Aus der Klinik fiir Padiatrie mit Schwerpunkt Pneumologie und Immunologie

der Medizinischen Fakultat Charité Universitatsmedizin Berlin

DISSERTATION
Einsatz von siRNA zur Intervention bei allergischem

Asthma am Beispiel des Transkriptionsfaktors
STAT6

zur
Erlangung des akademischen Grades

Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultét

Charité — Universitatsmedizin Berlin

von
Holger Meinicke

aus Rostock



Gutachter: 1. Prof. Dr. med. E. Hamelmann
2. Prof. Dr. med. M. Maurer
3. Prof. Dr. M. Hecker

Datum der Promotion: 14.06.2009



Meinen Eltern.



,»Als ob aber nicht der Fortschritt, soweit dergleichen existiere, einzig der Krankheit verdankt werde,
das heil3e: dem Genie, - als welches nichts anderes als eben Krankheit sei! Als ob nicht die Gesunden
allezeit von den Errungenschaften der Krankheit gelebt hétten! Es habe Menschen gegeben, die
bewuf3t und willentlich in Krankheit und Wahnsinn gegangen seien, um der Menschheit Erkenntnisse
zu gewinnen, die zur Gesundheit wirden, nachdem sie durch Wahnsinn errungen worden, und deren
Besitz und NutznieBung nach jener heroischen Opfertat nicht langer durch Krankheit und Wahnsinn
bedingt sei. Das sei der wahre Kreuzestod..."

Thomas Mann, Der Zauberberg



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
INNAIESVEIZEICANIS.......cciiiiicc e I
ADKUrZUNGSVEF ZEICNNIS......eii e \%
1 EINIEITUNG ... e 6
1.1 Allergisches AStma ..o 6
1.11 Epidemiologische Grundlagen...........ccoouveiiiiiiiiieei e 6
1.12 Pathomechanismus des allergischen Asthmas (Typ I-Allergie) .........cccoccevvennen. 7
1.1.3 Derzeitiger Standard der Asthmatherapie...........cccvviiiiiiiiiiiie e 10
1.2 Transkriptionsfaktoren der allergischen Immunreaktion:

STATG (signal transducer and activator of transcription 6) ...........c.cccceevenee. 11
1.3 Neue Mdaglichkeiten zur spezifischen Inhibtion von Krankheitsgenen:

RNA-INTErferenz (RNAT....cooii e 12
1.4 ZIBISBLZUNG ...ttt 14
2 Material und Methoden ... 15
2.1 IMAEEITAHEN ...t 15
211 ChEMIKAIIEN ... e 15
2.1.2 ATLBIGEIN L. 15
2.1.3 SIRIN A et e e e e 15
214 VBISUCHSTIEIE. ...ttt 15
2.15 Primer und Probes fur quantitative PCR (QPCR)........ccooovvviiriiiiiesie e 15
2.1.6 COMPULETPIOGIAMITIE. ....ciiiie ittt ettt e e ne e 17
2.2 Molekularbiologische Methoden............ccooiiiiiiiiiie e 17
2.2.1 RNA-Isolierung aus Lungengewebe mittels RNeasy® Minikit von Qiagen ......... 17
2.2.2 RNA-QUANTITIZIEIUNG .....veeeeieiieeee et 18
2.2.3 CDNA-SYNENESE ..o 18
2.2.4 Quantitative PCR (GPCR)......uiiiiiiiie et 19
2241 GIUNAIAGEN. ... bbb 19
2.2.4.2 Mathematische BeSChreibung .........cccvooiiiiiiiiiii e 20
2.2.43  Prinzip der TAgman® gPCR .......c.covvvviveeeeseceiieeeeeteeieeeeses st 21



Inhaltsverzeichnis

2.2.4.4
2.2.45

2.245.1
2.2.45.2
2.2453
2.3

2.3.1
2.3.2

24

24.1
24.2
24.3
244
245
2.4.6
247
24.8
24.9
2491
2.4.9.2

2.4.9.3
2.5
251
2511
25.1.2
2513
25.2
2521
2522
2.5.3
254

DurchfUuhrung der QPCR ... ..ooiiiiie s 22
Etablierung der Tagman®-gPCR zur Analyse von mRNA-Expression im

MUFINEN LUNGENGEWEDE ......eeiiiiieiiiieiie ettt 22
Auswahl des geeigneten RETErenzZgens ........cocvvvvviiiieiie e 22
Uberpriifung der optimalen Primer-/Probe-Konzentration..............c.cccceveveveeennne. 23
EFfIZIENZIESTUNG ..eeeeiie e 24
Zellbiologische MethOden ...........cooiiiiiiiiiieie e 25
Kultivierung und TransfeKtioN..........c.ooiiiiiiiieiie e 25
WeSEernbIOtANAIYSE ........coouviiiie i 25
THEIVEISUCKE ...ttt 26
THEMNAITUNG ... 26
NBIKOSE ...ttt ettt b e b et 26
Intraperitoneale (i.p.) SensibIliSIErUNG .........ccooiiiiiiii 26
Intranasale (i.n.) SIRNA-GADE .........ccooiiiiii 26
Intranasale (i.n.) PrOVOKALION. ...........coiviiiiiiiiiiiie e 26
AtemwegsreaktivitatsmessuNg (AR) ......coiveeiiiiiieiiieiie e 26
Blut- und Organentnalme............ccooviiiiiiiii i 29
Bronchoalveoldre Lavage (BAL) ......c.cooiiiiiiieiieiie e 30
Sekundér praventiver Versuchsansatz mit STATG-SIRNA .......cccccovvveviieeiiieenne, 31
Einsatz von ChoI-STATBE-SIRNA .......ooiiiiiieii e 31
Untersuchung des Effekts von Chol-STAT6-siRNA im Vergleich

ZU UNgekoppelter SIRNA ... e 31
Einsatz vON STATE-SIRNA ......ooiiiiiie it 32
Untersuchungen der OFgane..........c.ooiieiiieiiieiie e 33
PIAPAIATION ...t 33
GEWEDETIXIEIUNG ... 33
ParaffineiNDEtIUNG ........oovviiie i 34
Anfertigung von GewebesCRNITLEN..........covviiiiiiie e 34
Histologische FArDeteChNIKEN..........ccvoviiiiiiii e 35
Perjodsdure Schiff (PAS)-FArbUNG.........cccoiviiiiiiiicie e 35
GIEMSA-FAIDUNG ...t 36
Bewertung histologischer Verédnderungen in der LUNGE ........cccevivieiieiiieniineninnnn 37
StAtiStISCNE AUSWEITUNG ....eevveiiieiiiie ettt 37



Inhaltsverzeichnis

3.1

3.11
3.1.2
3.1.3
3.2
3.3
3.3.1
3.3.2
3.4

34.1
3.5

3.5.1
3.5.2
3.5.3
3.54

4.1
4.2

4.3
4.4
4.5
4.6
4.7

ErgEDNISSE .. it 38
Etablierung der Tagman®-qPCR zur Analyse von mRNA-Expression im
MUFINEN LUNGENGEWEDE ..ottt 38
Auswahl des geeigneten RETErenzZgens ........covvevieeiiieiieiiie e 38
Uberpriifung der optimalen Primer-/Probe-Konzentration..............c.cceceveveveennne. 39
EFfIZIENZIESTUNG ..eeeiiee e 40
Untersuchung der sSiRNA-Wirksamkeit in VItro..........ccccccovveniiiieniic e, 44
Einsatz von Chol-STATBE-SIRNA ..o 46
BronchoalvVeolare LAVAge .........coouiiiiieiii i 47
ALEMWEGSTEAKEIVITAL. ... eevviiiie e 48
Untersuchung des Effekts von Chol-STAT6-siRNA im Vergleich zu
UNGEKOPPEILEr SIRINA ... 49
BronchoalvVeolare LAVage ..........ooviiiiiiiiiiiie e 50
Einsatz von STATE-SIRNA ..o 51
BronchoalvVeolare LAVage ..........ooviiiiiiiiiiiie e 52
ALEMWEGSTEAKEIVITAL.......eeivviiiieiiie e 53
Pathologische Verdnderungen der LUNQE.........cooviiiiiiiieiiie e 54
Analyse von Veranderungen der mRNA-Expression von STAT6, IL-4, IL-5 und
IL-13 in der Tagman®-GPCR .......ccvevivreeeeesieeeee e, 57
DISKUSSION ...t e e e 59
Mdagliche Ansatzpunkte flr innovative Asthmatherapien............cccccccvevennnnn 59

Etablierung der Tagman®-gqPCR zur Analyse von mRNA-Expression im

MUFINEN LUNGENGEWEDE ..ottt 60
Auswahl der Methode zur Blockierung der Genexpression ...........ccccocveeneee. 61
Untersuchung der siRNA-Wirksamkeit in VItro..........ccccoecevevieeiiieesiiee i, 62
Auswahl der Applikationsform und Komplexierung der siRNA ................... 63
Prophylaktischer Versuchsansatz mit STAT6-SIRNA (SS3)......ccoovviieiiieeninnnn 65
Schlussfolgerung und AUSBICK ... 66
ZUSAMMENTASSUNG ...vveeiiiieeiiie e e e e 69
SUMIMIBTY ..ttt e e et r e e e e e e s e anebbaeeeeeas 70



Inhaltsverzeichnis

7 LiteraturverzeiChnis ... 71
DaANKSAGUNG ....eeeiiiiee et e e e et e e et e e aa e nrre e e 80
VeroffentliChUuNGeN.........c.oov i 81
LebENSIAUT ... 82
ErKIANUNG .o e e ree e 83



Abkurzungsverzeichnis

Abkirzungsverzeichnis

Auller den SI-Einheiten wurden folgende Abkirzungen verwendet:

AGO Argonaute Protein

AHR Atemwegshyperreaktivitat

Al Atemwegsinflammation

Ak Antikorper

APC Antigen-présentierende Zelle (engl. antigen-presenting cell)

bp Basenpaar

CD Zelloberflachenmarker (engl. cluster of differentiation)

cDNA komplementére DNA (engl. complementary DNA)

CTL Zytotoxische T-Zelle (engl. cytotoxic T lymphocyte)

DC Dendritische Zelle (engl. dendritic cell)

ddH,0 doppelt destilliertes Wasser

dH,0O destilliertes Wasser

DNA Desoxyribonukleinséure

dNTP Desoxynukleosid-5’-triphosphat

ds doppelstrangig

Fc konstante Region des Antikorpers (engl. fragment crystallizable)

FcR Fc-Rezeptor

h Stunde (engl. hour)

i.p. intraperitoneal

V. intravends

IFN Interferon

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

kb Kilobasenpaare

MHC Haupthistokompatibilitdtskomplex (engl. major histocompatibility
complex)

min Minute

mMiRNA Micro RNA

PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzldsung (engl. Phosphate-buffered
Saline)

PCR Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)

RISC RNA-induced silencing complex

RT Raumtemperatur

S Sekunde

SshRNA Short interfering RNA

SIRNA Small interfering RNA

Th T-Helferzelle

TLR Toll-like Rezeptor

U engl. unit
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1 Einleitung

1.1 Allergisches Asthma
1.1.1 Epidemiologische Grundlagen

Allergische Erkrankungen wie das allergische Asthma haben sich zum wachsenden
Gesundheitsproblem entwickelt und konnten bald die Stelle einer Epidemie des
21.Jahrhunderts einnehmen (Holgate, 2004). In den letzten 30 Jahren sind sowohl die
Prévalenz als auch der Schweregrad sowie die Sterblichkeit des allergischen Asthmas deutlich
gestiegen, 6-12% der erwachsenen Bevolkerung (Hartert und Peebles, Jr., 2000) und 3-30%
der Kinder (Asher et al., 2006) in den Industriestaaten sind betroffen. Wie die Internationale
Studie zu Asthma and Allergie in Kindern belegt, finden sich die hdchsten Prévalenzen von
Asthma in Australien, Neuseeland und dem Vereinigten Konigreich, wo 20% Prozent der
Kinder zwischen 13 und 14 Jahren an allergischem Asthma leiden. Im Gegensatz dazu weisen
Zentralafrika, Osteuropa und China nur eine Prévalenz von 5% bei Kindern auf, was die
Vertreter der Hygienethese stiitzt, welche davon ausgehen, dass der westliche Lebensstil die
Pathogenese von allergischen Krankheiten, insbesondere allergischem Asthma, begunstigt,
wenn nicht sogar verursacht. Ahnliche Unterschiede zwischen Léndern wurden auch fiir die
Pravalenz des Erwachsenenasthmas und bronchiale Hyperreaktivitat gefunden (European
Coummunity Respiratory Health Survey, 1997). Der weltweite Asthmamedikamentenmarkt
erreichte 2001 einen Umsatz von 3 Milliarden Euro (Weiss und Sullivan, 2001). Die Tendenz
ist steigend, was die enorme Erhdhung der Patientenzahlen und die wachsende Notwendigkeit
fur eine anti-inflammatorische Dauertherapie flr einen Grol3teil der Patienten widerspiegelt.
Die gangigen Kombinationstherapien sind effizient und vergleichsweise kostengunstig.
Leider bleiben 5-10% der Patienten schlecht eingestellt (Antonicelli et al., 2004). Diese
Patienten kdmpfen mit starken Einschrénkungen ihrer Lebensqualitat und weisen eine hohe
Morbiditdt und Mortalitat, verantwortlich fiir 5000 Todesféalle in den USA jahrlich, auf.
Aullerdem  verursachen  sie  aufgrund von  unzdhligen  Arztbesuchen  und
Krankenhausaufenthalten, intensiver medikamentéser Therapie und Fehlzeiten am
Arbeitsplatz 30% der Gesundheitskosten allergisch Erkrankter (Dolan et al., 2004; Serra-
Batlles et al., 1998).
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1.1.2 Pathomechanismus des allergischen Asthmas (Typ I-Allergie)

Das allergische Asthma ist eine durch physikalische, chemische, pharmakologische und/oder
immunologische Reize ausgeldste chronisch-entziindliche Erkrankung der Atemwege, die
eine reversible Bronchokonstriktion und eine Hyperreaktivitat der Atemwege umfasst, welche
im Verlauf zu einem sogenannten Remodeling der Atemwege fuhren (Lemanske, Jr. und
Busse, 1997).

Das allergische Asthma ist eine hochkomplexe Erkrankung, bei der eine Reihe von
verschiedenen Einzelfaktoren ausgehend von einer unterschwelligen genetischen Disposition
zu einer manchmal unkontrollierbaren oder sogar todlichen Krankheit fithren kann. Sie ist
charakterisiert durch eine spezifische Inflammation in den Atemwegen mit einer Infiltration
durch Eosinophile, aktivierte Mastzellen und einer Schlisselrolle von Th2-Zellen und deren
Zytokinen. Zusammen rufen sie eine starke Entziindung der Lunge hervor (Tattersfield et al.,
2002), die ihrerseits strukturelle Veranderungen in den Atemwegen, wie subepitheliale
Fibrose, Hypertrophie der glatten Atemwegsmuskulatur und eine Becherzellhyperplasie
verursacht. Am Ende der pathogenetischen Kaskade stehen eine chronische Inflammation und
eine Hyperreaktivitat der Atemwege.

Die wichtigsten klinischen Symptome bestehen aus episodischem Husten, Dyspnoe, Giemen
und Brustenge, ein psychosomatischer Anteil wird in der Literatur beschrieben.

Das allergische Asthma wird nach Coombs und Gell (1963) als eine Typ I-Allergie
beschrieben. Der Pathomechanismus I&sst sich in zwei Abschnitte gliedern (Abb. 1).
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Abb. 1: Pathomechanismus des allergischen Asthmas (Darcan, 2004).

In einer symptomlosen Sensibilisierungsphase wird ein Antigen nach Aufnahme Uber die
Schleimh&ute durch Makrophagen und andere antigenprasentierende Zellen wie z.B.
dendritische Zellen phagozytiert und prozessiert. Die degradierten Antigenfragmente werden
dann naiven T-Lymphozyten (ThO, CD4+) tiber MHC-11-Molekdile prasentiert.

Entscheidend fur die Initilerung einer allergisch-inflammatorischen Immunantwort sind
einerseits die Differenzierung naiver ThO-Zellen in Th2-Zellen und andererseits das
nachfolgend herrschende Zytokinniveau wahrend der Antigenprésentation. Das Zytokin IL-4
ist dabei zuséatzlich zu seiner Rolle als Th2-Zell-Produkt selbst ein autokrines Zytokin fir das
Wachstum und die Entwicklung von Th2-Zellen (Brusselle et al., 1995; Corry et al., 1996).
Die Th2-Zellen produzieren nach der Antigenprasentation Zytokine wie IL-4, IL-5 und IL-13.
Besonders IL-5 spielt eine herausragende Bedeutung fir Eosinophile: Wachstum, das
Uberleben durch die Unterdriickung von Apoptose und die Blutinvasion aus dem
Knochenmark werden durch das Zytokin gesteuert (Coffman et al., 1989; Kopf et al., 1996).
Aktivierte Eosinophile losen die zellulare Adhdsion, Chemotaxis und Produktion von
reaktiven Sauerstoffmetaboliten sowie die Sekretion von zytotoxischen Enzymen aus
(Fujisawa et al., 1990). In einem Mausmodell konnte IL-5 als hauptverantwortlich flr die
Entwicklung von Epithelzellzerstorung und bronchialer  Hyperreaktivitdit nach
Allergeninhalation identifiziert werden (Foster et al., 1996; Kopf et al., 1996). Die Wirkung
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von IL-5 muss jedoch durch Zytokine wie IL-4 und IL-13 unterstiitzt werden (Clutterbuck
und Sanderson, 1990), damit eine nachhaltige Eosinophilen-Reaktion entsteht (Corry et al.,
1996; Grunig et al., 1998).

IL-13 und besonders IL-4 sind uber die Kostimulation von CD40 auf B-Zellen und den
CDA40-Ligand auf T-Zellen fir das Wachstum von B-Zellen sowie die Differenzierung und
Sekretion von Immunglobulin E (IgE) und 1gG4 (Finkelman et al., 1988; Pene et al., 1988)
verantwortlich. Die konstante Region (Fc) von in der Blutbahn zirkulierendem IgE wird von
seinem Immunglobulinrezeptor (FceR) gebunden. Zwei Typen des FceR sind auf immunen
Effektorzellen bekannt: Der hochaffine FceR-l1 auf Mastzellen, Basophilen und aktivierten
Eosinophilen (Ying et al., 1998) und der niedrig-affine FceR-1l (CD23) auf B-Zellen,
aktivierten T-Zellen, Monozyten, Eosinophilen, Thrombozyten und dendritischen Zellen
(Rosenwasser und Meng, 2005).

Aullerdem wirken die Zytokine IL-4 und IL-13 direkt auf die glatte Muskulatur und das
Atemwegsepithel und induzieren eine Atemwegshyperreaktivitat und Becherzellhyperplasie
(Corry et al., 1998; Wills-Karp et al., 1998). Auch bei der Mastzellaktivierung spielen sie
eine Rolle (Madden et al., 1991; Nilsson und Nilsson, 1995).

Bei nachfolgender Exposition bindet das Allergen an seine spezifischen IgE-Antikorper auf
der Zellmembran von Mastzellen, was eine Vernetzung (engl. crosslinking) von mindestens
zwei FceR hervorruft. Diese Aktivierung fuhrt zur Freisetzung von Mediatoren wie Histamin,
Leukotrienen, Prostaglandin D2 und Platelet-activating-factor, welche sofort eine
Konstriktion der Bronchien, eine Sekretion von Schleim in die Atemwege, eine Stimulation
von freien Nervenendigungen und eine Erhohung der Permeabilitdt kleiner Blutgeféalie
hervorrufen. Diese Prozesse driicken sich in den Symptomen eines Asthmaanfalles aus
(Wills-Karp, 1999).
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1.1.3 Derzeitiger Standard der Asthmatherapie

Die derzeitigen Asthmatherapien bestehen aus einer Kombination von Kortikosteroiden plus
Bronchodilatatoren und oralen Leukotrienantagonisten. Den Durchbruch bei den
Bronchodilatatoren bildete vor wenigen Jahren die Entwicklung von langwirksamen [32-
Sympathomimetika wie Salmeterol und Formoterol, die Gber 12 Stunden die Bronchien
dilatieren konnen. Die aktuelle Forschung konzentriert sich auf ultralangwirksame [2-
Sympathomimetika wie Indacaterol, Carmoterol und GSK-159797, die sogar Uber 24 Stunden
wirken und eine tagliche Gabe ermdglichen wirden (Cazzola et al., 2005). Allerdings zielt die
Wirkung dieser Kombinationstherapie auf die Kontrolle der Atemwegsinflammation und die
Eindammung der Symptome allergischen Asthmas, sie bekdmpft nicht die Atiologie der
Erkrankung und greift verhaltnismaRig spat in die pathogenetische Kaskade ein. Mit dem
Wandel des Verstandnisses der Pathogenese allergischen Asthmas dnderte sich auch die
Therapie. Wéhrend es vor wenigen Jahren noch als vor allem bronchokonstriktive Krankheit
angesehen wurde und somit vorwiegend Bronchodilatatoren zum Einsatz kamen, hat die
Erkenntnis, dass allergisches Asthmas zu einem grofRen Teil von inflammatorischen
Prozessen dominiert wird zur breiten und erfolgreichen Kombination mit Kortikosteroiden
gefiihrt. Jedoch befiirchten Patienten und Arzte beim langfristigen Einsatz unerwiinschte
Arzneimitteleffekte wie Osteoporose und bei Kindern einen Wachstumsverlust. Obwohl also
diese Medikamente hochwirksam sind, ist die Patientencompliance Uberraschend niedrig
(Wenzel, 2005). Auch wenn sie regelméRig eingenommen werden, modifizieren
Kortikosteroide den Krankheitsverlauf nicht nachhaltig, so dass nach Absetzung
Asthmasymptome und Entziindung schnell zuriickkehren. GroRe Hoffnung liegt derzeit auf
dem neuen Kortikosteroid Ciclesonid, das als Pro-Drug Desciclesonid oral verabreicht erst
durch die Funktion von Esterasen in der Lunge aktiviert wird. Die geringeren systemischen
Effekte scheinen auf eine lange Halbwertszeit in der Lunge, nicht vorhandene orale
Bioverflgbarkeit und eine hohe Bindungsaffinitit zu zirkulierenden Proteinen zurlckzuftihren
zu sein (Reynolds und Scott, 2004).

Angesichts dieser Herausforderungen werden neue therapeutische Strategien in
experimentellen und klinischen Studien untersucht, erreichen jedoch selten den Markt.
Medikamente aus dem Bereich der Zytokin- (Etanercept, Imatinib, Mepolizumab) und
Chemokininhibitoren (CCR3) und weiterentwickelter antiinflammatorischer Medikamente
wie Phosphodiesteraseblocker (Lipworth, 2006) sind wegen ihres spezifischen Eingreifens in
die pathogenetische Kaskade des allergischen Asthmas vielversprechend. Zum Teil ist ihre

10
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Wirkung jedoch noch nicht im Menschen nachgewiesen oder sie weisen nicht tolerable
unerwiinschte Arzneimittelwirkungen auf (Flood-Page et al., 2007; Rouhani et al., 2005). Das
einzige neuartige Medikament, welches fiir den Markt zugelassen und bei mittlerem bis
schwerem Asthma eingesetzt wird, das Anti-lIgE-Therapeutikum Omalizumab, wird limitiert
durch hohe Kosten und Sicherheitsbedenken (Chapman et al., 2006).

Die Suche nach neuen therapeutischen Strategien, die folgende Kriterien erflllen, ist also
notwendig: Moderne Asthmamedikamente miissen auch bisher schwer kontrollierbare
Krankheitsverldufe einddmmen kdnnen, mindestens genauso effektiv und kostengunstig wie
bisherige Standardtherapien sein, aber noch weniger Nebenwirkungen aufweisen und
schlieRlich das therapeutische Ziel verfolgen, die Krankheit zu heilen.

1.2 Transkriptionsfaktoren der allergischen Immunreaktion:
STAT®G (signal transducer and activator of transcription 6)

Von den sechs STAT- (signal transducer and activator of transcription) Proteinen spielt nur
STATG6 fur die asthmarelevanten Zytokine IL-4 und IL-13 eine einzigartige Rolle. Auf die
herausragende Funktion dieser Zytokine fir die Differenzierung von Th2-Zellen, das
Wachstum und die Entwicklung von B-Zellen und deren Sekretionsaktivitat von IgE und IgG,
die Atemwegshyperreaktivitat, Mastzellaktivierung und Becherzellhyperplasie wurde bereits
im Abschnitt der Pathogenese des allergischen Asthmas naher eingegangen.

Der Signaltransduktionsweg der Zytokine IL-4 und IL-13 erfolgt iber die a-Untereinheit des
IL-4 Rezeptors (Smerz-Bertling und Duschl, 1995). Die a-Untereinheit des IL-4-Rezeptors
aktiviert ihrerseits durch Phosphorylierung den Transkriptionsfaktor STAT6 (Jiang et al.,
2000; Murata und Puri, 1997; Palmer-Crocker et al., 1996), der dann (ber eine Aktivierung in
der Promotorregion des Zellkerns die Transkription verschiedener flr die Pathogenese des
allergischen Asthmas verantwortlichen Stoffe initiiert. Eine Deletion des Gens fur STAT6 hat
den gleichen Effekt wie eine Ausschaltung von IL-4 (Foster, 1999): Untersuchungen in
STAT6-Knockoutmausen zeigten eine verringerte Th2-Zell-Entwicklung, einen Riickgang der
IgE-Produktion und eine geringere Heraufregulierung von MHC-II (Shimoda et al., 1996;
Takeda et al., 1996). In einem Mausmodell fir allergisches Asthma waren STATG6-defiziente
Méause davor geschitzt, IL-4-und IL-13-vermittelte Effekte wie eine bronchiale
Atemwegsinflammation, eosinophile Infiltration, Antigen-induzierte Atemwegshyperreaktion
und Schleimproduktion zu entwickeln, die spezifische IgE-Produktion war verringert

11



1. Einleitung

(Akimoto et al., 1998; Kuperman et al., 1998; Tomkinson et al., 1999). Aullerdem ist eine
vermehrte STAT6-Expression in den Atemwegen von Asthmapatienten nachgewiesen worden
(Christodoulopoulos et al., 2001). Den Transkriptionsfaktor STAT6 direkt zu beeinflussen
kdnnte somit eine hoffnungsvolle Methode sein, die Entwicklung von allergischem Asthma

zu verhindern.

1.3 Neue Mdglichkeiten zur spezifischen Inhibtion von
Krankheitsgenen: RNA-Interferenz (RNAI)

RNA-Interferenz (RNAI) wurde als ,,eine der aufregendsten Entdeckungen in der Biologie in
den letzten Jahren* bezeichnet. Urspriinglich als ein Abwehrmechanismus von Pflanzen
gegen virale Pathogene und die Schadigung des Erbguts durch den Einbau von Genelementen
entdeckt (Napoli et al., 1990; van Der Krol et al., 1990), konnte von Fire et al. 1998
experimentell im Nematoden Caenorhabditis elegans nachgewiesen werden, dass injizierte
doppelstrangige RNA-Partikel die Genexpression blockieren (Fire et al., 1998). Dieser
Mechanismus konnte zudem in Fliegen (Kennerdell und Carthew, 2000) und Wirbeltieren (Li
et al., 2000) nachgewiesen werden. Weiterhin konnte in humanen Zellen eine starke und
spezifische Herunterregulierung von Genen durch das sequenzspezifische Zerschneiden von
MRNA etabliert werden (Elbashir et al., 2001a). Der endogene RNAI-Effekt, der auch die
ubiquitar vorkommenden micro RNAs (miRNAS) prozessiert, beginnt im Zytoplasma mit der
Bindung und  Verarbeitung  doppelstrangiger =~ RNA-Molekile  mit  einem
Zweinukleotidiibernang am 3’Ende durch das RNaselll-artige Enzym Dicer in 21-23
Nukleotid-lange siRNA (small interfering RNA) (Elbashir et al., 2001a). Dieser Schritt wird
beim therapeutischen Einsatz von siRNAs umgangen: Synthetisch hergestellte exogene
SIRNA-Molekiile mit festgelegter Zielmolekil-mRNA-Spezifitdt weisen bereits die
notwendige L&nge und Struktur auf. Sie werden in den Enzymkomplex RNA-induced
silencing complex (RISC) inkorporiert (Bernstein et al., 2001), der die Enzymeinheit
Argonaute 2 (AGO2) (Liu et al., 2004; Rand et al., 2005) beinhaltet. Nach ATP-abhangiger
Entwindung und Zerschneidung des Sense-Stranges der doppelstrangigen siRNA wird der
Gegenstrang in der katalytisch-aktiven, RNase-H-&hnlichen PIWI-Doméne (Parker et al.,
2005) von AGO2 am 5’Ende und einer PIWI-Argonaute-Zwille-Doméne (PAZ) (Ma et al.,
2004), die das 3’Ende der siRNA erkennt, gebunden. Der Gegenstrang der siRNA dirigiert
dann den RISC zum komplementaren Strang der Ziel-mRNA, welche durch RISC
sequenzspezifisch zwischen den Basen 10 und 11 relativ zum 5° Ende zerschnitten wird
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(Elbashir et al., 2001b). Das zerstérte mRNA-Transkript wird von zelluldaren Exonukleasen
degradiert, die nachfolgende Translation und Produktion eines Proteins wird somit
unterbunden (Abb. 2).

Dicer
O Spaltung der dsRNA

45RO — XOOOOOOOCK  sIRNADublex

RISC mRNATargeting
Entwi [ >
ntwindung der siRNA Poly (A) mRNA

/—\M/Kl (RISC Aktivierung)

Spaltung der mMRNA
y

\
Degradierte mRNA \ /\ /N\ /" U\ oy

A 4

Keine Proteinexpression

Abb. 2: Mechanismus der RNA-Interferenz (RNAI).

Obwohl die RNAI-Technologie einen hohen Spezifitdtsgrad erreicht, wurden in der
Vergangenheit auch Arbeiten verdffentlicht, die unerwiinschte Effekte durch sSiRNAs,
sogenannte ,,Off-Target-Effects” beschrieben. Zum einen wurden neben den Zielgenen auch
andere Gene potent herunterreguliert, die nicht in funktioneller Beziehung zum Zielgen
standen. Zum anderen wurde mehrfach {ber eine Aktivierung des angeborenen
Immunsystems durch siRNAs berichtet. So konnte gezeigt werden, dass siRNA-Duplexe
Toll-like-Rezeptoren in Plasmazytoiden Dendritischen Zellen stimulieren, was in einer
erhéhten Typl-Interferon-Produktion resultiert (Hornung et al., 2005). Die Aktivierung des
Interferonsystems sorgt ihrerseits fur eine Erhdhung der Transkriptionsfaktoren STAT1 und
STAT2 (Sledz et al., 2003), da diese eine wichtige Rolle in der JAK/STAT-
Signaltransduktion der Typl-Interferone spielen (Stark et al., 1998).
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1.4 Zielsetzung

Eine Kombinationstherapie aus Kortikosteroiden und lang-wirksamen 2-Sympathomimetika
plus Leukotrienantagonisten stellt derzeit die leitliniengerechte Behandlung des allergischen
Asthmas dar. Diese Therapieform hat jedoch nur die Kontrolle der Atemwegsinflammation
und eine Reduzierung der Symptome der Krankheit zum Ziel, sie eliminiert nicht die
Atiologie des Asthmas und greift auch nicht in die pathogenetische Kaskade ein. In den
letzten Jahren deutet eine Vielzahl von Arbeiten darauf hin, dass die RNA-Interferenz als die
potenteste der Gen-Transkriptions-Blockierungsmethoden eine alternative Therapieform sein
konnte, die in der Lage ist, hochspezifisch und langanhaltend verantwortliche Gene
herunterzuregulieren oder ganz auszuschalten.

Im ersten Teil dieser Arbeit sollte die Effizienz von STAT6-siRNA in der Zellkultur anhand
der Messung der STATG6-Expression in der quantitativen PCR Uberprift werden. Dabei
sollten auch mdgliche unerwiinschte siRNA-Effekte in Form der Interferonaktivierung auf
Ebene der Transkriptionsfaktoren STAT1 und STATZ2 analysiert werden.

Im zweiten Teil der Arbeit sollte in einem Mausmodell flr allergisches Asthma untersucht
werden, ob die intranasale Gabe von gegen den Transkriptionsfaktor STAT6 gerichteter
SIRNA die Entwicklung allergeninduzierter Atemwegsinflammation und
Atemwegshyperreaktivitat reduzieren kann. Die SiRNA sollte in unterschiedlichen
Formulierungen, mit und ohne Cholesterol-Koppelung, und in verschiedenen Konzentrationen
eingesetzt werden.

Die Bestimmung der Th2-assoziierten Zytokinquantitdten im Lungenlysat sollte zur
Aufklarung der funktionellen Wirkung der STAT6-Blockierung dienen. Dafir mussten
verschiedene Parameter der quantitativen PCR etabliert werden. Darlber hinaus sollte eine
Bewertung des AusmaRes der entzlindlichen Reaktionen beim allergischen Asthma erfolgen.
Dazu sollte die Atemwegsreaktivitat im Ganzkdrperplethysmographen gemessen, Zellen aus
der Bronchoalveoléren Lavage der M&use gezahlt und differenziert und die Lungen mit Hilfe
histologischer Farbetechniken auf pathologische Veranderungen untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Verwendete Standard-Chemikalien wurden, soweit nicht gesondert vermerkt, von den Firmen
Merck (Darmstadt) und Roth (Karlsruhe) bezogen.

2.1.2 Allergen

Als Allergen wurde Ovalbumin (OVA Grad VI, 100ug/ml; Sigma, Deisenhofen) verwendet,
die Sham-Sensibilisierung erfolgte mit PBS (PAA, Pasching, Osterreich). Als Adjuvanz
diente in beiden Fallen Aluminiumhydroxid (10mg/ml Al(OH)s. Pierce Chemical, Rockford,
IL, USA).

2.1.3 SIRNA

Doppelstrangige 21 bp-siRNA mit 3’-Desoxy-Thymidin-Uberhangen wurden von der Firma
Curevac (Tubingen) synthetisiert, die Sequenz der ausgewéhlten STAT6-SiIRNA, ss3, war
komplementér zu muriner und humaner STAT6-mRNA und hatte folgende Sequenz:
5’-AGACCUGUCCAUUCGCUCALt. Als Kontrolle wurde siRNA gegen das Protein GFP,
siGFP, mit folgender Sequenz eingesetzt: 5’-GCAGCACGACUUCUUCAAGtt. In einem
Versuch wurden Cholesterol-gekoppelte STAT6-siRNA, Chol-ss3 und Cholesterol-
gekoppelte-GFP-siRNA, Chol-siGFP, verwendet.

2.1.4 Versuchstiere

Weibliche BALB/c-Mé&use im Alter von 6-8 Wochen (Harlan Winkelmann, Borchen) wurden
unter OVA-freier Diat und unter Pathogen-freien Bedingungen in der tierexperimentellen
Einrichtung des Campus Virchowklinikum, Charité Universitdtsmedizin Berlin, gehalten.
Alle Versuche wurden durch das Tierversuchskommitee des Landesamtes fur Gesundheit und
Soziales, LaGeSo, LAGETSI-Registrierungsnummer G0247/3 am 27.2.2004, genehmigt.

2.1.5 Primer und Probes fur quantitative PCR (QPCR)

Fir die Durchfihrung der quantitativen PCR wurden Primer und Probes der Firma eurofins
MWG Biotech (Ebersberg) verwendet. Die Ermittlung der Sequenzen erfolgte mittels der
Primer Express Software (Applied Biosystems, Darmstadt), welche fur die Primer und Probes
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die optimalen Bedingungen bezuglich Schmelztemperatur, Lange und GC-Gehalt bei der

Berechnung miteinbezog. Die Sequenzen fiir die jeweiligen Referenzgene und Zielgene sind

in Tabelle 1 aufgefhrt.

Tabelle 1: Sequenzen der Primer und Probes fur die qgPCR.

Referenzgene | Sequenz

CANX-for 5-TGGTGGTGCCTATGTGAAGCT-3'

CANX-rev 5'-GGGAGTCTTGTCGTGGAATTGA-3'

CANX-Probe | 5'-Fam-CTTTCCAAGACGGCAGAGCTCAGCC-Tamra-3'
CYC1-for 5'-CAGCTACCCATGGTCTCATCGT-3'

CYCl-rev 5'-CTGGAAACCCCTCCGAATG-3

CYC1-Probe | 5'-Hex-CCTCCTCTCCTCCTTGGACCACACCA-Tamra 3'
SDHA-for 5'-CAGGCTCATCGGTGTTGCT-3'

SDHA-rev 5'-CATATCGCAGAGATCTTCCATACAA-3'
SDHA-Probe | 5'-Fam-CTGATCGGACAGGCCACTCACTCTTACA-Tamra-3'
Zielgene

STATG6-for 5-TTTTGGCAGTGGTTTGATGGT-3'

STAT6-rev 5'-CCAATGATCAGCCGATCTGA-3'

STAT6-Probe | 5'- Fam-TCACCAAACGCTGTCTCCGGAGCTA-Tamra-3'
STAT1-for 5'-AGCCCGACCCTATTACAAAAAAC-3

STAT1-rev 5'-CCACGAAGGAGCTCTGAATGA-3'

STAT1-Probe | 5'-Fam-TCAGATCGAACCTTCCTCCTCTTCCAGC-Tamra-3'
STAT2-for 5'-CGTCTTCAGACCCCCATCA-3'

STAT2-rev 5'-CAGCACCTCCTTTCTCATTCTGT-3'

STAT2-Probe | 5'-Fam-TGTGCAGGCAACAGCCAACAAAGTC-Tamra-3'
IL-4-for 5'-CGCCATGCACGGAGATG-3

IL-4-rev 5'-CGAGCTCACTCTCTGTGGTGTT-3'

IL-4-Probe 5'-Fam-TGCCAAACGTCCTCACAGCAACG-Tamra-3'
IL-5-for 5'-AGCACAGTGGTGAAAGAGACCTT-3

IL-5-rev 5-CATCGTCTCATTGCTTGTCAACA-3'

IL-5-Probe 5'-Fam-ACACAGCTGTCCGCTCACCGAGC-Tamra-3'
IL-13-for 5'-GGAGCTGAGCAACATCACACA-3

IL-13-rev 5'-GCGGCCAGGTCCACACT-3'

IL-13-Probe | 5'-Fam-ACCAGACTCCCCTGTGCAACGGC-Tamra-3'
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2.1.6 Computerprogramme

Neben den Standardprogrammen Microsoft Word® und Microsoft Excel® kamen zur
Bestimmung der RNA-Quantitat im Nanodrop®-Spectrophotometer die Nanodrop® ND-1000
software (NanoDrop, Wilmington, USA), zur Auswertung der quantitativen PCR die ABI
PRISM 7300 Sequence Detection System Software® (Applied Biosystems, Darmstadt) und
zur Datengenerierung bei der Atemwegsreaktivitatsmessung das Programm 10X 1.493d
(Emka Technologies, Paris, Frankreich) zur Anwendung. Fir die Generierung von Primern
wurde die Primer Express Software V3.0 (Applied Biosystems, Darmstadt) verwendet. Die
stabilsten Referenzgene wurden durch die geNorm®-Software (Primer Design, Southampton,
GroR3britannien) identifiziert. Die statistischen Analysen wurden mit der SPSS-Software 13.0
(SPSS, Chicago, USA) durchgefiihrt.

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 RNA-Isolierung aus Lungengewebe mittels RNeasy® Minikit von
Qiagen

Zur RNA-Isolierung wurde das RNeasy® Minikit (Qiagen, Hilden) verwendet. Diese

Technologie kombiniert die selektiven Bindungseigenschaften einer Silicagel-Membran mit

der Mikrozentrifugationstechnik. Das spezielle Hochsalz-Puffersystem ermdglicht die

Bindung von bis zu 100pg RNA.

Vor dem Homogenisieren wurde den in RNAlater (Ambion, Austin, USA) aufbewahrten

Lungen pro 25mg Gewebe 600ul RLT Lysispuffer (10ul B-Mercaptoethanol/ 1ml RLT)

zugegeben, wenn erforderlich wurde die Lunge mit dem Skalpell vorher zerschnitten.

Zur Homogenisierung wurde entweder das Ultra Turrax®-Gerat (Ika, Staufen) oder das Tissue

Lyser®-Gerat (Quiagen, Hilden) verwendet, 600ul des Homogenisats wurden in ein

RNAse/DNAse- freies 1,5ml Tube Uberfihrt. Der Rest des Homegenisats wurde nach der

Zentrifugation fir die spatere Anwendung bei -80°C eingefroren.

Nach der Zentrifugation des Lungenlysats wurde der Uberstand in ein neues 1,5ml Tube

tiberfiihrt, zu einem Volumen des Uberstandes wurde die gleiche Menge 70%igen Ethanols

hinzugefigt und sorgféltig durchmischt.

Nach der Zelllyse wurden die Proben auf die RNeasy® Mini-Saule aufgetragen. Die Gesamt-

RNA bindet an die Membran, wéhrend die Ubrigen Substanzen effizient ausgewaschen und

somit abgetrennt wurden. Die RNA wurde anschlieBend mit mindestens 30ul RNase-freiem

Wasser eluiert.
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2.2.2 RNA-Quantifizierung

Die Quantifizierung der RNA-Konzentration wurde mit dem Spektrophotometer NanoDrop®
ND-1000 (NanoDrop, Wilmington, USA) durchgefiihrt. Mit dem Spektrophotometer kénnen
Spektren von fliissigen Proben aufgenommen werden, d.h. es wird jeweils die Extinktion bei
verschiedenen Wellenldngen gemessen und gegen die Wellenldnge aufgezeichnet. Im
Zusammenhang mit der Spektrophotometrie versteht man unter Extinktion die Abschwdachung
eines Lichtstrahls, der im NanoDrop® ND-1000 von einer Xenon-Blitz-Lampe produziert

wird, im Probemedium.

2.2.3 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese wurde mit der M-MLV reversen Transkriptase (Promega, Mannheim)
durchgefiihrt. Das Enzym stammte aus dem ,,Moloney Murine Leukemia Virus*“ und benutzt
Einzelstrang-RNA oder -DNA in Anwesenheit von Primern, um einen komplementaren
cDNA-Strang zu synthetisieren. M-MLV Reverse Transkriptase wird als kloniertes Enzym
durch Fusionierung des E.coli trpE Gens und der Zentralregion des Moloney Murine
Leukemia Virus pol Gens erzeugt. Es hat neben der Reversen Transkriptase auch eine RNase
H-Aktivitat.

Ahnlich wie DNA-Polymerase bendtigt die Reverse Transkriptase einen kurzen
doppelstrangigen Bereich, an dem die cDNA-Synthese startet. Dazu werden Zufalls-
Hexamere (Random-Hexamere), die zuféallig an bestimmten Stellen innerhalb der RNA
binden, zugegeben. Bei sehr langen mRNAs kann oftmals nicht die gesamte Sequenz von der
Reversen Transkriptase umgeschrieben werden, so dass die Reaktion abbricht. Die
Zufallshexamere binden auch an Sequenzen, welche ndher zum 5°-Ende liegen und

ermoglichen die Synthese von cDNA aus Bereichen am 5"-Ende der mRNA.
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Als Ausgangsmaterial wurden 1pg RNA-Probe eingesetzt, mit 8,3ul Random-Hexameren
(Invitrogen, Karslruhe) (250ng / 8,3ul) versetzt und mit der entsprechenden Menge ddH20
auf 14pl aufgefiillt. Zur Vermeidung von Sekundirstrukturen wurde das RNA-Random-
Hexamer-Gemisch 5min bei 70°C und anschliefend 5min auf Eis inkubiert. Der Mastermix
fur die cDNA-Synthese wurde wie folgt pipettiert und zu jeder umzuschreibenden cDNA-

Probe gegeben:

14ul RNA-Random-Hexamer-Gemisch

+0,5 ul Recombinant RNasin (Promega, Mannheim)

+2,5ul dNTP Mix (Bioline, Luckenwalde), 10 mM Mix, 2,5 mM von jedem dNTP)
+ 5,0 ul M-MLV RT 5x Reaktionspuffer (Promega, Mannheim)

+ 1,0 ul M-MLV Reverse Transkriptase (H-) (Promega, Mannheim)

+2.0ul dngO

25,0 ul Gesamtvolumen

Nach einer 10mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte die Umschreibung zur
cDNA 50min bei 48°C im PCR-Cycler. Zum Schluss wurde die Reverse Transkriptase 15min
bei 70°C inaktiviert.

2.2.4 Quantitative PCR (gPCR)
2.2.4.1 Grundlagen

Die quantitative Real-Time-PCR (qPCR), eine Weiterentwicklung der von K.B. Mullis
entwickelten Polymerasekettenreaktion (Mullis und Faloona, 1987), stellt eine schnelle
und sensitive Methode zur Amplifizierung von spezifischen DNA-Abschnitten dar. Sie
erlaubt die Detektion sehr geringer DNA-Mengen. Die Methode wird zur Genklonierung,
bei Genexpressionsstudien und im Bereich der Sequenzanalyse verwendet. Verglichen mit
der Endpunkt-PCR, die lediglich eine qualitative Analyse der Produkte ermdglicht, liefert
die gPCR Aussagen zur Ausgangs-DNA-Menge. Higuchi et al. beschrieben 1992 erstmals
die Methodik der quantitativen PCR, in der der Verlauf der Reaktion Uber ein
Fluoreszenzsignal verfolgt wurde (Higuchi et al., 1992; Higuchi et al., 1993) .

Bei der gPCR werden fluoreszierende Farbstoffe verwendet, die nur an doppelstrangige
DNA und nicht an Einzelstrange binden. Das untersuchte Fluoreszenzsignal ist dabei im
gebundenen Zustand deutlich erhéht. Wéhrend einer PCR wird neue doppelstrangige DNA
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synthetisiert. Diese Zunahme an dsDNA &Rt sich (ber die Zunahme des
Fluoreszenzsignals verfolgen, wodurch die Menge an dsDNA wéhrend der gesamten
Reaktion bestimmt wird. Das Ergebnis einer qPCR liefert eine Darstellung des
Fluoreszenzniveaus tber der Zyklenzahl. Als Mal} zur Quantifizierung ergibt sich der Cy-
Wert oder Threshold. Dieser Wert gibt den PCR-Zyklus an, bei dem die
Reporterfluoreszenz die Hintergrundfluoreszenz signifikant tbersteigt. Der Cy-Wert ist ein
MaR fiir die Ausgangsmenge an DNA-Vorlage; es gilt, je niedriger die Ausgangsmenge,
desto hoher der Cr.

Bei der Expressionsanalyse wurde die cDNA als Vorlage eingesetzt. Fir die Analyse der
Daten wurde hier die relative Quantifizierung herangezogen, bei der zwei unterschiedlich
behandelte Gruppen miteinander verglichen wurden. Dazu wurden die Signale bzw. Cr-
Werte zur mRNA von sogenannten Referenzgenen, in dieser Arbeit CANX, CYC1 und
SDHA, normalisiert und miteinander in Beziehung gebracht. Referenzgene werden in allen
Zellen und Geweben und zu jeder Zeit konstitutiv exprimiert und wurden deshalb als
Referenz genutzt.

2.2.4.2 Mathematische Beschreibung

Bei der relativen Quantifizierung werden arithmetische Formeln verwendet, um die

relative Genexpression im Vergleich zu einer Kontrollgruppe zu berechnen.

Zunéchst wird der Cr-Wert des Zieltranskriptes auf den Cy-Wert eines Referenzgens

normalisiert:
ACt = Ct (Zieltranskript) — Ct (Referenzgen)

Unter Einbeziehung der normalen Expression der Kontrollgruppe ergibt sich diese Formel:
AACy = ACy (Probe) — ACt (Kontrollgruppe)

Fir Amplikons mit hochstens 150 Basenpaaren soll die Effizienz einen Wert von
anndhernd 1 haben. Deshalb ist die Menge der Zieltranskripte (Zx), die auf ein endogenes

Referenzmolekiil normalisiert und zu einer Bezugsgruppe relativiert wird, definiert als:

Z _ 2—AACT
x =
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Die Formel fur die Menge des Zieltranskriptes wurde nach der Methode von Livak et al.
(Livak und Schmittgen, 2001) hergeleitet.

2.2.4.3 Prinzip der Tagman®qPCR

Bei dieser Art von PCR liegt zwischen den beiden spezifischen Primern zur Amplifikation
des gewiinschten DNA-Abschnittes die sogenannte Tagman®-Hybridisierungssonde. Diese
Sonde, auch Probe genannt, ist ein Oligonukleotid, welches mit einem
Reporterfluoreszenzfarbstoff am 5°-Ende und einem Quencher am 3’-Ende markiert ist.
Nach der Hybridisierung an die zu amplifizierende Ziel-DNA wird die Sonde durch die
Tag-DNA-Polymerase mit ihrer 5°-3"-Exonukleaseaktivitdt in kleine Bruchstiicke
geschnitten, wodurch der Fluoreszenzfarbstoff freigesetzt wird. Die Fluoreszenzemission
innerhalb der im Uberschuss vorliegenden intakten Sonde wird durch die Nahe zum
Quenchermolekil am 3"-Ende unterdriickt. Die erzeugte Fluoreszenz ist ein direktes Maf
fur die Quantitét der gebildeten Zielmolekiile, da der Reporterfarbstoff nur bei Bindung an
die Ziel-DNA freigesetzt wird. Als Reporter wird meist 6-Carboxy-Fluorescein (FAM) und
als Quencher 6-Carboxy-tetramethylrhodamin (TAMRA) verwendet. Es kdnnen jedoch
auch  andere Farbstoffe, z.B. Hexachloro-6-Carboxy-Fluorescin  (Hex)  mit

unterschiedlichen Extinktions- und Emissionswellenldngen eingesetzt werden.

Forward-Primer w
5 e

3 5
5 3

—_—
Reverse-Primer

w o W o
o oW oo W

Abb. 3: Prinzip der Tagman®-PCR, R: Reporter, Q: Quencher (Wunsch,
2004).
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2.2.4.4 Durchfuhrung der gPCR

Zur Quantifizierung von mRNA in Lungenlysaten wurde eine quantitative PCR mit dem
ABI PRISM 7300 Tagman® (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) durchgefiihrt.
Das verwendete Probenvolumen betrug jeweils 25ul, Tabelle 2 zeigt den Ansatz:

Tabelle 2: Ansatz der Reagenzien fiir die qPCR.

Reagenz Menge
cDNA (40 ng) 10,0 ul
Tagman® -Mastermix 12,5 ul
Primer-/Probemix (450nM / 200nM)* | 2.5 ul
Gesamt 25,0 pl

* die jeweiligen Amplifikationsprimer und Sonden wurden in einer optimalen Arbeitskonzentration als

Primermix eingesetzt (Sequenzen siehe 2.1.5)

Bei jedem Zyklus wurden nacheinander die in Tabelle 3 aufgefiihrten Schritte durchlaufen:

Tabelle 3: Schritte der gPCR

Schritt Dauer | Temperatur
Enzymaktivierung | 10 min | 95°C
Zyklenzahl | Denaturierung 15sek | 95°C

x40 Elongation 1min | 60°C

Die Analyse der Daten erfolgte mit der ,,ABI PRISM®-7300 SDS Software*.

2.2.45 Etablierung der Tagman®gPCR zur Analyse von mRNA-Expression im
murinen Lungengewebe

2.2.4.5.1 Auswahl des geeigneten Referenzgens

Zur relativen Quantifizierung der Expression unserer Zielgene (2.2.4.2) sollte das optimale
Referenzgen fur die RNA aus Lungenlysaten PBS- bzw. OV A-sensibilisierter und siRNA-
behandelter M&use bestimmt werden. Zur ldentifizierung des stabilsten Referenzgens im
Lungengewebe wurde das geNorm® Housekeeping Gene Selection Kit (Southampton,
Grol3britannien) verwendet.

Die gqPCR erfolgte im Tagman®-qPCR-Gerat. Dafiir wurde fiir jedes Referenzgen der in
Tabelle 4 aufgefiihrte Mastermix mit Reagenzien aus dem geNorm® Kit angesetzt:
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Tabelle 4: Ansatz des Mastermix aus dem geNorm®-Kit.

Komponente Volumen
Primer/Probe-Mix (200 nM in 20 pl Reaktionsansatz) | 1 pl
2xgPCR Mastermix 10 pl
PCR-Grade-Wasser 4 ul
Endvolumen 15 nl

Pro Well wurden 15ul des Mastermixes und Sul cDNA (5ng/ul) pipettiert.
Das Amplifikationsprotokoll der gPCR setzte sich aus folgenden Schritten (Tabelle 5)

zusammen:

Tabelle 5: Amplifikationsprotokoll der gPCR fiir das Protokoll des geNorm®-Kit.

Schritt Dauer | Temperatur
Enzymaktivierung | 10 min | 95°C
Denaturierung 15sek | 95°C
Zyklenzahl x50 | Datenerfassung 30sek | 50°C
Extension 15sek | 72°C

2.2.4.5.2 Uberpriifung der optimalen Primer-/Probe-Konzentration

Zur Bestimmung der optimalen Konzentrationen der eingesetzten Primer wurden qPCRsS
durchgefuhrt, bei denen Forward- und Reverse-Primer von CANX, CYC1, SDHA, STATL,
STAT2, STATS6, IL-4, IL-5, IL-13 in unterschiedlichen Konzentrationen (900, 450, 150, 50
nM) und unterschiedlichen Konzentrationskombinationen eingesetzt wurden, wéhrend die
Konzentration der Probe konstant (200nM) blieb. Den Ansatz pro Well zeigt Tabelle 6.

Tabelle 6: Ansatz gPCR fiir Etablierung optimale Primer-/Probe-Konzentration

Komponente Volumen
cDNA(10 ng/ul >25 ng) 2,5 ul
Tagman Universal Master Mix 12,5 ul
ddH,0 2,5 ul
Probe (200 nM) 2,5 ul
Forward Primer (900, 450, 150, 50 nM) 2,5 ul
Reverse Primer (900, 450, 150, 50 nM) 2,5 ul
Gesamt 25,0 pl

In einem weiteren Schritt wurden die Konzentrationen der Primer konstant gehalten und
unterschiedliche Probekonzentrationen (200, 100, 50 nM) verwendet. Der Ansatz erfolgte
analog zur Primeraustestung. Das Amplifikationsprotokoll der qPCR setzte sich aus

folgenden Schritten (Tabelle 7) zusammen:

23



2. Material und Methoden

Tabelle 7: Amplifikationsprotokoll der gPCR fur die Etablierung der optimalen Primer-/Probe-
Konzentration.

Zyklenanzahl | Schritt Dauer | Temperatur
1 Enzymaktivierung | 10 min | 95°C
40 Denaturierung 15 sek | 95°C
1 Datenerfassung 1 min | 60°C

2.2.4.5.3 Effizienztestung

Eine Voraussetzung zur Verwendung der in Abschnitt 2.2.4.2 beschriebenen AACt-Methode
fur die Quantifizierung der Zielgenexpression im murinen Lungengewebe ist die annédhernde
Gleichheit der Effizienzen der PCR-Amplifikation der Ziel- und Referenzgene.

Die Effizienz ist die Rate, in welcher ein PCR-Amplikon generiert wird, sie wird als
Prozentwert angegeben. Wenn sich die Rate eines PCR-Amplikons quantitativ wahrend der
geometrischen Phase ihrer PCR-Amplifikation verdoppelt, weist die PCR eine Effizienz von
100% auf. Dargestellt wird die Effizienz in einer Standardkurve einer semi-logarithmischen-
Regression, wobei der Ct-Wert gegen die logarithmische Quantitat der eingesetzten cDNA
aufgetragen wird.

Fir jedes Ziel- oder Referenzgen liegt die Effizienz bei 100%, wenn die Steigung der Kurve
etwa -3,32 betragt. Niedrigere Steigungen weisen auf eine geringere Effizienz hin (Applied
Biosystems, 2004).

In dieser Arbeit wurden zuerst die Effizienzen der drei Referenzgene CANX, CYC1 und
SDHA untersucht, wobei unterschiedliche cDNA-Mengen (50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,56;
0,78; 0,39 ng) aus Lungenlysaten von siRNA-behandelten Mausen eingesetzt wurden.

Im nachsten Schritt wurden die relativen Effizienzen von Ziel-und Referenzgenen verglichen.
Dazu wurden die ACr-Werte gegen die logarithmisch aufgetragene cDNA-Menge beurteilt.
Die Steigung der resultierenden semi-logarithmischen Regression wurde als Kriterium fir die
Validitat der eingesetzten Amplikon-Effizienzen gewertet. Im gegebenen Fall musste die
Steigung unter 0,1 liegen, je ahnlicher die Effizienzen von Ziel- und Referenzgenen waren,
desto mehr ging die Steigung gegen 0 (Applied Biosystems, 2004).

Diese Validationsexperimente wurden fir die Zielgene STAT®6, IL-4, IL-5, IL-13, STAT],
STAT2 und Referenzgene CANX, CYC1, SDHA durchgefiihrt, wobei erneut die
unterschiedlichen cDNA-Mengen aus Lungenlysaten von siRNA-behandelten Mausen

eingesetzt wurden.
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Der Ansatz pro Well erfolgte sowohl fir die Untersuchung der Effizienzen der Referenzgene
als auch fur die vergleichende Untersuchung der Effizienzen von Ziel- und Referenzgenen
nach folgendem Protokoll (Tabelle 8), das Amplifikationsprotokoll entsprach dem der Primer-
/Probe-Austestung (siehe 2.2.4.5.2):

Tabelle 8: Ansatz der Reagenzien flr gPCR zur Effizienzvalidierung.

Komponente Volumen
cDNA (50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,56; 0,78; 0,39 ng) | 10,0 ul
Tagman Universal Master Mix 12,5 ul
Primer-/Probe-Mix (for 450/rev 450/200 nM) 2,5 ul
Gesamt 25,0 pl

2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Kultivierung und Transfektion

Murine Zellen der Linie L929 wurden unter Standardbedingungen kultiviert. Dem Medium
wurden 10% FKS und 1% Penicillin/Streptavidin zugesetzt. Fir die Transfektionsexperimente
wurden die Zellen zu 8x10* Zellen pro Well auf einer 12-Well-Platte (Nunc, Wiesbaden)
ausgeséat, 24 Stunden in ihrem Standardmedium inkubiert und mit 100nM siRNA (ss3 bzw.
siGFP) unter Verwendung von Lipofectamine (Invitrogen, Karlsruhe) nach Herstellerangaben
transfiziert.

Nach zwei Stunden Transfektion wurde das Transfektionsreagenz durch 2ml Medium ersetzt,
18 Stunden spater wurden die Zellen geerntet und in 175pl RLT-Puffer (10ul B-
Mercaptoethanol/ 1ml RLT) lysiert, die RNA-Gewinnung und cDNA-Umschreibung
erfolgten wie in 2.2.2 und 2.2.3 beschrieben.

2.3.2 Westernblotanalyse

Nachdem die Zellen im RIPA Lysispuffer homogenisiert worden waren, wurde die
Proteinkonzentration des Lysats mit dem DC Proteinbestimmer (Bio-Rad, Muiinchen)
quantifiziert. Die Zelllysate (10pug Protein pro Schicht) wurden durch SDS-Page getrennt und
auf eine Nitrozellulosemembran transferriert. Die Blots wurden eine Stunde mit 5% fettfreiem
Milchpulver/0,1% Tween/PBS geblockt, mit dem Anti-STAT6-Antikorper M20 (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, USA) in Blockierldsung inkubiert und vier mal mit 0,1%
Tween/PBS gewaschen. Das Protein wurde mittels Chemilumineszenz detektiert, wobei ein
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Meerrettich Peroxidase-konjugierter zweiter Antikorper (Promegam, Mannheim) und ECL-

Losung (GE Healthcare, Miinchen) verwendet wurde.

2.4 Tierversuche

2.4.1 Tierhaltung

Die Tiere wurden in Gruppen von maximal sechs Tieren bei Raumtemperatur 22 + 1°C, einer
relativen Luftfeuchtigkeit von 50 % und einem 12-stiindigen Tag-Nacht-Rhythmus (Licht:
6:00-18:00 Uhr) in durchsichtigen [VC-Ké&figen (40x25x15cm) auf staubfreiem
Weichholzgranulat (FS 14, Rettenmeier & Séhne, Rosenberg) gehalten. Die Erndhrung der
Tiere erfolgte mit OVA-freier Nahrung und Leitungswasser ad libitum.

Die Einstallung der Tiere erfolgte mindestens eine Woche vor Versuchsbeginn.

2.4.2 Narkose

Zur Narkotisierung wurden die Mause in einen durchsichtigen Behélter mit luftdichter
VerschlieBung gesetzt, in den zuvor 1 Tropfen Isofluranlosung (Abbott, Wiesbaden) gegeben
wurde. Durch das Einatmen des sich verfliichtigenden Isoflurans waren die Mause bis zu 5
min betdubt.

2.4.3 Intraperitoneale (i.p.) Sensibilisierung

Bei der i.p. Injektion wurden den BALB/c Mé&usen 20ug OVA mit 2mg AI(OH); in einem
Volumen von 200ul verabreicht. Als Negativkontrolle erhielten die Tiere 200ul PBS mit 2mg
AI(OH)s.

2.4.4 Intranasale (i.n.) siRNA-Gabe

Nach vorhergehender Narkose erhielten die Tiere intranasal 40ul siRNA gegen STATG6 (ss3)
oder gegen GFP (siGFP) in unterschiedlichen Konzentrationen und Formulierungen.

2.4.5 Intranasale (i.n.) Provokation

Nach vorhergehender Narkose wurden den Tieren je Nasenloch 20ul einer OVA-LOsung
(50ug in 40ul PBS) verabreicht.

2.4.6 Atemwegsreaktivitdtsmessung (AR)

Um die Mechanismen zu untersuchen, die der Atemwegshyperreaktion (AHR) der Mé&use
nach allergischer Sensibilisierug zu Grunde liegen, wurden die Ganzkorperplethysmographie
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(EMKA Technologies, Paris, Frankreich) und als Index fir die Atemwegsobstruktion
Erhdhungen bei der enhanced pause (Penh) (Hamelmann et al., 1997) verwendet. In wachen,
unbeeintrachtigten Mé&usen wurden die Antworten auf inhaliertes Methacholin steigender
Konzentration nach Sensibilisierung und Atemwegsprovokation mit Ovalbumin (OVA)
gemessen.

Aufgezeichnet wurden Druckunterschiede zwischen der Hauptkammer, die das Tier enthélt
und einer Referenzkammer (box pressure signal). Dieses Signal generiert sich aus Volumen-
und resultierenden  Druckunterschieden in  der Hauptkammer wahrend des
Respirationszyklusses des Tieres. Den Aufbau des Ganzkdrperplethysmographen zeigt Abb.
4.

Amplifier

Bias-Flow-Pumpe

Trockengranulat | & & — c—# Zugang fiir Kalibrierung
yyyyyyyyyy

Bodyplethysmograph

Filter

Filter

1"

Absaug-
pumpe

Ultraschallvernebler

Abb. 4: Aufbau des Ganzkdrperplethysmographen mit
Ultraschallvernebler, Amplifier,
Absaugpumpe und Bias-Flow-Pumpe.

Nach Inbetriebnahme von Verstarker (Amplifier), Pumpe und Computer wurde die
ausreichende Menge von destilliertem Wasser im Ultraschallvernebler tberprift. Die
Bestimmung der Baseline, die Ausfiihrung der Messungen und der vorangehenden
Kalibrierungen erfolgten gemal? den Vorgaben des Programms 10X 1.493d. Die Méuse

wurden vor den Messungen an die Kammer gewodhnt.

27



2. Material und Methoden

Dann erfolgte zuerst die Provokation mit PBS und anschlieBend mit steigenden
Konzentrationen von Methacholin. Zur Provokation wurde der Ultraschallvernebler
angeschaltet, alle Ventile bis auf das Bias-Flow Ventil wurden geschlossen. Nach jeder
Provokation wurde eine Messung durchgeflihrt, wobei der Ultraschallvernebler ausgeschaltet

und das Ventil fur den Bias Flow gedffnet wurde.

Die Auswertung der Messergebnisse erfolgte wie von Hamelmann et al. beschrieben, Abb. 5

zeigt die Beziehung der Messparameter.

E 1 Ti !
? start of breath = "
E_ ]
+ I 1
o [
] I
2 —
2
g \
il
E . i PIP
i &
= I
g .
&
2 Te-Tr
= Paiise=s —
I'r
Penh (Enhanced Pausel=s —

PEFP
x Pause
r

Abb. 5: Messparameter des Ganzkdrperplethysmographen aus

Noninvasive measurement of Airway Responsiveness in Allergic
Mice Using Barometric Plethysmography (Hamelmann et al., 1997)
Ti: Inspirationszeit, Zeit von Beginn bis zum Ende der Inspiration [s];
Te: Expirationszeit, Zeit vom Beginn bis zum Ende der Expiration [s];
PIP: max. inspiratorischer Druck, max. negativer Druck in der Box
wahrend eines Atemzuges [ml/s]; PEP: max. expiratorischer Druck,
max. positiver Druck in der Box wahrend eines Atemzuges [ml/s]; f:
Frequenz, Respirationsrate [Atemzige/min.]; Tr: Entspannungszeit,
Zeit, die gebraucht wird, bis nur noch 36% der Luft in der Lunge sind

[s]

Die Werte der einzelnen Parameter wurden nach Aufzeichung mit dem Programm [0OX

1.493d in die Microsoft Excel® Software exportiert; Werte, die nicht den folgenden Kriterien

entsprachen, wurden geldscht:

e Die Inspirationszeit musste grofer als die Exspirationszeit (T; >T.) sein, da dies eine
physiologische Gegebenheit ist.

e Die Success Rate (SR) musste grofer als 100 sein: Die SR gibt Auskunft Gber die
Reliabilitat der Messwerte, nur wenn die SR bei 100 liegt, ist die Messung fir alle

Parameter ordnungsgemal verlaufen.
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e Die Respirationsfrequenz (f) musste kleiner 500 sein: Bei einer Respirationsfrequenz (iber
500/min verlaufen die gemessenen Kurven nicht mehr im physiologischen Bereich, die
Aufzeichnung wiirde ungenau und Auswirkungen auf die anderen Messparameter haben.

e Die EIP musste kleiner 10 sein: EIP-Werte, die groRer als 10 sind, fiihren zu nicht-

reliablen Ubrigen Parametern.

Die Penh-Werte wurden nach folgender Formel berechnet:
Penh = (PEP / PIP) x Pause

Dargestellt wurde dieser Parameter als Penh Index, der nach folgender Formel berechnet
wurde:
Penh Index = Penh nach Mch Challenge / Penh nach PBS Challenge

2.4.7 Blut- und Organentnahme

Blutproben am Ende des Versuches wurden aus der Schwanzvene der Mause entnommen.
Nach dem Aufwdarmen der Mause mit Infrarotlicht fiir etwa 5-10min wurde die Schwanzvene
mit einem Messerblatt angeschnitten. Das austretende Blut wurde mit Hilfe von Natrium-
Heparin beschichteten Serumréhrchen (BD, Heidelberg) aufgenommen, die anschliefend mit
einer Kappe verschlossen und fiir 10 min bei 10000 rpm in der Minifuge zentrifugiert wurden.
Das Serum wurde durch anschlieRendes Abpipetieren und Uberfiihrung in Serumréhrchen zur
weiteren Nutzung bei -20°C weggefroren.

Zur Beendigung des Versuches wurden die Tiere durch Dekapitation getttet. Nach dem
Eintritt des Todes wurden die Tiere in Ruckenlage auf einer Korkplatte fixiert und die Haut
bauchseitig abpréapariert. Die Bauchhdhle wurde mit einem Medianschnitt in der Linea alba
und zwei Transversalschnitten hinter dem Rippenbogen erdffnet. Zur Er6ffnung des Thorax
und Halsraumes wurde der Schnitt weiter cranialwarts an beiden Seiten des Xyphoid vorbei
gefihrt, bis nach stumpfer Préparation im Bereich der Halsmuskulatur die Trachea sichtbar
wurde. Das Rippenskelett wurde beidseits abgesetzt, um den Lungenfliigeln Platz zur
Ausdehnung zu geben. Nach Durchfuhrung der Bronchoalveoléren Lavage (siehe 2.4.8)
wurde der rechte Lungenfligel mit einem Bindfaden abgebunden, tber den noch in der
Trachea liegenden Venenverweilkatheter wurden 500ul 4%iges Formalin in den linken
Lungenfliigel gegeben. Dieser wurde tber Nacht in Formalin eingebetet (siehe 2.5.1.1). Der
rechte Lungenfliigel wurde in ein Rohrchen mit 80ul RNA-later (Ambion, Austin, USA)
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gegeben, um spater mRNA fir die relative Quantifizierung der gPCR zu gewinnen und bei -

80°C eingefroren.

2.4.8 Bronchoalveolare Lavage (BAL)

Die BAL dient zur Gewinnung extravasierter Zellen und Flissigkeit aus den Bronchien und
Bronchiolen. Aus ihr kdénnen Zellen mittels Cytospin-Diff-Quick-Farbung differenziert
werden. Aus dem Zellliberstand werden Zytokine mittels ELISA bestimmt.

Um die freigelegte Trachea der Maus wurde eine Ligatur aus Garn gelegt. Danach wurde
oberhalb des Schildknorpels eine Venenverweilkanule (BD, Heidelberg) eingefiihrt und die
Nadel vorsichtig herausgezogen, so dass nur noch die Plastikkanile in der Trachea
positioniert blieb. Die Ligatur wurde dann um die Kanle fixiert. Die Spulung erfolgte zwei
Mal mit 800ul PBS/Complete (Roche, Penzberg). Die Spiillosung wurde mit einer 1ml
Spritze ziigig in die Lunge gespritzt und anschlieBend sofort wieder aspiriert. Die Losung
wurde in das entsprechende 1,5ml Tube geflllt und sofort auf Eis gestellt. Das Volumen
wurde durch Abwiegen ermittelt.

Die BAL 1 wurde dann bei 2200rpm 10 Minuten lang bei 4°C zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen und in Aliquots bei -20°C weggefroren. Das Pellet wurde aufbewahrt.

Die BAL 2 wurde bei 2200rpm 10 Minuten lang bei Raumtemperatur zentrifugiert, der
Uberstand verworfen, das Pellet aufbewahrt. Beide Pellets wurden in insgesamt 1ml PBS
resuspendiert und vereinigt.

Von der Suspension wurden 8l in eine Neubauer-Z&hlkammer gegeben, deren GroRquadrate
wie folgt ausgezahlt wurden: Pro Grof3quadrat wurden 5-50 Zellen erwartet. Die Zellen pro
Grolquadrat ergeben mit 10 (Kammerfaktor) multipliziert die Zellen pro pl im PBS-
Resuspendat. Zur Einrechnung des BAL-Volumens wurden die Zellen pro pl durch das BAL-
Volumen dividiert, das Ergebnis gab die Zellen x 10° / BAL-ml an. AnschlieRend konnten die
Zelldifferenzierung mittels Cytospin und die Diff-Quick-Farbung erfolgen.

Die Objekttrager (Langenbrinck, Teningen), Filter (Medion Diagnostics, Dldingen, Schweiz)
und die Probenkammer wurden in die Slide Clips eingespannt.

Zur Reinigung der Probenkammer wurden je 100ul PBS in die Probenkammer gegeben und
eine Minute bei 800rpm zentrifugiert. Dann wurden 100u1 der BAL-Pellet-Suspension in die
Probenkammer gegeben und 10min bei 800rpm zentrifugiert. Am Ende wurden die Slide
Clips auseinandergebaut und die Objekttrager Giber Nacht trocknen gelassen.
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Die Objekttrager wurden jeweils funf Mal langsam in Diff Quick Fix, Diff Quick I, Diff
Quick 11 (Medion Diagnostics, Diidingen, Schweiz) getaucht. Dann wurden sie kurz in ddH,0
abgespult. Anschlieend wurden sie Uber Nacht trocknen gelassen und mit Vitro-Clud
eingedeckelt.

2.4.9 Sekundar praventiver Versuchsansatz mit STAT6-siRNA
2.4.9.1 Einsatz von Chol-STAT6-siRNA

Zuerst sollte in einem etablierten Mausmodell fir allergisches Asthma der Einfluss von
Cholesterol-konjugierter ~ STAT6-siRNA  auf  die  Atemwegsinflammation  und
Atemwegsreaktion der Luftwege nach Sensibilisierung und Provokation mit OVA/Alum
untersucht werden. Die Mé&use wurden in vier Gruppen nach folgendem Behandlungsmuster
aufgeteilt (Tabelle 9):

Tabelle 9: Gruppeneinteilung der Mause beim Einsatz von Chol-STAT6-siRNA

Sensibi- . .
Gruppe|Anzahl lisierung Intervention |Challenge| Funktion Zweck

. Uberpriifung der Wirkung von
1 4 PBS | Chol-siGFP | PBS  |Neg. Kontrolle| " ciofPlasbe. SRIA uf

nicht- sensibilisierte Tiere

. Uberpriifung der Wirkung von
2 8 OVA | Chol-siGFP [ OVA  |Pos. Kontrolle |~ choy-Piasbo. siRNA suf

OVA-sensibilisierte Tiere

Uberpriifung der Wirkung von
3 4 PBS Chol-ss3 OVA [Neg. Kontrolle Ch0|_%TATg_SiRNA auf gicht_

sensibilisierte Tiere
Uberpriifung der sekundér-

4 8 OVA Chol-ss3 OVA Verum praventiven Wirkung von
Chol-STAT6-siRNA auf

OVA-sensibilisierte Tiere

An den Tagen 0 und 14 erfolgte eine intraperitoneale Sensibilisierung mit OVA (20pg in
200ul PBS), an den Tagen 28 und 29 eine intranasale Provokation (Challenge) mit OVA
(50pg in 40pul PBS). 48 und 5 Stunden vor der ersten und 5 Stunden vor der zweiten
Provokation erhielten die Mduse die Chol-siRNA (40ug in 40pul PBS): Chol-STAT6-siRNA
(ss3) gegen STAT6, Chol-siGFP gegen das nicht an der Pathogenese des allergischen
Asthmas beteiligte Protein GFP.

2.4.9.2 Untersuchung des Effekts von Chol-STAT6-siRNA im Vergleich zu
ungekoppelter siRNA

Im zweiten Versuchsansatz sollte der Effekt von Cholesterol-siRNA im Vergleich zu
ungekoppelter siRNA auf den Mauseorganismus untersucht werden. Um einen Einfluss des
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Allergens OVA auszuschlieBen, wurde das gleiche Versuchsprotokoll wie im ersten
Versuchsansatz, allerdings ohne vorangehende OVA-Sensibilisierung und —Provokation
durchgefiihrt. Die Tiere erhielten 48 und 5 Stunden vor der urspriinglichen ersten OVA-
Provokation an Tag 29 und 5 Stunden vor der urspringlichen zweiten OVA-Provokation an
Tag 30 PBS, Chol-siGFP oder siGFP. Tabelle 10 zeigt die Gruppeneinteilung:

Tabelle 10: Gruppeneinteilung der Mduse zur Untersuchung des Effekts von Chol-STAT6-siRNA im
Vergleich zu ungekoppelter sSiRNA

Gruppe |Anzahl|Intervention| Funktion Zweck
1 4 PBS Neg. Kontrolle Méuse ohne siRNA-Behandlung, die mit PBS
plazebo-behandelt wurden
2 4 Chol-siGFP | Pos. Kontrolle | Uberpriifung der Wirkung von Chol-siRNA auf den
Mauseorganismus
3 3 SiGFP Verum Uberpriifung der Wirkung von siRNA auf den
Mauseorganismus

2.4.9.3 Einsatz von STAT6-siRNA

Im dritten Versuchsansatz sollte der Effekt von ungekoppelter siRNA gegen STAT6 auf
Atemwegsinflammation und —reaktion im murinen Asthmamodell Uberpruft werden. Die
Sensibilisierung, Provokation und siRNA-Gabe erfolgten analog zum Versuch mit Chol-
STAT6-sIRNA (siehe 2.4.9.1), die Konzentration der siRNA betrug im ersten Ansatz
40ug/ 40ul PBS, im zweiten 100ug/ 40ul PBS. Die Mause wurden wie in Tabelle 11 und
Tabelle 12 beschrieben eingeteilt und behandelt:

Tabelle 11: Gruppeneinteilung der Mduse beim Einsatz von STAT6-siRNA (40pg / 40ul PBS).

Sensibi-

lisierung Intervention|Challenge| Funktion Zweck

Gruppe |Anzahl

. Uberpriifung der Wirkung von
1 8 PBS SiGFP OVA  |Neg. Kontrolle|~ plavebo SIRNA auf nicht.

sensibilisierte Tiere

. Uberpriifung der Wirkung von
2 16 | OvA SIGFP OVA | Pos. Kontrolle |~ praebo StRNA atf OUA.

sensibilisierte Tiere

Uberpriifung der Wirkung von
3 8 PBS ss3 OVA Neg. Kontrolle ST?A\TG-S?RNA auf nic%t-

sensibilisierte Tiere
Uberpriifung der sekundér-

4 13 OVA $s3 OVA Verum praventiven Wirkung von
STAT6-siRNA auf OVA-

sensibilisierte Tiere
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Tabelle 12: Gruppeneinteilung der Mause beim Einsatz von STAT6-siRNA (100ug / 40ul PBS).

Sensibi- . .
Gruppe|Anzahl lisierung Intervention |Challenge| Funktion Zweck
. Uberpriifung der Wirkung von
1 4 PBS SiGFP OVA  |Neg. Kontrolle| ~ ppieboSRMA auf nioht.
sensibilisierte Tiere
. Uberpriifung der Wirkung von
2 10 | ovA SiGFP OVA | Pos. Kontrolle |~ prosbos R A auf OVA.
sensibilisierte Tiere
Uberpriifung der Wirkung von
3 4 PBS ss3 OVA Neg. Kontrolle ST?A\TG-S?RNA auf nic%t-
sensibilisierte Tiere
Uberpriifung der sekundér-
4 10 OVA 553 OVA Verum praventiven Wirkung von

STAT6-siRNA auf OVA-
sensibilisierte Tiere

2.5 Untersuchungen der Organe

2.5.1 Préaparation

2.5.1.1 Gewebefixierung

Da unmittelbar nach der Entnahme in Gewebeproben die Autolyse bzw. Heterolyse einsetzen

wirde, musste das Gewebe entweder sofort bearbeitet oder aber fixiert werden. Die

Zersetzung wird durch die Fixation aufgehalten.

Mit dem Standardverfahren der Formalinfixierung kann eine gute Durchdringung und

Erhaltung des Gewebes erreicht werden.

Formalin, eine verdiunnte und gepufferte

Formaldehyd-L6sung, vernetzt Proteine und verleihnt dem Gewebe eine gummiartige

Konsistenz. Die entnommenen Organe wurden in Einbett-Kassetten gelegt und iber Nacht bei

RT in einem mit 4 % Formaldehyd-L0dsung gefillten Plastikbehalter fixiert.
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2.5.1.2 Paraffineinbettung

Zur Anfertigung histologischer Fé&rbungen miissen wasserhaltige Praparate entwéssert
werden. Durch Paraffin-Einbettung kdnnen Dauerpréparate hergestellt werden. Die der
Paraffin- Einbettung vorausgehende Entwésserung der Préparate wird in einer Alkoholreihe
Uber Histoclear erreicht. Im Hypercenter (Gewebeeinbettungsautomat) der Firma
Thermo/Shandon (Frankfurt) erfolgte die Entwasserung in Inkubationsschritten nach

folgendem Protokoll:

- 70 % Ethanol 1h
- 80 % Ethanol 2h
- 96 % Ethanol 1h
- 96 % Ethanol 2h
- 96 % Ethanol 1h
- 96 % Ethanol 2h
- 96 % Ethanol 2h
-100 % Ethanol 1h
-100% Ethanol 2h
- Paraclear 1,5h
- Paraclear 2h
- Parafin 2h
- Parafin 0,5h

Anschlielend wurden die in Paraplast befindlichen Organe mit Hilfe des
Paraffineinbettungsgerates von Microm (Walldorf) in Blécke gegossen und auf einer

Kihlplatte ausgehértet.

2.5.1.3 Anfertigung von Gewebeschnitten

Nach dem Erstarren der Paraffinblocke erfolgte an dem Rotationsmikrotom HM 355s
(Microm, Walldorf) die Anfertigung von 2um dicken Gewebeschnitten, die auf Standard-
oder Superfrostobjekttrager aufgezogen wurden. Die Aufbewahrung der Schnitte vor der
Farbung erfolgte bei Raumtemperatur. Anschlielend wurde die Qualitat der Gewebeschnitte

mit dem Lichtmikroskop berpruft.
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2.5.2 Histologische Farbetechniken

Zur histologischen Auswertung von Gewebeschnitte wird das zu untersuchende Gewebe mit
verschiedenen Farbstoffen angeféarbt. VVor der Férbung der histologischen Schnitte musste
zunéchst das umgebende Paraffin entfernt werden. Dafir wurden die Objekttrager sukzessiv
in Alkohole mit zunehmendem Wasseranteil getaucht. AnschlieBend wurden die Schnitte
gefarbt und abschlieBend entwéssert. Nach Beendigung der Farbungen wurden die Praparate
mit Shandon Histomount™ Xylene Substitute Mountant (Thermo/Shanon, Frankfurt)

eingedeckelt. Die Farbungen der Lungen-Schnitte wurden in Féarbekivetten durchgefihrt.

2.5.2.1 Perjodsaure Schiff (PAS)-Farbung

In der PAS-Farbung nach Hotchkiss und McManus (Hotchkiss, 1948; McManus, 1948),
einer histochemischen Farbung, werden speziell kohlenhydrathaltige Komponenten z.B.
Glykoproteine, Muzine und Glykogen mit Hilfe von Perjodsdure und Schiff-Reagenz
nachgewiesen. Die Perjodséure im PAS-Reagenz oxidiert vorhandene freie Hydroxylgruppen
der Saccharide zu Aldehydgruppen, die dann mit dem schwefelsauren Fuchsin im Schiff-

Reagenz rot-violette Komplexe bilden und so im histologischen Bild erscheinen.

Zusammensetzung der Lésung

0,5 % Periodsaure:

1,25 g Periodsaure (Merck Deutschland), gelést in 250 ml ddH,O
Schiff’sches Reagenz:

Die Losung gibt es fertig angesetzt von Merck, (Merck Deutschland)
H&amalaun nach Mayer:

Die Losung gibt es fertig angesetzt von Merck.

Der Gesamtvorgang wurde von Hand in Glaskuvetten mit der entsprechenden Lésung und der
angegebenen Dauer durchgefuhrt:
Entparaffinierung der Schnitte:

1. Xylene Substitute 5 min
2. Xylene Substitute 5 min
3. Absoluter Alkohol | 2 min
4. Absoluter Alkohol 11 2 min
5. 96% Alkohol 2 min
6. 70% Alkohol 2 min
7. Aqua dem spulen
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2. Material und Methoden

Féarbung:

©CoNo~wWNE

0,5 % Periodsdure
Aqgua dest

Schiff’sches Reagenz
Leitungswasser flieRend
Hé&malaun nach Mayer
Leitungswasser flieRend
70% Alkohol

96% Alkohol

Absoluter Alkohol
Absoluter Alkohol
Xylene Substitute
Xylene Substitute

Eindecken mit Histomount

2.5.2.2 Giemsa-Farbung

8 min
2 min
8 min
1 min
3 min
1 min
2 min
2 min
2 min
2 min
5 min
5 min

Zur Detektion von eosinophilen Granulozyten in den murinen Lungen wurde die Giemsa-

Féarbung eingesetzt. Diese setzt sich aus einer Mischung der Farbstoffe Azur A-Eosinat, Azur

B-Eosinat, Methylenblau-Eosinat und Methylenblauchlorid in Methylalkohol mit Glycerin als

Stabilisator zusammen.

Das Zytoplasma erscheint blaulich, wéhrend die Zellkerne rotviolett erscheinen. Eosinophile

Granula sind in der Farbung leuchtend rot, basophile blau und neutrophile rotviolett

angefarbt. Die Erythrozyten erscheinen blassrot.

Zusammensetzung der Lésung

Giemsa-Farbeldsung:

30 ml Giemsa-Stammldsung (ACCUSTAIN, Giemsa Farbstoff Sigma Diagnostics, Miinchen)

+ 120 ml Weise Puffer (Weise Puffer Tabletten, Merck Deutschland)

(1 Tab/11ddH.0, pH 7,2)
Entparaffinierung der Schnitte:

NogakrowdE

Xylene Substitute
Xylene Substitute
Absoluter Alkohol I
Absoluter Alkohol 11
96% Alkohol

70% Alkohol

Aqua dem

5 min
5 min
2 min
2 min
2 min
2 min
spulen
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2. Material und Methoden

Féarbung:

8. Giemsa-Farbelésung 1lh

9. Aqua bidest spulen [2x eintauchen]
10. 1% Eisessig (in ddH,0) kurz  [2x eintauchen]

11. 96% Alkohol kurzes Spulen

12. 96% Alkohol kurzes Spulen

13. Xylene Substitute 5 min

14. Xylene Substitute 5 min

15. Eindecken mit Histomount

2.5.3 Bewertung histologischer Veranderungen in der Lunge

Um eine semi-quantitative Bewertung der histologischen Veranderungen in der Lunge
vornehmen zu konnen, wurden die gefarbten Lungenschnitte nach den Richtlinien, die in
Tabelle 13 aufgefiihrt sind, von zwei verschiedenen Personen gesichtet und mit ,,Scores*
bewertet:

Tabelle 13: Bewertungskriterien histologischer Verédnderungen.

. . r 13
Veranderung Farbung Bewertung von 0 1"SCO € > 3
Becherzell-Hyperplasie PAS Becherzellen pro Bronchiole keine | <25% 26-50% | >50%
Peribronchiale Inflammation PAS Anzahl Infiltrate um Bronchiolen <15% | 15-30% | 31-45% | >45%

2.5.4  Statistische Auswertung

Die Ergebnisse aller Messungen sind dargestellt als Mittelwerte + Standardfehler. Die
behandelten und nicht-behandelten Gruppen wurden paarweise durch den Mann-Whitney U-
Test untersucht, wobei die statistische Signifikanz als P-Wert unter 0,05 festgesetzt wurde.
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3. Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Etablierung der Tagman®-qPCR zur Analyse von mRNA-
Expression im murinen Lungengewebe

3.1.1 Auswahl des geeigneten Referenzgens

Voraussetzung zur Verwendung der in 2.2.4.2 beschriebenen AAC:-Methode fir die
relative Quantifizierung unserer Zielgene ist die vorherige Bestimmung der Referenzgene,
deren Expression in unseren Versuchsanordnungen am stabilsten war. Die Auswahl des
optimalen Referenzgens erfolgte mittels der geNorm®-Software. Die Analyse der cDNA
von verschiedenen mit PBS und OVA sensibilisierten und mit sSiRNA behandelten Tieren
liefert nach Normalisierung auf ein endogenes Referenzgen und Relativierung zu einer

27*“" Die generierten 2" -Werte wurden

Kontrollgruppe die Menge der Zielgens als
in die geNorm®-Software eingespeist, welche nach automatisierter Auswertung die
stabilsten Referenzgene CANX, CYC1 und SDHA fiir siRNA-behandelte und PBS/OVA-
sensibilisierte Mause identifizierte. Die geNorm®-Abbildung (Abb. 6) zeigt den
durchschnittlichen Expressionsstabilitatswert M von Referenzgenen nach sukzessivem
Ausschluss des jeweils instabilsten Refenzgens, die von der geNorm®-Software

ausgegeben wird.
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3. Ergebnisse

Durchschnittliche Expressionsstabilitat M

1

0,9

0,8 1

0,7

0,6 1

0,5 1

04

0,3 T T T T T T T
GAPDH RPL13A ACTB YWHAZ B2M 18sRNA ATP5B Dur CYC1l SDHA

chs CANX
<::::: Instabilste Gene Stabilste Gene ::::>
Abb. 6: Durchschnittliche Expressionsstabilitatswerte der untersuchten

Referenzgene nach Auswertung durch die geNorm®-Software.
Von links nach rechts sind die verschiedenen Referenzgene der
steigenden Stabilitat nach aufgefiihrt; SDHA, CANX und CYC1
waren die stabilsten Referenzgene fiir unsere Versuchsbedingungen.

3.1.2 Uberprufung der optimalen Primer-/Probe-Konzentration

Die mittels der Primer-Express-Software ermittelten Primer und Probes wurden in der
Tagman®-gPCR auf ihre optimalen Konzentrationen getestet. Dabei zeigten sich Unterschiede
in den sigmoidalen Kurvenverlaufen (Abb. 7). Die Primer — bzw. Probekonzentration, bei der
der sigmoidale Kurvenverlauf eindeutig war und bei der die Cr —Werte moglichst gering
waren, wurden fir nachfolgende Analysen verwendet.

Nach diesen Kriterien lag die optimale Konzentration sowohl fur den reverse- als auch den
forward-Primer bei 450nM, die der Probe bei 200nM.
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3. Ergebnisse

Delta Rnvs Cycle

1.000e+001
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Cycle Mumber

Abb. 7: Austestung der optimalen Primer-Konzentration, sigmoidale
Kurvenverlaufe.

3.1.3 Effizienztestung

Eine weitere VVoraussetzung zur Verwendung der in Abschnitt 2.2.4.2 beschriebenen AAC+-
Methode flr die Quantifizierung der Zielgenexpression im murinen Lungengewebe, ist die
annéhernde Gleichheit der Effizienzen der PCR-Amplifikation der Ziel- und Referenzgene.
Aulerdem liegt flr jedes Ziel- oder Referenzgen die Effizienz etwa bei 100%, wenn die
Steigung der Kurve der in einer semilogarithmischen Regression aufgetragenen C-Werte und
cDNA-Konzentrationen anndhernd -3,32 betragt (Applied Biosystems, 2004).

Far die Auftragung der einzelnen Cr-Werte gegen die sinkenden cDNA-Konzentrationen
ergaben sich fir die Referenzgene CANX, CYC1 und SDHA sowie fur die Zielgene STATL,
STAT2, STATS6, IL-4, IL-5 und IL-13 folgende Effizienzen (Abb. 8):

40



3. Ergebnisse

Referenzgene
CANX CYC1
40 40
30T — . 30+ —
Q20T - —e 020 T
10 y=-3,3108x + 25,572 10 + y=-3,2881x+ 31,493
0 t t t t 0 t t + t
05 00 05 10 15 20 05 00 05 10 15 20
log cDNA (ng) log cDNA (ng)
SDHA
40
0T ———
020 T -
10 y=-3,1954x+ 29,384
0 t t t t
05 00 05 10 15 20
log cDNA (ng)
Zielgene
STAT6 1L-4
40 40
30 T — 1 T T,
Q 20 T 5 20 T
10 -5 y=-3,4059x + 29,477 10 + y=-3,3294x + 35,732
0 : ’ ; ’ 0 : : " :
0500 05 10 15 20 05 00 05 10 15 20
lOg cDNA (ng) log ¢cDNA (ng)
IL-5 1L-13
40
;lg__ — . = 30T ———
S — O T y=_34653x+ 33472
0l y=-32301x+33311 g Al i
0 : : : : 05 00 05 10 15 20
05 00 05 10 15 20 log cDNA (ng)
log cDNA (ng)
STAT1 STAT2
40 40
30 ——e - __M
S il 3 17&2 28,768 3 ;g
i = _ oS (@) B
18 Y } . ; 10 T y=-4,0571x + 33,094
-0,5 0,5 1,5 2,5 0 . : } |
log cDNA (ng) -0,5 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
log cDNA (ng)
Abb. 8:

Zielgene STAT1, STAT2, STATS6, IL-4, IL-5und IL-13.
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3. Ergebnisse

Die Steigungen fast aller Kurven betrugen anndhernd -3,32, die Effizienz der PCR fur diese
Ziel-und Referenzgene lagen also bei 100%. Lediglich fiir STAT?2 lag die Effizienz nicht bei
100%, da die Steigung der Geraden -4,06 betrug.

Im ndchsten Schritt wurden die Effizienzen der Ziel- und Referenzgene miteinander
verglichen. Daflr wurden die Cr-Werte jedes Punktes der Standardkurve der verschiedenen
cDNA-Konzentrationen aller Ziel- und Referenzgene aus dem SDS-Programm in die
Microsoft Excel® Software exportiert. In einer semi-lograrithmischen Regression wurden die
ACt-Werte gegen die eingesetzte cDNA-Menge aufgetragen. Beispielhaft fur alle Zielgene
wird hier die Effizienz-Validierung fir STAT6 und das Referenzgen CANX gezeigt. Tabelle
14 zeigt die eingesetzten cDNA-Mengen, Ct— und ACy-Werte fir STAT6 und CANX, Abb. 9
zeigt den Graphen der semilogarithmischen Regression. In dieser Weise wurden auch die
Effizienzen der anderen Zielgene STATL, STAT2, IL-4, IL-5 und IL-13 jeweils mit den drei
Referenzgenen CANX, CYC1 und SDHA verglichen.

Tabelle 14: Vergleich der Effizienzen von STAT6 und des Referenzgens CANX.

ACT
Eingesetzte cDNA- Logarithmus der STAT6-
Menge eingesetzten cDNA-Menge CrWerte STAT6 | Cr-Werte CANX | )\«
50 1,7 23,537 19,9333 3,6
25 1,4 24,84775 21,0013 3,8
12,5 11 25,8146 21,9475 3,9
6,25 0,8 26,7214 22,7641 40
3,125 0,5 27,89975 24,10065 3,8
1,5625 0,2 28,7013 24,8869 3,8
0,78125 -0,1 29,86895 25,68345 4,2
0,390625 -0,4 30,8658 26,64735 4,2
STAT6 / CANX
40
= 2 ¢
3,9 T 'S
O3l ¢ = *
% 37 +
O 36+ y=-0,0951x + 3,9046 ¢
35 1 ! 1
00 05 1,0 15 2,0
log cDNA (ng)
Abb. 9: Effizienzvergleich von STAT6 und des Referenzgens CANX,

semi-logarthmische Regression.
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3. Ergebnisse

Dieser Graph wird durch die Funktion y=m+x+b beschrieben. Liegt die Steigung m <0,1, sind
die Effizienzen der Amplikons ausreichend &hnlich, so dass die AACy-Methode zur relativen
Quantifizierung angewendet werden kann.

Tabelle 15 zeigt die Steigungen, die sich bei der Auftragung der ACt-Werte der
verschiedenen Ziel - und Referenzgene gegen die sinkenden cDNA-Konzentrationen ergaben:

Tabelle 15: Vergleich der Effizienzen der Ziel-und Referenzgene in einer semilogarithmischen
Regression.

Ziel-und Referenzgen | Steigung der semilogarithmischen Regression
CANX / STAT6 0,0951
CYC1/STAT6 0,0452
SDHA / STAT6 0,0414
CANX/STAT1 0,0099
CYC1/STAT1 0,112
SDHA / STAT1 0,0831
CANX /STAT2 0,79
CYC1/STAT2 0,5239
SDHA / STAT?2 0,6597
CANX/IL-4 0,1053
CYC1/IL-4 0,0408
SDHA/IL-4 0,134
CANX/ IL-5 0,006
CYC1/IL-5 0,14
SDHA /IL-5 0,0347
CANX/1L-13 0,1545
CYC1/1L-13 0,104
SDHA /IL-13 0,018

Da die Steigungen aller Geraden anndhernd < 0,1 waren, wiesen STAT1, STAT2, STATS6,
IL-4, IL-5, IL-13 und die Referenzgene CANX, CYC1l und SDHA fast identische
Amplifikations-Effizienzen auf. Die gPCR war somit valide fir diese Amplikons, die AAC+-
Methode zur relativen Quantifizierung konnte fir diese Targets angewendet werden. Fir
STAT?2 lagen die relativen Effizienzen zu CANX, CYC1 und SDHA (ber 0,1.
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3. Ergebnisse

3.2 Untersuchung der siRNA-Wirksamkeit in vitro

In murinen Fibroblasten der Linie L929 sollte die blockierende Wirkung von STAT6-siRNA
untersucht werden. Dazu wurden die Zellen entweder mit ss3 oder mit siGFP transfiziert und
die MRNA-Expression von STATG6 in der gPCR gemessen. Zur Untersuchung moglicher Off-
Target-Effekte beim Einsatz der siRNA wurden die Expressionslevel der fur die Typl-
Interferonproduktion wichtigen Transkriptionsfaktoren STAT1 und STAT2 in der
quantitativen PCR analysiert. Als Quantifizierungsmethode wurde die AACt-Methode

verwendet, CANX war das Referenzgen.

0
[
-
-10 6,61
-20 .
O siGFP

'_
% -30 @ ss3
&

-40

-50

-60

-61
-70
STAT6 STAT1 STAT2
Abb. 10: Einsatz von STAT6-siRNA (ss3) in der Zellkultur

relative Expressionen von STAT6, STAT1 und STAT2, Referenzgen
CANX, Kontrolle: Behandlung mit siGFP

In den mit ss3 behandelten Zellen kam es zu einer 60%igen Reduktion der STAT6-mRNA-
Expression; die Expression von STAT1 und STAT2 war nur geringfligig veréndert. In den mit
SiGFP behandelten Zellen kam es zu keiner Veranderung der STAT1-, STAT2- und STAT6-
Expression (Abb. 10).
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3. Ergebnisse

In vorangegangen Analysen untersuchten Mitarbeiter des Projekts den Wirkungsunterschied
verschiedener STAT6-siRNA-Sequenzen in humanen A549-Zellen. Dabei zeigte sich, dass
mittels ss3 die effektivste Reduktion des STATG6-Proteins erzielt werden konnte (Abb. 11A).
Weiterhin wurde die Reduktion des STATG6-Proteins durch diese ss3-siRNA in humanen
A549-, sowie murinen BaF3- und L929-Zellen mittels Westerblot analysiert. In allen drei

Zelllinien konnten sie eine Reduktion des STATG6-Proteins nachweisen (Abb. 11).

A

C siGFP ss1 ss2 ss3

B

A549 BaF3 L929
SiGFP ss3 siGFP ss3 siGFP ss3

- - L JIE D e

Abb. 11: Einsatz von STAT6-siRNA in vitro, Analysen auf Proteinebene
A: Westernblot, Nachweis von STATS6, Zelllinie A549; C: Kontrolle
(unbehandelt); siGFP: siRNA gegen GFP; ssl, ss2 und ss3: siRNAs gegen
STATG6 unterschiedlicher Sequenz
B: Westernblot, Nachweis von STAT6, Analyse der Wirkung der STAT6-
SiRNA ss3 im Vergleich zu siGFP in verschiedenen Zelllinien (A549, BaF3,
L929)
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3. Ergebnisse

3.3 Einsatz von Chol-STAT6-siRNA

Im Tierversuch (Abb. 12) sollte zundchst analysiert werden, welchen Einfluss intranasal
verabreichte, Cholesterol-gekoppelte STAT6-siRNA auf die Atemwegsinflammation und —

hyperreaktion von OV A-sensibilisierten Mdusen hat.

Sensibilisierung Provokation
OVA/Alum (i.p.) OVA (i.n.) AR Ana|yse
Tag 0 7/ 14 7/ 26 28—29—31—32
-48hT -5hT -5hT
siRNA
Abb. 12: Versuchsverlauf zur Analyse des Effekts von Chol-STAT6-siRNA

auf die Atemwegsinflammation und — reaktivitét von
sensibilisierten und provozierten Mausen.

Zu diesem Zweck wurden die BALB/c-Méuse in folgende vier Gruppen eingeteilt (Tabelle
16) und gemal dem in 2.4.9.1 beschriebenen Protokoll und dem in Abb. 12 gezeigten Schema
behandelt:

Tabelle 16: Gruppeneinteilung der M&use beim Einsatz von Chol-STAT6-siRNA.

Gruppe | Sensibilisierung | Intervention | Provokation Zweck
: Uberpriifung der Wirkung von Plazebo-siRNA
1 PBS Chol-siGFP PBS auf nicht-sensibilisierte Tiere
: Uberpriifung der Wirkung von Plazebo-siRNA
2 OVA Chol-siGFP OVA auf OVA-sensibilisierte Tiere
Uberpriifung der sekundér-praventiven Wirkung
3 PBS Chol-ss3 OVA von STAT6-siRNA auf nicht-sensibilisierte Tiere
Uberpriifung der sekundér-praventiven Wirkung
4 OVA Chol-ss3 OVA von STAT6-siRNA auf OVA-sensibilisierte
Tiere

In der Sensibilisierungsphase erhielten die Tiere PBS (Gruppen 1 und 3) oder OVA (Gruppen
2 und 4). Nach der Sensibilisierung wurde ihnen 48 und flinf Stunden vor der ersten und fiinf
Stunden vor der zweiten Provokation entweder Chol-siGFP (Gruppen 1 und 2) oder Chol-ss3
(Gruppen 3 und 4) verabreicht. Die Provokation erfolgte in der Gruppe 1 mit PBS, in den
Gruppen 2-4 mit OVA (Tabelle 16). Die Zellzdhlung und —differenzierung der Zellen aus der
Bronchoalveoldren  Lavage und die Messung des Penh-Wertes in  der

Ganzkorperplethysmographie sind Parameter, anhand derer die Uberpriifung erfolgen sollte,
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3. Ergebnisse

ob gegen STATG6 gerichtete siRNA in der Lage ist, die Symptome des allergischen Asthmas

zu reduzieren.

3.3.1 Bronchoalveolare Lavage

Zur Bewertung der Inflammation in den Atemwegen wurden die Zellen mittels

Zelldifferenzierung aus der BAL bestimmt.

[C1PBS / Chol-siGFP / PBS (n=4)
[ OVA / Chol-siGFP / OVA (n=8)
] [ PBS / Chol-ss3/ OVA (n=4)
16 [ OVA / Chol-ss3/ OVA (n=8)

Zellzahl (x10%)

Gesamt Lymphozyten Neutrophile Eosinophile Makrophagen

Abb. 13: Differenzialzellzdhlung aus Bronchoalveolérer Lavage Chol-
siRNA-behandelter Mause.
Dargestellt sind die Mittelwerte der Gruppen mit Standardfehler.

PBS-Sensibilisierung, Chol-siGFP-Intervention, PBS-Provokation

(Negativkontrolle);
B OVA-Sensibilierung, Chol-siGFP-Intervention, OVA-Provokation
(Positivkontrolle);
B PBS-Sensibilisierung, Chol-ss3-Intervention, OVA-Provokation
(Negativkontrolle);
B OVA-Sensibilisierung, Chol-ss3-Intervention, OVA-Provokation
(Verumgruppe)

Die OVA-sensibilisierten Tiere in Gruppe 2 und 4 wiesen erhdhte Gesamtzellzahlen im
Vergleich zu den mit PBS sensibilisierten Tieren auf. In der mit Chol-STAT6-siRNA
behandelten Gruppe 4 kam es zu einer Reduzierung der Gesamtzellzahl im Vergleich zur mit

Chol-siGFP-behandelten Gruppe, was vor allem auf einen Rickgang der Eosinophilen, einen
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3. Ergebnisse

Marker allergischer Erkrankungen, zurtickzufiihren war. AuBerdem wiesen alle Gruppen eine
Neutrophilie auf (Abb. 13).

3.3.2 Atemwegsreaktivitat

Zwei Tage nach der letzten Provokation mit PBS oder OVA wurde die Atemwegsreaktivitat
der Mause im Ganzkorperplethysmographen untersucht. Dabei wurde in wachen,
unbeeintrachtigten Mausen die Antwort auf inhaliertes Methacholin steigender Konzentration
gemessen. Als Mal fiir die Obstruktion wurde der Penh-Wert berechnet (Abb. 14).

80
| PBS / Chol-siGFP / PBS (n=4)
—#— OVA / Chol-siGFP siRNA / OVA (n=4)
701 —%—PBS/ Chol-ss3/ OVA (n=4)
OVA / Chol-ss3/ OVA (n=4)
60
50
X
S
< 40+
e
o
o 30
20
4 / I
10 ! &
= B
B » [ |
0 L e ———— . . ————
10 100

Log Methacholinreaktion (mg/ml)

Abb. 14: Atemwegsreaktivitatsmessung Chol-siRNA-behandelter Mause im
Ganzkorperplethysmographen.
Dargestellt sind die Mittelwerte der Gruppen mit Standardfehler.
PBS-Sensibilisierung, Chol-siGFP-Intervention, PBS-Provokation
(Negativkontrolle);
B OVA-Sensibilierung, Chol-siGFP-Intervention, OVA-Provokation
(Positivkontrolle);
B PBS-Sensibilisierung, Chol-ss3-Intervention, OVA-Provokation
(Negativkontrolle);
OVA-Sensibilisierung, Chol-ss3-Intervention, OVA-Provokation
(Verumgruppe)

In der Atemwegsreaktivitatsmessung wiesen die OV A-sensibilisierten Tiere in den Gruppen 2
und 4 nach unspezifischer Provokation mit steigenden Konzentrationen von Methacholin eine

48



3. Ergebnisse

erhéhte Obstruktion im Vergleich zu den PBS-sensibilisierten Tieren der Gruppen 1 und 3
auf. Die Mause der mit Chol-ss3-behandelten Gruppe 4 waren weniger obstruktiv als die

Tiere in der mit Chol-siGFP behandelten Gruppe 2.

3.4 Untersuchung des Effekts von Chol-STAT6-siRNA im
Vergleich zu ungekoppelter siRNA

Da die Cholesterol-siRNA behandelten M&use eine Neutrophilie aufwiesen, wurde in einem
weiteren Versuchsansatz (Abb. 15) der Effekt von Cholesterol-siRNA im Vergleich zu

ungekoppelter siRNA auf den Mauseorganismus untersucht.

siRNA
(i.n.)
—48hl —Shl —Shl
0 7/ 14 7/ 27 29—30—31—32
Analyse
Abb. 15: Versuchsverlauf beim Vergleich des Effekts von Chol-siRNA im

Vergleich zu ungekoppelter siRNA.

Die Mause wurden in folgende drei Gruppen eingeteilt (Tabelle 17) und gemal} dem in 2.4.9.2

beschriebenen Protokoll und dem oben aufgefiihrten Schema behandelt:

Tabelle 17: Gruppeneinteilung der Mduse zur Untersuchung des Effekts von Chol-STAT6-siRNA im
Vergleich zu ungekoppelter siRNA.

Gruppe [ Intervention Zweck
1 PBS Negativ-Kontrolle

2 Chol-siGFP | Positiv-Kontrolle
3 SiGFP Verum

Um einen Einfluss des Allergens OV A auszuschlielRen, wurde das gleiche Versuchsprotokoll
wie im ersten Versuchsansatz, allerdings ohne vorangehende OV A-Sensibilisierung und —
Provokation, durchgefiihrt. Die Tiere erhielten 48 und 5 Stunden vor der urspriinglichen
ersten OVA-Provokation an Tag 29 und 5 Stunden vor der urspriunglichen zweiten OVA-
Provokation an Tag 30 PBS, Chol-siGFP oder siGFP.
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3. Ergebnisse

3.4.1 Bronchoalveolare Lavage

Die aus der BAL gewonnenen Zellen wurden mittels Zelldifferenzierung und -zahlung

analysiert, um den Grad der Atemwegsinflammation zu bestimmen.

[C_1PBS (n=4)
14 [ Chol-siGFP (n=4)
I siGFP (n=3)
12 4
10
g
X 84
E - - w
8 64 ‘
* ‘
N _
4
2
0 I—I—i | —F

I I I I
Gesamt Lymphozyten  Neutrophile Eosinophile  Makrophagen

Abb. 16: Differenzialzellzdhlung aus Bronchoalveolérer Lavage zur
Untersuchung der Neutrophilie beim Einsatz von Chol-siRNA.
Dargestellt sind die Mittelwerte der Gruppen mit Standardfehler.
Intervention PBS,
Intervention Chol-siGFP,
B [ntervention SiGFP.

Die Méuse in der mit Chol-STAT6-siRNA behandelten Gruppe hatten eine erhohte
Gesamtzell-, Neutrophilen-und Makrophagenzahl im Vergleich zu den Mausen in der mit
ungekoppelter sSiRNA behandelten Gruppe (Abb. 16).
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3. Ergebnisse

3.5 Einsatz von STAT6-siRNA

Zur Uberpriifung des Effekts von ungekoppelter

SIRNA gegen STAT6 auf die

Atemwegsinflammation und -reaktivitdt im murinen Asthmamodell wurde erneut

folgender Versuchverlauf (Abb. 17) verwendet:

Sensibilisierung Provokation
OVA/Alum (i.p.) OVA (i.n.) AR Ana|yse
Tag 0 7/ 14 o 26 28—29—31—32
-48hT -5hT -5h
siRNA
Abb. 17: Versuchsverlauf beim Einsatz von STAT6-siRNA.

Die Mé&use wurden in folgende vier Gruppen eingeteilt (Tabelle 18) und geméall dem in

2.4.9.3 beschriebenen Protokoll und in Abb. 17 gezeigten Schema behandelt:

Tabelle 18: Gruppeneinteilung beim Einsatz von STAT6-siRNA.

Gruppe | Sensibilisierung | Intervention | Provokation Zweck
1 PBS iGFP | OVA | e mens v
2 | ova | sierp | ova | e
3 PBS 3 | OVA | s e
4 | ova S8 | OVA e et o semamens e

An den Tagen 0 und 14 wurden die Tiere mit PBS (Gruppen 1 und 3) oder OVA (Gruppen 2

und 4) sensibilisiert, 48 und flinf Stunden vor der ersten und finf Stunden vor der zweiten

intranasalen Provokation mit OVA erhielten sie siGFP (Gruppen 1 und 2) oder ss3 (Gruppen

2 und 4). Im ersten Teil dieses Versuchs betrug die Konzentration der SiRNA jeweils

40ug/40ul PBS, im zweiten Teil 100pg / 40ul PBS. Die Provokation erfolgte in allen

Gruppen mit OVA.
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3.5.1 Bronchoalveolare Lavage

Zur Beurteilung der Atemwegsinflammation wurde bei den M&usen eine BAL durchgefiihrt,
die Zellen dieser BAL wurden gezahlt und differenziert.

A siRNA 40pug / 40ul PBS B siRNA 100pg / 40ul PBS
7 [C_1PBS/SsiGFP/OVA (n=6) 507 [C_1PBS/siGFP/OVA (n=4)
5 [ OVA / siGFP / OVA (n=9) 5 [ OVA / siGFP / OVA (n=9)
] [ PBS / ss3/ OVA (n=8) ] [ PBS / ss3/ OVA (n=4)
0 [ OVA/ ss3/ OVA (n=10) " [ OVA/ ss3/ OVA (n=9)

35+

30

254

20 +

Zellen/ml (x10°)
Zellen/ml (x10%)

154

10 +

Gesamt Lymphozyten Neutrophile Eosinophile Makrophagen Gesamt Lymphozyten Neutrophile Eosinophile Makrophagen

Abb. 18: Differenzialzellzdhlung aus Bronchoalveolérer Lavage siRNA-

behandelter Mause.
A: 40pg siRNA in 40pl PBS; B: 100pg siRNA in 40ul PBS
Dargestellt sind die Mittelwerte der Gruppen mit Standardfehler,
* p<0,05.

PBS-Sensibilisierung, siGFP-Intervention, OVA-Provokation
(Negativkontrolle);
B OVA-Sensibilierung, siGFP-Intervention, OVA-Provokation
(Positivkontrolle);
B PBS-Sensibilisierung, ss3-Intervention, OVA-Provokation
(Negativkontrolle);

OVA-Sensibilisierung, ss3-Intervention, OVA-Provokation
(Verumgruppe)

Im ersten Versuchsteil, in dem die Miuse siRNA der Konzentration 40ug/40ul PBS erhalten
hatten, war in den mit OVA sensibilisierten Gruppen 2 und 4 die Gesamtzellzahl im
Vergleich zu den mit PBS sensibilisierten Gruppen 1 und 3 erhdht. Die Mause, die OVA-
sensibilisiert und mit ss3 behandelt wurden, wiesen eine erhéhte Gesamtzell-, Eosinophilen-
und Makrophagenzahl im Vergleich zu den mit OVA sensibilisierten und siGFP behandelten
Mausen auf (Abb. 18A).

Im zweiten Versuchsteil, bei dem die siRNA Konzentration 100ug/40ul PBS betrug, wies die
OVA-sensibilisierte, ss3-behandelte Gruppe eine signifikante Reduktion der Gesamtzellzahl
im Vergleich zur OVA-sensibilisierten, siGFP-behandelten Gruppe auf. Auch das
Eosinophilen- und Lymphozytenvorkommen ging signifkant zurlck. Insgesamt wiesen die
OVA-sensibilisierten M&use hohere Gesamtzellzahlen als die PBS-sensibilisierten Tiere auf
(Abb. 18B).
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3.5.2 Atemwegsreaktivitat

Zur Beurteilung der Obstruktivitat der Atemwege wurde bei den Madusen zwei Tage nach der
letzten OVA-Provokation eine Atemwegsreaktivitatsmessung im
Ganzkorperplethysmographen  durchgefiihrt. Die Mause wurden dabei steigenden
Konzentrationen von Methacholin ausgesetzt, als MaR flr die Obstruktivitat wurde der Penh-
Wert gemessen.

u A siRNA 40ug / 40l PBS 11_B siRNA 100ug / 40pl PBS

0 PBS/SIGFP /OVA (n=8) 10 PBS / SIGFP / OVA (n=4) [

| —e—OVA/siGFP/ OVA (n=16) ] —=— OVA/siGFP / OVA (n=10)

—e—PBS/ss_3/OVA (n=8) —#—PBS/ss3/OVA (n=4) l 1
1 OVA/s53/OVA (n=10)

OVA/ss_3/0VA (n=13)

Penh Index
ok, N w B O o N ® ©
PR S T S

Penh Index
ok M w A O ® N ® ©
.—1\

— ! |
——4 t # —
séé’/l @4?/I T
1B 1&)0 1‘0 160
Log Methacholinkonzentration (mg/ml) Log Methacholinkonzentration (mg/ml)
Abb. 19: Atemwegsreaktivitatsmessung siRNA-behandelter Méuse im

Ganzkorperplethysmographen
A: 40pg siRNA in 40pl PBS; B: 100pg siRNA in 40ul PBS
Dargestellt sind die Mittelwerte der Gruppen mit Standardfehler.
PBS-Sensibilisierung, siGFP-Intervention, OVA-Provokation
(Negativkontrolle);
B OVA-Sensibilierung, siGFP-Intervention, OVA-Provokation
(Positivkontrolle);
B PBS-Sensibilisierung, ss3-Intervention, OVVA-Provokation
(Negativkontrolle);
OVA-Sensibilisierung, ss3-Intervention, OVA-Provokation
(Verumgruppe)

Im ersten Versuchsteil beim Einsatz der siRNA-Konzentration von 40ug/40ul PBS zeigten
die mit OVA sensibilisierten Tiere der Gruppen 2 und 4 im Ganzkorperplethysmographen
nach unspezifischer Stimulation mit steigenden Konzentrationen von Methacholin eine
erhohte Atemwegsreaktion als die mit PBS sensibilisierten Tiere der Gruppen 1 und 3. In
OVA-sensibilisierten, ss3-behandelten M&usen war die Obstruktion niedriger als in OVA-
sensibilisierten, siGFP-behandelten Madusen, allerdings war sie es uneinheitlich bei den
verschiedenen Methacholinkonzentrationen, der Unterschied war nicht signifikant (Abb.
19A).

Bei Behandlung mit der hoheren siRNA-Konzentration hatten OVA-sensibilisierte, ss3-
behandelte Mé&use eine deutliche Erniedrigung der Atemwegshyperreaktivitat im Vergleich zu
OVA-sensibilisierten, siGFP-behandelten M&usen (Abb. 19B).
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3.5.3 Pathologische Veranderungen der Lunge

Lungenschnitte aller Méuse, die mit siRNA der Konzentration 100pg/40ul PBS behandelt
worden waren, wurden auf pathologische Veranderungen untersucht, die die Morphologie des
allergischen Asthmas widerspiegeln, wie z.B. Becherzellhyperplasie und peribronchiale
Infiltration. PBS-sensibilisierte und OV A-provozierte Méause wiesen keine Obstruktion des
bronchi-alveoldren Systems oder des Flimmerepithels auf. OV A-sensibilisierte und siGFP-
behandelte Mé&use bildeten eine hohe Quantitat von Schleim-produzierenden Becherzellen,
Eosinophilen und ein starkes peribronchiales Infiltrat. Im Gegensatz dazu konnten in den
OVA-sensibilisierten, ss3-behandelten Ma&usen weniger Becherzellen und ein geringeres
peribronchiales Infiltrat nachgewiesen werden (Abb. 20).
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PBS / siGFP/ OVA

OVA /siGFP/ OVA

PBS /ss3/OVA

OVA /ss3/ OVA
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Abb. 20: Untersuchung der pathologischen Veréanderung in der murinen

Lunge nach Einsatz von STAT6-siRNA der Konzentration 100pg /
40ul PBS.

Die Farbung der Lungenschnitte erfolgte mittels PAS (A, C, E, G) und
Giemsa (B, D, F, H). Darstellung von reprasentativen Aufnahmen der
gefarbten Lungenschnitte von Tieren der Gruppen 1-4. | = Infiltrat, B
= Becherzellen; Mafistabbalken: 25ul
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Zur semi-quantitativen Erfassung der pathologischen Verdnderungen wurden die geféarbten
Lungenschnitte von zwei verschiedenen Beobachtern bezlglich der Schweregrade der
einzelnen Merkmale beurteilt. Nach Bestimmung der Quantitat von Bronchiolen wurde das
Auftreten der Infiltrate um die Bronchiole und von Becherzellen pro Bronchiole sowie von
eosinophilen Granulozyten in den Infiltraten mit einem ,,Score* von 0 bis 3 bewertet. Dieser
»ocore” ermdglichte eine Quantifizierung und statistische Auswertung der beobachteten
Symptome (Abb. 21).

[ 1PBS/siGFP/OVA
3 - [l OVA / siGFP / OVA
[ PBS / ss3/ OVA
[ OVA /ss3/0OVA

Score

Becherzellen Infiltrate

Abb. 21: Semi-quantitative Bestimmung der pathologischen
Veranderungen in der murinen Lunge nach Einsatz von STAT6-
SiRNA, Konzentration 100ug / 40ul PBS.

Dargestellt sind die Mittelwerte der Gruppen mit Standardfehler,
* p<0,05.
Becherzellen-Score: 0: kein(e), 1: < 25%, 2: 26-50%, 3: >50%.
Infiltrate-Score: 0: < 15%, 1: 15-30%, 2: 31-45%, 3: >45%.
Gruppen:

PBS-Sensibilisierung, siGFP-Intervention, OVA-Provokation
(Negativkontrolle);
B OVA-Sensibilierung, siGFP-Intervention, OVA-Provokation
(Positivkontrolle);
B PBS-Sensibilisierung, ss3-Intervention, OVA-Provokation
(Negativkontrolle);
B OVA-Sensibilisierung, ss3-Intervention, OVA-Provokation
(Verumgruppe)
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Der sekundér prophylaktische Einsatz von ss3 nach erfolgter Sensibilisierung und vor der
Provokation mit dem Allergen fiihrte bei den Maé&usen zur Entwicklung von weniger
Becherzellen und einem signifikant geringeren peribronchialen Infiltrat im Vergleich zu den
Mausen, die nach der Sensibilisierung mit siGFP behandelt worden waren (Abb. 21).

3.5.4 Analyse von Veranderungen der mRNA-Expression von STATS6,
IL-4, IL-5 und IL-13 in der Tagman®-qPCR
Um die Mechanismen besser zu verstehen, die der Blockierung von STAT6 mittels SiRNA zu
Grunde liegen, wurden die mRNA-Expressionslevel der wichtigsten Th2-Zytokine und von
STATG6 im Lungengewebe mittels quantitativer PCR analysiert. Eingesetzt wurde cDNA, die
nach Umschreibung von aus murinen Lungenlysaten isolierter mRNA gewonnen worden war.
Zur Quantifizierung wurde in dieser Arbeit die AACr-Methode verwendet, die zuerst die Ct-
Werte der Zieltranskripte auf den Ci-Wert eines Referenzgens normalisiert und zur
Expression der Kontrollgruppe 1 relativiert. Der Cr-Wert ist ein MaR fur die Quantifizierung

der urspriinglichen Expression eines Gens.
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Tabelle 19: Expression von mRNA im murinen Lungengewebe nach Einsatz von STAT6-siRNA (ss3)
im Vergleich zu Plazebo-siRNA (siGFP), Konzentration 100ug / 40ul PBS. Ct: MaR fiir cDNA-
Ausgangsmenge eines Ziel-oder Referenzgens, RQ: Relative Quantitat.

OVA/ siGFP OVA/ ss3
Mittelwert Mittelwert
Referenzgen CANX | CYC1 | SDHA | Referenz- CANX CYC1 | SDHA | Referenz-
gene gene
ACt 1.626 | -0,452 | -1,092 1281 | -0786 | 1178 | .-
s s s 0,027 s s s !
1,065 | 0,896 | 1,127 2,165 2,599 | 2,273
AACr 0 0 0 0,345 | -0,334 | -0,087
STATE RQ (2725°T) 1 1 1 1,270 1,261 | 1,062
Log;RQ 0 0 0 0,104 0,101 | 0,026
Herunter-
regulierung %
ACt 7,753 | 5676 | 5,036 8,878 6,411 | 6,019
+ + + 6,155 + + + 7,102
1,145 | 0,991 | 1,204 2,018 2,479 | 2,134
IL-4 AACr 0 0 0 0,725 0,735 | 0,983
RQ (2725°T) 1 1 1 0,605 0,601 | 0,506
Log;RQ 0 0 0 0,218 | -0,221 | -0,296
Herunter- 39,5 399 | 494 42,93
regulierung %
ACt 8,566 | 6,488 | 5,848 8,549 6,482 | 6,089
+ + + 6,967 + + + 7,04
0.980 | 0,793 | 1,047 1,905 2,387 | 2,026
L5 AACy 0 0 0 0,017 | -0,006 | 0,241
RQ (2725°T) 1 1 1 1,012 1,004 | 0,846
Logy,RQ 0 0 0 0,005 0,001 | 0,072
Herunter- | 154 5,13
regulierung %
ACt 2,939 | o861 | 0,222 4,031 1,964 | 1,572
+ + + 1,341 + + + 2,522
1,183 | 1,034 | 1,239 2,003 2,466 | 2,119
IL.13 | AACT 0 0 0 1,092 1,103 | 1,350
RQ (2725°T) 1 1 1 0,469 0,466 | 0,392
Logy,RQ 0 0 0 0,328 | 0,332 | -0,407
Herunter- 53,1 534 | 608 | 55,77
regulierung %

Die Expression von IL-4-, IL-5- und IL-13-mRNA aus Lungenlysaten der OVA-
sensibilisierten und ss3-behandelten Mé&use war im Vergleich zu OV A-sensibilisierten und
SiGFP-behandelten Mausen geringer. Bei IL-4 gab es eine durchschnittliche
Herungerregulierung um 42,93%, bei IL-5 um 5,13% und bei IL-13 von 55,77%. Die mRNA-

Expression von STAT6 wurde nicht herunterreguliert (Tabelle 19).
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4 Diskussion

Das allergische Asthma stellt ein wachsendes Gesundheitsproblem dar (Holgate, 2004). Viele
Patienten leiden unter chronischen Symptomen wie Husten und Dyspnoe, so dass die Suche
nach neuen verbesserten Therapien, die nicht nur die Symptome reduzieren, sondern auch die
Schlusselfaktoren in der Pathogenese der Krankheit angreifen, notwendig ist. Obwohl die
gegenwartigen Medikamente verhéltnisméRig kostengulnstig und effizient sind, bleiben etwa
5-10% der Patienten schlecht eingestellt und verursachen fast 30% der Gesundheitskosten
asthmatischer Erkrankungen (Antonicelli et al., 2004).

Das allergische Asthma bronchiale ist eine hochkomplexe Erkrankung, welche durch eine
spezifische Entziindung der Atemwegsmukosa charakterisiert ist. Die Inflammation induziert
eine Infiltration von Eosinophilen, Th2-Lymphozyten und Mastzellen. Diese Schlisselzellen
und ihre Zytokine verursachen eine reversible Bronchokonstriktion und eine
Atemwegshyperreaktivitat, die im Verlauf ein sogenanntes Remodeling, einen
morphologischen Umbau der Atemwege, nach sich ziehen.

4.1 Mdgliche Ansatzpunkte fr innovative Asthmatherapien

Die Th2-assoziierten Zytokine IL-4 und IL-13 spielen eine herausragende Rolle in der
Pathogenese atopischer Erkrankungen, da sie die IgE-Produktion durch B-Zellen, die
Differenzierung von naiven ThO- zu Th2-Zellen, die Mastzellentwicklung und die
Aufrechterhaltung der Atemwegsinflammation regulieren. Die Bindung dieser Zytokine an
ihre gemeinsame Rezeptoruntereinheit IL-4Ro resultiert Uber die Vermittlung von
Mitgliedern der JAK-Familie in einer Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors STATS,
der nachfolgend in den Zellkern transloziert. Die wichtige Rolle von STAT6 im
Signaltransduktionsweg von IL-4/IL-13 wurde in STATG6-defizienten Mdausen untersucht:
Diese konnten keine stabile Th2-Antwort und keinen Immunglobulinwechsel zu IgE
durchfihren (Kaplan et al.,, 1996; Shimoda et al., 1996; Takeda et al., 1996);
Atemwegshyperreaktivitat, Mukusproduktion und Atemwegseosinophilie waren nach
Sensibilisierung und Provokation im Asthma-Mausmodell eingeschrankt (Akimoto et al.,
1998; Kuperman et al., 1998; Tomkinson et al., 1999).

Aufgrund ihrer Schlisselrolle in der Pathogenese von allergischen Erkrankungen und speziell
des allergischen Asthmas wurden bereits die Expression anderer Transkriptionsfaktoren durch
unterschiedliche Gen-Blockierungs-Methoden herunterreguliert und der therapeutische
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Nutzen untersucht. Quarcoo et al. setzten im Asthma-Mausmodell intranasal verabreichte
Decoy-Olignonukleotide gegen ein anderes Mitglied der STAT-Familie, STAT1, ein und
konnten eine Reduzierung der Allergen-induzierten Atemwegsinflammation und
Atemwegshyperreaktivitat erreichen (Quarcoo et al., 2004). Dieser Effekt ging mit einer
verringerten Expression von CD40 und VCAM einher. Finotto et al. benutzten ebenfalls in
einem Asthma-Mausmodell intranasal applizierte Antisense-Oligodeoxynukleotide (AS-
ODN) gegen den neben STAT6 wichtigsten Transkriptionsfaktor fir Th2-Zellen, GATA3, um
die Symptome des allergischen Asthmas zu verringern (Finotto et al., 2001). Auch STAT6
war bereits Ziel von intranasal verabreichten Gen-Blockierungs-Techniken: McCusker et al.
konnten durch die intranasale Gabe von STATG6-inhibitorischen Peptiden die Reduzierung
von Atemwegsinflammation, Mukusproduktion und Atemwegshyperreaktivitdt in einem
Asthma-Mausmodell zeigen (McCusker et al., 2007).

Die Ergebnisse dieser Arbeiten bestarkten uns, dass die Inhibierung des Schliisselfaktors
STAT6 mittels siRNA ein probates Mittel zur Reduzierung der Symptome des allergischen

Asthmas sein kdnnte.

4.2 Etablierung der Tagman®-gqPCR zur Analyse von mRNA-
Expression im murinen Lungengewebe

Far valide Messungen der Genexpression ist es notwendig, die Ergebnisse aus den qPCR-
Experimenten zu einem Referenzgen zu normalisieren, welches nicht von den
Versuchsbedingungen beeinflusst wird. Dabei gibt es kein Referenzgen, welches unter allen
Versuchsbedingungen konstant expremiert wird, da z.B. die Gewebeart, die Erkrankung oder
die Versuchsbedingungen Einfluss auf die Expression eines Gens haben konnen. Sollte die
Expression des ausgewahlten Referenzgens variieren, wirde die Normalisierung auf dieses
die Quantifizierungen unserer Experimente verzerren (PrimerDesign, 2005). Zur
|dentifizierung des optimalen Referenzgens wurde das geNorm® Housekeeping Gene
Selection Kit verwendet. Die Analyse der RNA aus Lungengewebe fiir PBS- bzw. OVA-
sensibilisierte und siRNA-behandelte Tiere ergab CANX, CYC1 und SDHA als stabilste
Gene.

Bei der Uberpriifung der optimalen Primer —und Probe-Konzentrationen stellten sich fiir den
5’- und den 3’- Primer 450nM und fir die Probe 200nM als optimale Konzentrationen heraus.
Hohere Konzentrationen waren weniger optimal, da zu viele Primer -und
Probeoligonukleotide die spezifischen Bindungen stdren, geringere Konzentrationen dagegen

zu einem vorzeitigen Abbruch der Reaktion fiihren wiirden.
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Die PCR st eine exponentiell verlaufende Reaktion, bei der unter Annahme einer
100%prozentigen Effizienz der Reaktion eine Verdopplung der Reaktionsprodukte aus dem
vorangegangenen Zyklus erfolgt. Die PCR-Amplifikationseffizienz ist die Rate, in welcher
ein PCR-Amplikon generiert wird. Verdoppelt sich die Rate wéhrend der geometrischen
Phase der PCR-Amplifikation, weist das PCR-Experiment eine Efizienz von 100% auf. Die
Steigung einer Standardkurve, welche die semilogarithmische Auftragung der Cr-Werte
gegen den Logarithmus der eingesetzten cDNA-Werte darstellt, wird benutzt um die Effizienz
der qPCR zu bestimmen. Eine Steigung von anndhernd -3,32 weist auf eine 100%ige
Effizienz (Applied Biosystems, 2004). Fur die in dieser Arbeit eingesetzten Ziel —und
Referenzgene STAT1, STAT6, IL-4, IL-5 und IL-13 sowie CANX, CYC1, SDHA lagen alle
Steigungen der Graphen der semilogarithmischen Regression bei anndhernd -3,32, die
Effizienzen somit bei 100%.

Eine Voraussetzung zur Anwendung der AACt-Methode zur Quantifizierung der
Genexpression im murinen Lungengewebe ist die Gleichheit der Effizienzen der Reaktionen
von Ziel —und Referenzgen. Diese Gleichheit konnte duch ein Vorexperiment gezeigt werden,
in welchem die ACt-Werte der einzelnen Ziel - und Referenzgene in einer
semilogarithmischen Regression gegen sinkende cDNA-Konzentrationen aufgetragen
wurden. Dabei waren bei fast allen eingesetzten Ziel —und Referenzgenen die absoluten Werte
der Steigung des Graphen <0,1, somit konnte fir unsere Experimente die AACy-Methode zur

Quantifizierung der Genexpression im murinen Lungengewebe angewendet werden.

4.3 Auswahl der Methode zur Blockierung der Genexpression

Als Methode zur Inhibition der Genexpression wurde in dieser Arbeit die Technik der RNA-
Interferenz (RNAI) verwendet. Der grof3e therapeutische Vorteil der RNAI-Technik liegt in
ihrer hohen Spezifitdt. Um einen biologischen Prozess im Organismus zu beeinflussen ist die
Herunterregulierung von mRNA durch siRNA aber auch AS-ODNs zudem effektiver als die
Ausschaltung des korrespondierenden Proteins, da eine mRNA fiir die Translation von etwa
5000 Kopien benutzt wird. Im Vergleich zu AS-ODN scheinen siRNAs noch effektiver zu
sein, wie die Arbeit von Bertrand et al. zeigte (Bertrand et al., 2002). Obwohl die Entdeckung
des RNAIi-Mechanismus nicht lange zurlckliegt, ist der wissenschaftliche Fortschritt der
letzten Jahre auf diesem Feld groR. Die therapeutischen Ansétze konzentrieren sich vor allem
auf die Angiogenese bei onkogenen Erkrankungen (Lu et al., 2003) und in der Ophtalmologie
(Reich et al., 2003), virale Infektionen (Dykxhoorn und Lieberman, 2006) und weitere
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Aspekte der Onkogenese (Pai et al., 2006). SIRNAs wurden bereits in klinischen Studien
eingesetzt, z.B. bei der altersbedingten Makuladegeneration (Check, 2005; McFarland et al.,
2004) und Infektionen des Respiratory Syncytial Virus (RSV) (Alnylam Europe AG, 2008).
Weitere Forschungen konzentrieren sich auf préklinische Ansatze flr neurodegenerative
Erkrankungen (Raoul et al., 2005; Wood et al., 2003) und weitere virale Infektionen, vor
allem HIV (Rossi, 2006).

4.4 Untersuchung der siRNA-Wirksamkeit in vitro

In murinen Zellen sollte der Effekt von STAT6-siRNA im Vergleich zu siRNA gegen das
Protein siGFP untersucht werden. Mit der Tagman® -qPCR sollte die MRNA-Expression von
STATG relativ zum Referenzgen CANX in ss3-und siGFP-transfizierten Zellen analysiert
werden. Zur Berechnung der relativen Expressionsverdnderung wurde die AACt-Methode
angewandt. Um maogliche Off-Target-Effekte in Form einer Aktivierung des Typl-
Interferonsignalweges (Sledz et al., 2003) zu untersuchen, wurde die Expression von STAT1
und STAT2 quantifiziert (Stark et al., 1998). Wie schon in anderen Arbeiten beschrieben
(Rippmann et al., 2005), war auch unser siRNA-Konstrukt potent genug, die STAT6-mRNA-
Expression in murinen Fibroblasten um 60% zu senken. Die mRNA-Expression von STAT1
und STAT2 war dagegen kaum verandert, was darauf schliefen lasst, dass es keine Off-
Target-Effekte in Form einer Aktivierung der Typl-Interferone durch die eingesetzte STAT6-
SIRNA gab. Dies kann wahrscheinlich zum einen auf die geringe GroRe der SiRNA
zuruckgefuhrt werden, zum anderen auf das Fehlen von immunostimulatorischen Sequenzen
(5’-GUCCUUCAA-3’ und 5’-UGUGU-3’) in der eingesetzten siRNA (Hornung et al., 2005).
Durch andere Mitarbeiter des Projekts konnte auch auf Proteinebene eine Reduktion der
STATG6-Produktion in verschiedenen Zelllinien gezeigt werden. AuRerdem wurde die
Wirksamkeit verschiedener gegen STATG6-gerichteter sSiRNAs untersucht, wobei sich ss3 als
die potenteste STAT6-sIRNA erwies.
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4.5 Auswahl der Applikationsform und Komplexierung der
siRNA

Von entscheidender Bedeutung fur die Entwicklung einer effektiven RNAI-Therapie ist die
Zell- und Gewebespezifische Applikation von siRNA. Als optimale Applikation, auch in
Hinsicht auf eine humane Inhalationstherapie, wie sie heute fir Kortikosteroide und P2-
Sympathomimetika angewendet wird, verwendeten wir die lokale intranasale Gabe.

Die systemische Applikation, wie z.B. die intraventse Gabe, birgt zudem einige Probleme,
wie die rasche Glomeruloexkretion in den Urin, eine Serumdegradation der siRNAs durch
RNasen und eine nicht-spezifische Verteilung des Therapeutikums im Organismus, was die
lokale Effektivitat senken wirde. Die intranasale Gabe wirde diese Hindernisse umgehen, da
die siRNA-Dosen deutlich geringer wéren und eine fokussierte Medikamentenexposition im
Zielgewebe, in dieser Arbeit der Lunge, unerwiinschte Arzneimitteleffekte reduzieren wiirde.
Andere Gen-Blockierungs-Methoden wurden erfolgreich bei allergischen
Atemwegserkrankungen intranasal verabreicht. Die Arbeitsgruppe von Nyce und seinen
Mitarbeitern entwickelte respirable antisense oligonucleotides (RASONs) gegen den
Adesoninrezeptor AL (Ali et al., 2001; Tanaka und Nyce, 2001), welcher in der Lunge von
allergischen Patienten Uberexprimiert wird. In praklinischen Studien konnte eine mehrere
Tage anhaltende Reduzierung der Atemwegshyperreaktivitat gezeigt werden. Auch die bereits
erwéhnten GATA3-AS-ODNs der Arbeitsgruppe von Finotto wurden intranasal gegeben
(Finotto et al., 2001), um die Symptome des allergischen Asthmas zu vermindern.
SiIRNA-Therapien gegen verschiedene Zielzellen und —gewebe bedienten sich ebenfalls
erfolgreich der intranasalen Gabe: Als erste konnten Zhang et al. 2004 die Expression der
H&moxygenase-1 per ungekoppelter, d.h. unformulierter sSiRNA, die die Mdause eingeatmet
hatten, verringern (Zhang et al., 2004), Bitko et al. konnten durch eine spezifische
Herunterregulierung der mRNA von RSV und Parainfluenza-Virus (PSV) durch intranasal
verabreichte ungekoppelte und Vektor-assoziierte SIRNA die Gesamtviruslast und
Atemwegsinflammation in der Lunge von Maé&usen senken (Bitko et al., 2005). Die
Arbeitsgruppen von Zhang (Zhang et al., 2005), Tompkins (Tompkins et al., 2004), Li (Li et
al., 2005) und Massaro (Massaro et al., 2004) komplexierten die sSiRNA mit verschiedenen
Reagenzien, bevor sie sie intranasal verabreichten, um ihre Stabilitdt zu erhéhen und die
grote Herausforderung beim Einsatz von RNAI-Technologien zu lésen: die sSiRNA intakt
durch verschiedene Gewebsbarrieren spezifisch zu ihren Zielzellen zu fihren. Zur

Stabilisierung der SiRNA haben mehrere Arbeiten gezeigt, dass sowohl verschiedene
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Tréagerstoffe wie kationische Lipide (Chien et al., 2005), Polymere (Leng et al., 2005) und
Nanopartikel (Hu-Lieskovan et al., 2005) als auch chemische Modifikationen (Czauderna et
al., 2003) die Stabilitat und die zellulare Aufnahme der siRNA erhthen konnen. Allerdings
wurden fur diese Modifikationen auch unerwiinschte Effekte durch die Verteilung in
Nichtzielgeweben und die anschlielende Aktivierung des Interferonsignalweges beschrieben
(Jackson et al., 2003; Sledz et al., 2003).

In dieser Arbeit verwendeten wir in einem Mausmodell flr allergisches Asthma zuerst
Cholesterol-konjugierte sSiRNA gegen STAT6, um den Durchtritt durch lipophile Membranen
zu verbessern (Lorenz et al.,, 2004; Soutschek et al.,, 2004). Als Marker fir die
Atemwegsinflammation wurden die Totalzellzahl und die Zelldifferenzierung aus der
Bronchoalveoldren Lavage beurteilt. Bei einer Inflammation kommt es zu einer Invasion von
Entziindungszellen in das Lungengewebe, vor allem Neutrophilen, Makrophagen und von
Eosinophilen bei allergischen Reaktionen. Die BAL dient zur Gewinnung dieser
extravasierten Zellen und Flussigkeit aus den Bronchien und Bronchiolen. Es konnte gezeigt
werden, dass die intranasale Gabe von Chol-STAT6-sIRNA bei Mdusen nach Sensibilisierung
und Provokation zu einer Reduzierung der Eosinophilen in der BAL und einer Verringerung
der Atemwegshyperreaktivitat fuhrt. Allerdings wiesen die Chol-siRNA- behandelten Méuse
eine erhohte Neutrophilie auf. Dieses Phdnomen konnte in einem zweiten Versuch bestatigt
werden: In einem Mausmodell wurde die Auswirkung auf die Zelldifferenzierung nach Gabe
von Chol-siRNA im Vergleich zu ungekoppelter siRNA gegen das Protein GFP untersucht,
ohne die Mduse zuvor zu sensibilisieren oder zu provozieren, um einen Effekt des Allergens
auf die Zelldifferenzierung in der BAL auszuschlielen. Sehr wahrscheinlich induziert die
Cholesterolkonjugierung der siRNA eine unspezifische Entziindungsreaktion in der Lunge, so
dass diese Modifikation als Moglichkeit des besseren siRNA-Transfers ausschied.
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4.6 Prophylaktischer Versuchsansatz mit STAT6-SiRNA (ss3)

Im ndchsten Schritt setzten wir verschiedene Dosen (40 und 100ug) intranasal applizierter,
ungekoppelter siRNA gegen STAT6 (ss3) ein. Die intranasale Gabe von unkonjugierter,
unmodifizierter sSiRNA wurde, wie bereits oben erwahnt, erfolgreich von Zhang (Zhang et al.,
2004) und Bitko (Bitko et al., 2005) durchgefiihrt. Eine ss3-Menge von 40ug war nicht
ausreichend, um die Leukozyten, speziell die Eosinophilenzahl in der BAL und die
Atemwegshyperreaktivitat signifikant im Vergleich zur mit Plazebo-siRNA (siGFP)
behandelten Gruppe zu vermindern. Dagegen konnten bei der Gabe von 100ug STAT6-
SIRNA die Totalzellzahl inklusive der Eosinophilen signifikant gesenkt und die Entwicklung
der in einem Ganzkdrperplethysmographen ermittelten Atemwegshyperreaktivitat verringert
werden. Da IL-4 und IL-13 zusammen mit dem wichtigsten Lockzytokin IL-5 (Sanderson,
1992) die Aktivierung und Invasion von Eosinophilen regulieren (Grunig et al., 1998),
unterstrich die Blockierung des IL-4/I1L-13-Signaltransduktionsweges durch STAT6-SiRNA
die wichtige Rolle von STATG6 in diesen Immunreaktionen. Die Blockierung von STAT6
mittels intranasal verabreichter STATG6-SIRNA erzielte also gleiche Effekte wie der
genetische Knockout bei Versuchen mit STAT6-defizienten Mdusen (Akimoto et al., 1998;
Kuperman et al., 1998). Ein direkter Nachweis fur den Mechanismus von STAT6-SiRNA
wurde durch die Analyse der mRNA-Expressionsmuster der Th2-Zytokine I1L-4, IL-5 und IL-
13 im Lungengewebe mittels quantitativer PCR erzielt. In der STAT6-siRNA-behandelten
Gruppe war die Expression der mRNA dieser Zytokine gesenkt, verglichen mit den ebenfalls
sensibilisierten und provozierten Mausen, die mit Plazebo-siRNA behandelt worden waren.
Die Quantitdt der STAT6-mRNA war dagegen gleichbleibend. Dies lasst sich durch das
ubiquitdare und hohe STAT6-Vorkommen in vielen verschiedenen Zellen des
Gesamtlungengewebes erkléren. Da STATG6 als Schlisseltranskriptionsfaktor fur IL-4 und IL-
13 jedoch fir eine exponentielle Transkription dieser Zytokine verantwortlich zeichnet,
scheint Dbereits eine auf mMRNA-Ebene nicht nachweisbare Reduktion des STATG6-
Vorkommens im Lungengewebe zu gentigen, um konsekutiv die Funktion dieser Zytokine zu
hemmen und die reaktive Atemwegsinflammation und Atemwegshyperreaktivitat zu
verringern.

Um eine moglichst zellspezifische Bestimmung des STAT6-mRNA-Gehaltes zu untersuchen,
wurden peribronchiale Zellen und Becherzellen mittels Mikrodissektion isoliert und in der
gPCR analysiert. Aufgrund der zu geringen mRNA-Ausbeute war die Analyse der STATG6-
MRNA mittels gPCR nicht moglich (Daten nicht gezeigt).
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In einem weiteren Versuch sollte mit Hilfe der Immunfluoreszenz STAT6 im Lungengewebe
nachgewiesen werden. Der STAT6-Antikorper M-20 (Santa Cruz) zeigte trotz verschiedenen
Optimierungsversuchen bei parafinierten Schnitten unspezifische Signale, so dass diese
Methode nicht weiter verwendet werden konnte (Daten nicht gezeigt).

Der Fokus der Analyse der STAT6- und Zytokinexpression wurde somit auf die mRNA-
Ergebnisse gelegt.

Die pathologischen Veranderungen der Lunge wurden zudem in histologischen Schnitten
analysiert und bestétigten die Ergebnisse der BAL: Die mit ss3 behandelten Tiere hatten
signifikant geringere peribronchiale Infiltrate und weniger Eosinophile als die mit siGFP

behandelten Tiere.

4.7 Schlussfolgerung und Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die intranasale VVerabreichung von siRNA gegen
den  Transkriptionsfaktor ~STAT6 die  Entwicklung von  Allergen-induzierter
Atemwegsinflammation und Atemwegshyperreaktivitdt durch die Herunterregulierung von
Schlisselmolekiilen der pathologischen Kaskade signifikant verhindern konnte.

Allerdings wurde der kurzfristige Effekt der RNAIi untersucht, eine Aussage Uber die
Wirkdauer der siRNA wurde nicht getroffen. In den Organismus eingebrachte SiRNAs
kdnnen nur vorribergehend die Genexpression eines Zielmolekiils inhibieren, da ihre
intrazellulare Konzentration im Verlauf von Zellteilungen sinkt. In verschiedenen Studien
konnte gezeigt werden, dass der starkste inhibitorische Effekt durch siRNAs nach 36-48
Stunden gemessen werden konnte, eine deutliche Reduzierung setzte nach 96 Stunden ein.
Die Arbeitsgruppe von Lee et al. bemihte sich beim Einsatz von RNAi gegen GATA3 (Lee et
al., 2007) sowohl um die Therapiemdglichkeiten bei allergischen Erkrankungen als auch um
die Frage der Dauer des RNAI-Effekts. Sie benutzten short hairpin RNAs (ShRNA), die tber
einen lentiviralen Vektor eingebracht worden waren, um die Information der Blockierung in
das Genom der Wirtszelle, in diesem Fall murine epitheliale Lungenzellen, einzubauen und so
eine Inhibition von GATA3 zu erreichen, so lange diese Information transkribiert wirde.
Auch wenn in diesem Experiment eine Senkung der Atemwegseosinophilie, AHR und Th2-
Zytokine IL-5 und IL-13 erreicht werden konnte, sieht sich dieser Therapieansatz deutlichen
Limitierungen im humanen System ausgesetzt. Zum einen konnte in klinischen Studien
nachgewiesen werden, dass der Einsatz von viralen Carriern, die in der Zellkultur sehr
erfolgreich als siRNA-Vektoren eingesetzt werden, fur den Einsatz im Menschen nicht

geeignet zu sein scheint (Reid et al., 2002). AuRerdem kann durch die Nutzung von viralen
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Carriern die Medikamentenexposition im Organismus weder pharmakokinetisch noch —
dynamisch vorausgesagt werden, ein rasches Absetzen der Therapie ist nicht méglich. Ein
weiterer Nachteil von shRNAs wurde kirzlich beleuchtet: Da shRNAs in den RNAI-
Transduktionsweg im Vergleich zu exogenen siRNAs friher eintreten, konnte eine
unkontrollierte Expression viral eingebrachter shRNAs empfindlich mit dem Prozess
endogener, in allen Zellen vorkommenden miRNAs kollidieren (Grimm et al., 2006). Auch
wenn der Einbau von shRNAs ins Patientengenom limitiert ist, so gibt es doch andere
Maoglichkeiten der pharmakodynamischen Beeinflussung. Wiederholte Verabreichungen des
Molekiils wirden den Effekt verlangern, der offensichtlich von der Aufbaufrequenz des
Zielmolekils abhdngt. AuBerdem konnten chemische Modifikationen, wie z.B. die 2’-O-
Methylisierung die Halbwertzeit von siRNAs entscheidend verldngern (Czauderna et al.,
2003).

Auch in Fragen der sicheren und effizienten siRNA-Verabreichung werden zukinftige
Studien zu einer besseren Ausganglage fihren. Die bereits erwéhnten Liposomen und
Lipidkomplexe, Konjugierungen mit Nanopartikeln, Polymeren, Proteinen und Antikdrpern
werden sehr wahrscheinlich dazu beitragen, die Wirksamkeit der siRNAs bei gleichzeitig
sinkenden Dosen im Zielgewebe sicherzustellen. Auch wenn in der Vergangenheit
unerwiinschte zytotoxische Effekte fur Lipo- und Polymerkomplexierungen beschrieben
worden waren, wurden nun Arbeiten zu lipidartigen siRNA-Formulierungen und
angepassteren Dosierungen verdffentlicht (Luo et al., 2005; Tan et al., 2005), die ein deutlich
verbessertes SiRNA-Delivery aufweisen. In einer kirzlich erschienenen Arbeit setzte die
Gruppe von Gelfand Polyethylenamin-gekoppelte 1L-13-siRNA im murinen Asthmamodell
ein (Lively et al., 2007) und konnte eine Reduzierung der AHR nach Sensibilisierung und
Provokation zeigen.

Wenn vielleicht auch die meisten Probleme beziiglich der RNAI-Technologie schon in naher
Zukunft geldst werden konnen, bleibt bezuglich allergischer Erkrankungen ein weiteres
herausforderndes Problem bestehen: Ihre Pathogenese ist hochkomplex und schliel3t sehr viele
verschiedene Zell- und Gewebetypen, Mediatoren, Signaltransduktionskaskaden und
Regulationswege im Organismus ein, so dass von einer Redundanz und Pleiotropie des
Systems ausgegangen werden muss. Die Herunterregulierung nur eines Transkriptionsfaktors
wie STAT6 konnte somit nicht ausreichen, die Symptome des allergischen Asthmas
entscheidend zu reduzieren und die Erkrankung zu heilen. Eine Kombination von siRNAs
gegen mRNAs von verschiedenen Komponenten in der Pathogenese konnte diesem Ziel néher
kommen. Zum Beispiel konnte die simultane Blockierung der wichtigsten
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Transkriptionsfaktoren fir die Th2-Differenzierung, GATA3, STAT6 und als tbergeordnete
Kontrolleinheit ein Mitglied der NFxB-Familie zu einer nachhaltigen Stérung in der
Entstehung der Krankheit flihren.

Weitere  Versuche werden zur  Untersuchung optimaler  Dosierungen  und
Applikationskinetiken von siRNAs notwendig sein, um eine groRtmdgliche und moglichst

langanhaltende  Reduzierung ~ von  proallergischen  Zielgenen  zu  etablieren.
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5 Zusammenfassung

Allergische Erkrankungen wie das allergische Asthma werden sich zu einem grof3en Problem
des 21.Jahrhunderts entwickeln. In der Pathogenese der Erkrankung spielen Th2-Zellen und
ihre Zytokine eine entscheidende Rolle. Der Transkriptionsfaktor STAT6, der fur die
Signaltransduktion von IL-4 und IL-13 wichtig ist und auBerdem in den Luftwegen von
asthmatischen Patienten hochreguliert wird, ist ein aussichtsreicher Kandidat als Zielmolekiil
fur eine innovative Therapie des allergischen Asthmas. Mit Hilfe sequenzspezifischer
STATG6-siRNA sollte die Wirksamkeit der RNA-Interferenz-Technologie bei allergischem
Asthma im Mausmodell untersucht werden.

Zuerst wurde die Effizienz von STATG6-spezifischer-siRNA (ss3) in der Zellkultur untersucht,
wo eine 60%ige Herunterregulierung der mRNA-Expression von STAT6 gezeigt werden
konnte. Um mdgliche Off-Target-Effekte der sSiRNA zu analysieren, wurde die Expression
von STATL1 und STATZ2 quantifiziert, da diese Transkriptionsfaktoren heraufreguliert werden,
wenn es zu einer Aktivierung der Typl-Interferone kommt. Die mRNA-Expression von
STAT1 und STAT? &nderte sich nicht in SiRNA-transfizierten Zellen.

In vivo wurden OVA/Alum sensibilisierte BALB/c- Mé&use vor den i.n. OVA Provokationen
mit ss3 behandelt. Zur Uberpriifung der Effektivitit wurden die Atemwegsentziindung und —
hyperreaktivitat, die pathologischen Veranderungen und die Expression der mRNA der Th2-
Zytokine in der Lunge analysiert.

Die Sensibilisierung und Provokation mit OVA/Alum flihrte bei den BALB/c-Mdusen zu
asthmatisch-pathologischen Veranderungen in den Atemwegen und der Lunge. Wurden die
Tiere vor und wéhrend der Provokation mit ss3 i.n. behandelt, zeigten sie im Vergleich zur
positiven Kontrollgruppe eine Verringerung der erwahnten pathologischen Veranderungen.
Zudem war die mRNA-Expression der Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 in der ss3-behandelten
Gruppe herunterreguliert. Cholesterol-konjugierte STAT6-sIRNA erreichte ebenfalls eine
Reduktion der Atemwegsinflammation und -hyperreaktion; wegen einer Neutrophilen-
Aktivierung schied diese Form der siRNA-Konjugierung zur Verbesserung des siRNA-
Transports jedoch aus.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Behandlung der Tiere mit ss3 eine Reduktion
der mRNA Expression von STAT6, IL-4, IL-5 und IL-13 bewirkte, was zu einer Reduktion
der Allergen-induzierten Atemwegsentzindung und —hyperreaktivitat fuhrte.
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6 Summary

Allergic diseases e.g. allergic asthma could become the epidemic of the 21% century. Th2 cells
and their cytokines play a crucial role in the pathogenesis. The transcription factor STAT6
(signal transducer and activator of transcription 6) is important in the signal pathway of Th2-
mediated allergic immune responses: STATG6 is activated in response to IL-4 and IL-13 and
contributes to various functions like Th-cell differentiation and Th-cell cytokine production
and is thus jointly responsible for allergen-specific IgE and IgG1l production, airways
eosinophilia and morphological changes to the airways. Further, STAT6 is up-regulated in the
airways of asthmatic patients. For this reason, targeting STAT6 may offer very effective and
novel strategies to prevent and treat allergic diseases such as asthma. Gene silencing by small
interfering (si) RNA has shown high efficacy to suppress the expression of specific genes by
cleavage of mMRNA in a sequence-specific manner.

In this work we wanted to evaluate whether a reduction of STATG6 by specific sSiRNA reduces
the symptoms of allergic asthma like airway inflammation (Al) and airway hyperreactivity
(AHR) in a murine model of allergic airway disease.

STAT6-sIRNA was tested in a well-established mouse model of allergen-induced Al and
AHR. BALB/c mice were sensitized with OV A/alum twice intraperitoneally and treated with
STAT6-siRNA Dby i.n. application before and during OVA challenges. STAT6-siRNA
reduced the development of allergen-induced airway hyperreactivity as measured by in vivo
lung function after airway provocation with increasing doses of methacholine compared to
placebo-treated sensitized and challenged mice. It also reduced histological alterations like
goblet cell hyperplasia, peribronchial inflammation and eosinophil infiltration in lung tissues.
Furthermore, mRNA expression of IL-4, IL-5 and IL-13 of STAT6-SiRNA treated mice was
down-regulated. Cholesterol-labeled siRNA was also potent to reduce Al and AHR but
induced neutrophilia.

In summary, targeting the key transcription factor STAT6 by gene silencing with siRNA
effectively blocks the development of symptoms of allergic asthma like allergen-induced Al
and AHR and may thus serve as a novel approach to treat allergic airway diseases.
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