit einem Maximum in der intermedidrerhaBe (akut/sechs/zwolf Wochen:
2,9 (x0,09)/5,5 (¥1,7)/2,9 (x0,2) folds). Analogigte sich Smad7 (MAD homolog 7;
1443771 _x_at), welches in der weiteren Signalkaskia@dmmend auf die Transduktion des
Tgf-beta-Signals wirkt, zu allen Zeitpunkten hemrmeguliert.

Gene, welche der Immunantwort zuzuordnen sind, nvate allen Zeitpunkten erhoht. Dieses
Ergebnis deckte sich mit allen VergleichsstudienVBlentin und Kollegen zeigten, dass in der
Akutphase der MHC Il Pathway, sowie die B und Tkaivitat hochreguliert ist und Antigen-
Rezeptor-Interaktion in den chronischen Versuchemrterreguliert wurde. Auch wir konnten
zeigen, dass im B-Zell-Pathway Teile des B-Zellpaes (CD79), Utber welchen die
Antigenbindung lauft, nur im akuten und intermedr@Modell induziert waren. Wie unter 4.6.6
gezeigt, waren intrazellulare Prozesse ebenfallallam Zeitpunkten hochreguliert. Hier fand
sich z.B. Cdc2a (Cell division cycle 2 homologeld48314 at, Sym: CDK1) hochreguliert;
dieses zahlt zu den Cytokin abhangigen Kinasen: [©gkkine dependent kinase), welche auch
beim T-Zell-Primirg beteiligt sind (Wellinget al., 2008). In der Gruppe der extrazellularen
Matrix, ebenfalls zu allen Zeitpunkten reguliergigte sich die starkste Induktion bei Earll
(eosinophil-associated ribonuclease A family membgy 1425295 at) in der intermedidren
Phase. Earll gehort zu einer Gruppe von 13 Ribeaseh, wobei dieses in nativen Lungen
normalerweise nicht exprimiert wirdie Expression von Earll ist Fdell-abhangig, dies
konnte in einem weiteren ovalbuminassoziierten Moder bronchialen Hyperreagibilitat
bereits gezeigt werden (Cormietr al. 2002). Auch wurde Earll bereits mit Asthma brorehia
assoziiert (Di Valentiret al. 2009). In unseren Untersuchungen zeigte der Vieviaw Earl1 in
der akuten Phase eine starke Hochregulierung,ingtrePeak in der intermediaren Phase. In der
Chronifizierung ging die Regulation unter das Niveker Akutphase zurtick. Hierbei ist jedoch
zu beachten, dass bei Genen, wie Earll, die inRBS+Proben nicht oder nur sehr gering
exprimiert werden, sich die hohen Regulationsinglidarch die Methode der Errechnung der
fold-difference erklaren lassen.

In der intermedidren Phase wurden vor allem selisete und dem endoplasmatischen
Retikulum zugeordnete Gene aktiviert. Analog isti lbmseren Untersuchungen in den
histologischen Schnitten deutlich die Zunahme dekhproduktion zu sehen. Bei den ebenfalls
in der Intermediarphase regulierten Glycoproteigeigte sich unter anderem Mmp13 (matrix
metallopeptidase 13, 1417256 _at) induziert. Mmpl8els eine wichtige Rolle in der
Kollagenhomobostase und Fibrose, zusatzlich konnieh aein regulativer Einfluss auf
inflammatorische Mediatoren wie TNF-alpha gezeigrrden (Uchinamet al. 2006). Zu allen
Zeitpunkten stark reguliert, mit 6,8 (£0,46) im #&ku, 37 (+4,4) im intermedidren und
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15,5 (#1,0) folds im chronischen Modell, zeigtehsddmp12 (Matrix metalloendopeptidase 12;
1449153 at). Mmpl12 unterliegt zusammen mit MmpSm®inRegelkreis mit IL-13, welches
wiederum Eosinophile stimuliert, zur lymphozytardnflammation beitragt und beim
Remodeling der Lunge beteiligt ist (Lanogieal. 2002). Als weitere Metalloendopeptidase war
Mmpl9 (1421977_at) zu allen Zeitpunkten hoch reguliDie Funktion von Mmp19 ist noch
relativ unklar.In-vitro Versuch konnten zeigen, dass Mmp19 vermutlich wilchtige Rolle in
der T-Zell-Entwicklung und der T-Zell-abhangigentduen Immunantwort spielt (Beak al
2008). Die Hochregulation von Mmpl5 wird ebenfalter inflammationsabhéngigen
Organfibrose und Remodeling zugesprochen; dies tkobrs jetzt nur in der Leber gezeigt
werden (Nakkeret al. 2007). Mmp15 zeigte sich in unseren Auswertungeanlien Zeitpunkten
herunterreguliert, somit wirkt Mmp15 wohl nichtder Lunge. In der Leber konnte auch Pdgf-b
(platelet derived growth factor, B polypeptide),s ahuf Mmp2 und Mmp9 wirkender
proliferativer und profibrotischer Faktor nachges@r werden (Czochet al. 2006). In unseren
Versuchen zeigte sich Pdgf-b zu allen Zeitpunkteruhiterreguliert. Es ist daher anzunehmen,
dass Pdgf-b ebenfalls nicht in der Lunge wirkt. Asgenspieler zu den Metalloproteinasen
findet sich Timpl (tissue inhibitor of metallopritase 1, 1460227 _at). Dieser zeigte sich in
unseren Versuchen im zeitlichen Verlauf absteigesglliert. In Versuchen mit knock-out
Mausen konnte gezeigt werden, das Timpl einenkiroéa Effekt gegentber der Inflammation
und somit auf die Atemwegshyperreagibilitdt, dasnBeeling und die Cytokinexpression hat
(Sands=et al. 2009).

Aus der Gruppe ,response to stimuluster allgemeinen Antwort auf Stimulatiomar Ern2
(endoplasmic reticulum (ER) to nucleus signalling /2 IRE1, 1450139 at) in der
Intermediarphase am Starksten reguliert. ZudemBxa2 bei der akuten und chronischen Phase
ebenfalls mindestens vierfach gegenuber der Kdgttgpe erhdht. Ern2 ist essentiell fur die
Reaktion des endoplasmatischen Retikulums auf lasdn Stress. Es wirkt Uber den
Transkriptionsfaktor Xbp-1 (X-box binding proteir), velcher unter anderem in B-Zellen die
Synthese und Sekretion von Ig-M fordert (Iwakoshial. 2007), zur Zellhomdostase beitragt,
sowie Apoptose inhibiert (Tirosét al 2005). Eine Regulation fir Xbp-1 konnten wir inseren
Versuchen nicht zeigen. Als bereits mit dem allrlgen Asthma bronchiale assoziiertes Gen
zeigte Chi3l4 (chitinase 3-like 4, 1425450 at) gedeer der Kontrollgruppe eine starke
Regulation, dies vor allem in der akuten und intdliaren Phase. Im Verlauf der
Chronifizierung kam es zu einem Rickgang der ReigmaDie Arbeitsgruppe um Lee konnte

bereits zeigen, dass Chi3l4 in allergischen Lundeaekungen stark reguliert wird, jedoch ist
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dessen Funktion noch weitestgehend unbekanntdt.ak2005). Es wird angenommen, dass es
via IL-13 fordernd auf die Produktion von FThvirksamen Cytokinen wirkt (Caat al., 2009).
Auch hier zeigen die sehr hohen folds, dass Chi3lden PBS-Lungen nicht oder nur sehr
gering exprimiert wird.

Als weiteres interessantes Gen prasentierte siah &cinderin, 1450276 _a_at). Scin zeigte
ebenfalls eine starke Regulation von 10,9 (£2,4)sfan der Akutphase, 15,7 (¥3,5) in den
intermediaren und einen leichten Abfall auf®® folds bei den chronischen Versuchen. Scin
(auch Gelsolin) findet sich unter anderem im FcgaR abhangigen Phagozytosepathway von
AntigenfragmentenKEGG Pathways Die andauernde Uberexpression von Scinderinteeig
sich auch in den Vergleichsstudien (Di Valerginal. 2009). Als Marker der Mastzellaktivitat
unterlag Mcptl (Mastcell protease 1, 1422352 _atgrestarken Regulation, mit einem Peak in
der intermedidaren Phase. Die Freisetzung von Mcptitd Uber Ig-E vermittelte
Mastzelldegranulation gesteuert (Matheasal, 2009). Zusatzlich findet sich die Hochregulation
von Mcptl und die Zellmigration Gber Tgf-beta regul (Funabeet al 2006). Fur Mcptl ergab
sich vor allem eine positive Regulation in den baidlangzeitmodellen mit einem Peak in der
intermediaren Effektorphase (akut/sechs/zwolf Wache(+0,08)/42 (£16)/11 (+2,2) folds).

Wie oben aufgefuhrt, konnten die klassischen Tierleukin (IL-4, I1L-5 und IL-13) nicht auf
dem Array nachgewiesen werden. Es wurden hierflanggative PCR-Untersuchungen
durchgefuhrt (s.u.). Unter den Interleukinen, wele@uf dem Array nachweisbar waren, zeigte
sich unter anderem IL-6 in der Akutphase, sowiepknanterhalb der cut-off Grenze von 2 folds
in der intermediaren Phase reguliert. I1L-6 ist iar dPathogenese des Asthma bronchiale,
insbesondere bei der Induktion des RemodelingsiligetéAmmit et al, 2007). Es ist also
anzunehmen, dass die Induktion des Umbaus schanbieginnt und sich dann im weiteren
Verlauf das entsprechende Milieu von profibrotistch&aktoren ausbildet (s.0.). Ein
therapeutisch-praventiver Ansatz, um das Remodelmg verhindern misste deshalb
entsprechend frih gewdahlt werden. Bei den Cytokikemten unter anderem die bereits in
vorangehenden Studien gezeigten und dem Asthmectiede zugeordneten Cytokine Cclll
(Eotaxin) und Ccl8 (Monocyte chemoattractant proi mit einer positiven Regulation zu allen
drei Zeitpunkten bestatigt werden. imvitro Versuchen konnte gezeigt werden, dass Eotaxin
CDA4+ Zellen zur IL-13 Produktion anregt und sogét,-Desteuerte Inflammation in Geweben
weit entfernt des eigentlichen Allergenkontaktesl@sen kann (Forbest al 2004). Interleukin-
13, auch T-cell activation protein P600 genanntyviéelt zusammen mit IL-4 Uber denselben
Rezeptor, jedoch nur Gber den Typ Il der zwei IRdzeptoren (Typ I: IL-4R-alpha/common
gamma-chain) und Typ II: IL-4R-alpha/-13R-alphaDieser Rezeptortyp wird auf vielen
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verschiedenen Zellen exprimiert. Interleukin-4 imatAllgemeinen eine viel potentere Wirkung
als IL-13, jedoch konnte gezeigt werden, dass IlaaBBFibroblasten eine starkere Wirkung hat
als IL-4. Allgemein wird IL-4 als immunmoduliererglénterleukin beschrieben, d.h. es steuert
den Charakter der Immunantwort. Hierbei reichem gehinge Mengen aus. Interleukin-4 zeigte
dementsprechend nur sehr geringe Regulationswattenaximal knapp unter 2 folds in der
intermediaren Phase. IL-13 wird als Effektorcytokaschrieben und wird in sehr hohen Mengen
produziert, bei persistierender Inflammation zegtsich im Verlauf abnehmend (Junttfaal,
2008). Dies deckt sich mit der von uns gezeigteguReion von IL-13 von 69 (+£0,17) folds in
der Akutphase und dem kontinuierlichen Abfall (s7.2). Bei Parlet al. fiel die Regulation in
der akuten Phase fur IL-13 deutlich geringer aedpg¢h zeigte sich auch hier der abfallende
Verlauf. Di Valentinet al wiesen keine Interleukine mittels qPCR nach.

Ein weiterer wichtiger Teil des angeborenen Immastays ist das Complementsystem. Uber
die Regulation der B-Zell-Aktivitdt stellt es zudemine Verbindung zur spezifischen
Immunantwort dar (Abb. 35). Die Aktivierung des Qadementsystems konnte fur Molekule
klassischer Allergene, wie das der Hausstaubmilber aauch fir weitere asthmatische
Triggerfaktoren wie z.B. Zigarettenrauch gefundesrden. Die Aktivierung lauft hier teilweise
Uber die direkte Spaltung von C3 und C5 in ihrevakt Fragmente. Complementfaktor C3 wird,
IL-4- und IL-13-induziert, vom Luftwegepithelium galuziert (Wills-Karp, 2007). In Versuchen
mit C3aR-knock-out Mausen konnte gezeigt werdess d&8a zum einen das 7 Rekruitment
und deren Aktivierung, sowie Prozesse wahrend desiSilisierung steuert. Fir C3, sowie flr
C3aR1 (complement component 3a receptor 1) fandén zw allen Zeitpunkten eine
Hochregulation. C5 fand sich in unseren Analysechmireguliert. Jedoch war Clga
(complement component 1, g subcomponent, alphappptide) durchgangig reguliert, dies
analog zu den Versuchen von Di Valentin und Kolfegeas Complementsystem stellt zudem
eine Schnittstelle zum humanen System dar. So koemme Mutation im C5-Gen mit einem
protektiven Effekt gegentber kindlichem Asthma lotdale assoziiert werden (Hasegastal,
2004). Zudem konnte gezeigt werden, dass die Gemenon C5, welches bei Allergenkontakt
freigesetzt wird, einen zum Teil protektiven Effedtif die allergen-induziert AHR ausubt.
Hierbei wirkt Ca5 auf dendritische Zellen und hemulig¢ Freisetzung von Tibpezifischen
Cytokinen, wie CCL17 (CC Chemokine Ligand 17) undClL@22. Letzteres wird von
Makrophagen freigesetzt (Wills-Karp, 2007). Die @yhe CCL17 und CCL22 zeigten beide
einen von akut bis chronisch abfallenden Verlauf4($.7). Zusammenfassend aus den zum
Vergleich herangezogenen Studien und weiteren BdtuErgebnissen konnten bereits mehrere

Gene direkt mit dem allergischen Asthma bronchéssoziiert werden. Es wurde hieraus eine
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Liste von 14 Genen erstellt: Argl, Agr2, Ccl8, CglThi3l3, Clga, Clqgb, Clqgc(g), Fcgr2b,
Igfl, Scin, Serpina3g, Serpina3a und Timpl (Di Yialeet al 2009, Zimmermanet al 2003).

In unserer Studie konnten wir alle der genanntemeGeachweisen; dies unterstreicht die
Validitdt unseres Modells. Zur weiteren Kontrolleerd mittels Mikroarray gefundenen
Regulationen wurden die Expressionsdaten einer Abban Genen durch quantitativer PCR
Uberprift. Es wurden exemplarisch SLPI, LAX1 unceBdausgewahlt (s. 4.7.2).

SLPI (secretory leukocyte peptidase inhibitor)est potenter Serin Protease Inhibitor, welcher
die makrophagenvermittelte Immunantwort auf baktkriLipopolysaccharide (LPS) hemmt,
indem es die proinflammatorische NF-kappaB Kaskadeerdrickt, welche durch Tumor-
necrosis-factor-alpha (TNF-alpha) aktiviert wird afRadaset al, 2009). Somit hat SLPI
protektive Effekte auf das Asthma bronchiale. Agceift es durch einen inhibitorischen Effekt
auf Proteasen in die Wundheilung mit ein. SLPI teegjch in unseren Versuchen vor allem im
intermediaren und chronischen Modell reguliert,sdiel3 sich via gPCR bestétigen. Dieser
Regulationsverlauf von SLPI zeigt vermutlich eiarkes Gegensteuern des Kérpers gegen die
allergische Reaktion, vor allem in der Haupteffegt@ase (intermedidres Modell), das auch im
Verlauf der weiteren Chronifizierung beibehaltenrdvi Als weiteres Target wurde das
Oberflachenmolekil LAX1 ausgewahlt, welches nachiviérung des Antigenrezeptors bei
T- und B-Zellen regulativ auf die Singalkaskadektyiund zwar positiv auf den B-Zell-Rezeptor
und negativ auf den T-Zell-Rezeptor (Zbual., 2006). Auch hier zeigte sich vor allem in den
beiden Langzeitversuchen eine positive RegulatimMikroarrayergebnisse ebenfalls bestatigt
durch die qPCR Analyse. Als weiteres Gen wurdeKipression von Edem (ER degradation
enhancer, mannosidase alpha-like 1) Uberpruft, iveslczusammen mit dem bereits oben
genannten Xbp1(X-box binding protein 1) von stakrstorischen Zellen u.a. von Plasmazellen
exprimiert wird. Edem verstarkt den ProteinabbatlEimund verhinderte die Akkumultation von
falsch gefalteten unldslichen Proteinen (Erikssbral, 2004). Die Immunglobuline zeigten in
unseren Versuchen zum intermediéren Zeitpunkt dethsten Expressionswerte, Edem zeigte zu
dieser verstarkten ER-Aktivitat eine positive Kdéaton. Auch dieser Expressionsverlauf lief
sich via Tagman® bestétigen. Die via Mikroarray iéieften Regulationen lie3en sich mittels

gPCR bestatigen und sind somit als valide zu werten
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6 Zusammenfassung

Das allergen-induzierte Asthma bronchiale zahltden Industrienationen zu den haufigsten
chronischen Krankheiten bei Kindern und JugendhcheAusgelost durch multiple
Triggerfaktoren liegt der Erkrankung das Zusammighsgrschiedener pradisponierender Gene
und inflammatorischer Pathomechanismen in der Luggunde. Im Tiermodell kann die akute
allergische Reaktion mit Ig-E-vermittelter MastzBkgranulation, der Einwanderung von
Entziindungszellen und der Ausbildung von Atemwepshgagibilitat durch die spezifische
Atemwegsprovokation von vorher sensibilisiertenrdienachempfunden werden. Das Modell
der Langzeit-Allergenprovokation fiihrt analog zunemdchen zu zellularen und strukturellen
Veranderungen, wie einer steigenden peribronchialerKollagenablagerung,
Fibroblastenhyperplasie und vermehrter Schleimpgktadu.

Um die zugrunde liegenden Mechanismen bei der &misig von Entziindung, Hyperreagibilitat
und strukturellen Veranderungen in der Lunge zuyarexen, wurden von uns zu verschiedenen
Zeitpunkten der Allergenprovokation mRNA-Expressiprofile aus Lungengewebe erstellt.
Hierzu wurden Balb/C Mause zuerst intraperitoneildem Modellallergen Ovalbumin (OVA)
sensibilisiert und anschliessend unterschiedlioéaakutes Modell: eine Woche; intermediéres
Modell: sechs Wochen; chronisches Modell: zwolf Werr) repetitiv mit OVA dber die
Atemwege provoziert. Die Analyse der immunologisghleistologischen und physiologischen
Parameter ergab folgendes Bild: Die Gesamt-Ig-El#ktion erreichte nach sechs Wochen in
den behandelten Tieren ein Maximum und blieb aes&in hohen Niveau, wohingegen die
Menge an OVA-spezifischem Ig-E im zwdlfwochigem Mtldwieder abfiel. Die broncho-
alveolare Lavage der Lungen zeigte, dass die Geslimathl analog zur Provokationsdauer
anstieg. Der eosinophile Granulozyt machte hierbeder akuten Phase, sowie nach sechs
Wochen den Grol3teil der Zellen aus und verringgdie in der chronischen Phase dann deutlich.
Auch die histologische Auswertung der peribronadnal Entzindung und der
Becherzellhyperplasie ergab, dass die Entzinduakfsoe im chronischen Modell, im
Gegensatz zum akuten und intermedidren Zeitpun&utlidh zurtickging. Als Klinischer
Parameter wurden Lungenfunktionsmessungen an deseviadurchgefihrt. Es zeigte sich, dass
im zeitlichen Verlauf der Provokation die Hyperrdaikiat abnahm.

Die mRNA-Expressionsanalysen der Lungen zu den dimschriebenen Zeitpunkten erfolgte
mittels Microarray (Affymetrix, Mouse Genome 4300R. Insgesamt wurden 1644 Gene
gefunden, die jeweils mindestens zweifach gegendéeKontrollgruppe reguliert waren. Durch
die Hauptkomponentenanalyse (PCA) lie3en sich idizeien Zeitpunkte deutlich voneinander

abgrenzen. Im Detail zeigten sich im akuten Model7 Gene (450up/127down), im
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sechswochigen Modell 1176 Gene (730up/446down) iomcchronischen Modell 583 Gene
(433up/150down) mindestens zweifach reguliert. lenadrei Zeitpunkten waren insgesamt 263
Gene (247up/l16down) reguliert. Mittels funktionell€lusteranalysen wurden die einzelnen
Zeitpunkte naher charakterisiert; hierbei lieReshsidie regulierten Gene verschiedenen
Pathways und funktionellen Gruppen zuordnen. Zenalfeitpunkten waren Gene aus der
Gruppe ,response to stimulus®, der Immunantwort ded extrazellulare Matrix reguliert. Im
akuten Modell fanden sich Teile des Toll-like-Remep(z.B. TLR1) und Jak-Stat Rezeptor
Pathways reguliert. Die Antikdrper-Antigen-Kompleder Complementkaskade zeigten eine
Induktion vor allem in der intermediaren Phase. dhuten sowie im intermedidren Modell
fanden sich vor allem positiv regulierte Gene degtokin-Cytokinrezeptor-Pathway.
Verschiedene Kettenanteile von Immunglobulinen wama intermedidaren Modell mit am
starksten reguliert. Des Weiteren lieRen sich Esgomsverlaufe verschiedener, fir die
Pathogenese des allergischen Asthma bronchialeigechGene darstellen. Bei den klassischen
TH; Interleukinen wurde fur IL-4 und IL-5 ein Maximuim intermediaren Modell festgestelit.
Interleukin-13 zeigte sich im Verlauf abfallend uwégrt. Gene, die positiv auf die
B-Zellentwicklung einwirken sowie deren Uberlebegrliingern — als Beispiel BLNK (b-cell
linker) und BCL2A (B-cell leukemia/lymphoma 2a) —amen zu allen Zeitpunkten positiv
reguliert. Auch Faktoren, die den durch die alletbe Reaktion ausgelésten progredienten
Umbau in der Lunge beeinflussen, fanden sich regulso zeigte IL-6, dem eine wichtige Rolle
in der Induktion des Remodelings zugesprochen weire Hochregulation in der intermediaren
Phase. Analog zeigte sich Mmp12 (matrixmetallopsie 12) als pro-fibrotischer Faktor im
zeitlichen Verlauf ansteigend und deren Gegengpielempl (tissue inhibitor of
metalloendopeptidasen 1) vom akuten zu den chrioms®lodellen abfallend reguliert. Analog
zu der im Verlauf abnehmenden Inflammation fandeh &ene, welche inhibitorisch auf an der
asthmatischen Reaktion beteiligten Zellen wirkengdén chronischen Versuchen hochreguliert.
Als Beispiel LILRB4 (leukocyte immunoglobulin-likeeceptor subfamily B member 4) mit einer
hemmenden Wirkung auf Mastzellen und NKs. Die rstMikroarray gefundenen Regulationen
einzelner Gene wurde via quantitativer PCR Ubetpnifi konnten bestatigt werden.
Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit viele d#ergischen Asthma bronchiale bereits
zugeordnete Gene bestatigt und zudem neue Geneigiufwerden. Aktuell wird deren
funktionelle Rolle und moglicher therapeutisched ymaventiver Nutzen weiter untersucht. Die
Mikroarraytechnologie bietet somit eine valide Mogkeit, das Verstandnis der Pathogenese

des Asthma bronchiale zu verbessern und neue Ans#ite fur die Intervention aufzuzeigen.
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8 Anhang
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* H.-A. Meyer, C. Heidt, M. Krokowski, A. M. Dittrich , U. Wahn, E. Hamelmann
(2010). Gene expression profiling after acute \@rderonic allergen airway exposure
reveals distinct gene clustehsternational Allergologicum 28 Symposium (Ischia, April
2010). Angenommen, in Druck.

Tagungen und Kongresse
* H.-A. Meyer, C. Heidt, M. Krokowski and E. Hamelmam (2007). Microarray profile
analysis of mice undergoing experimental asthmastdPprasentation auf dem
Inflammatory Barrier Diseases Meetindniversitat Kiel am 12. / 13. / 14. Juli 2007

 H.-A. Meyer, M. Krokowski, C. Heidt and E. Hamelmamn (2007). Genexpressions
Profiling im Asthma-Maus-Modell. Posterprasentatiari demGemeinsamer-Deutscher-
Allergie-Kongress Lubeck am 26. September 2007:
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