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1. Einleitung

1.1  Epidemiologie

1.1.1 Definitionen Allergie und Asthma bronchiale

Der Begriff ,Allergie” wurde zum ersten Mal von Biret im Jahr 1906 eingefiihrt als eine Um-
schreibung fur die ,veranderte Reaktivitat* einag@nismus nach dem zweiten oder weiteren
Kontakt mit einem Fremdstoff. Die verschiedenemrgichen Reaktionen erfuhren 1923 eine
erste Klassifizierung durch Robert Coca und ArtGooke; sie wurde spater erweitert durch Phi-
lip Gell und Robin Coombs (1963), welche die hdilikiche Einteilung der Uberempfindlichkei-
ten einfuhrten. Coca und Cooke pragten den Be@tdpiker, der andeutet, dass Asthma bron-
chiale und Heuschnupfen eine genetische Komporaariteeisen, und fuhrten erste Desensibi-
lierungsbehandlungen durch. Nach heutigem Erkesstmd ist eine Allergie eine symptomati-
sche Reaktion auf ein normalerweise harmloses Uomggantigen. Sie stellt eine spezifische,
immunologische Reaktion dar, die einen vorangegaggelontakt des Organismus mit dem
Antigen voraussetzt (Janeway et al., 1997). Diergibchen Erkrankungen haben sich von einer
am Beginn des vorletzten Jahrhunderts fast unbésarintitat zu einer Erkrankungsgruppe mit
enormer soziobkonomischer Bedeutung gewandelt ¢5etcal., 1987). In den letzten Jahrzehn-
ten wurde eine standige Zunahme von jahrlichen Neaiekungen an Allergie (Inzidenz) beo-
bachtet, die den relativen Anteil von allergischigatienten an der Gesamtbevdlkerung (Préava-
lenz) standig wachsen last. Allergische Erkrankangehdren heute in allen Altersklassen der
Bevolkerung zu den haufigsten Leiden. Sie konnewniterschiedlichen Manifestationen auftre-
ten, so als Nahrungsmittelallergie und Atopischenigitis im S&uglings- und Kleinkindesalter,
als allergisches Asthma bronchiale im Kindes- ungddghsenenalter und als so genannter Heu-
schnupfen im Schulalter und bei Erwachsenen (Haaranet al., 2006). Asthma bronchiale ist
zur Zeit die haufigste chronische, entzindlicher&mkung der Atemwege, deren Krankheitshau-
figkeit in den letzten zwei Jahrzehnten vor allendéen Industrielandern rasant angestiegen ist
(Beasley et al., 1998). Das Asthma bronchiale tstiglinit einen aul3erordentlichen, volkswirt-
schaftlichen Faktor dar. Als Ursache fir die Augiilg des Asthma bronchiale sind nicht aller-
gische Faktoren, welche das so genannte intrirssidskthma induzieren kénnen als auch allergi-
sche Faktoren bekannt. Uber 85 % aller Asthmaekkiragen lassen sich auf allergische Fakto-
ren zurickfihren (Romanet-Manent et al., 2002)Jemen so genannte Inhalationsallergene wie
Hausstaubmilbenkot, Katzenepithelien, Birken- urrdgérpollen gehoéren. Klinisch dulRert sich
das Asthma bronchiale durch akut auftretende Atémexdunden mit einer Atemwegsiiberemp-

findlichkeit als Folge der chronischen Entziinduegktion in den Atemwegen, fur die die Infilt-
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ration von eosinophilen Granulozyten und T-Helferedes Typs 2 (Th) charakteristisch ist
(Cohn et al., 1997). THZellen wird eine zentrale Rolle bei der Regulatasr asthmatischen
Entzindungsreaktion zugeordnet. Charakteristisgttekihe der TH-Zellen wie die Interleuki-
ne 4 (IL-4), IL-5 und IL-13 lassen sich mit typigthMerkmalen des Asthma bronchiale verbin-
den, so z.B. mit einem strukturellen Umbau des Ategsgewebes (Remodeling) durch eine
erhohte Mukusproduktion (Lee et al., 1997).

1.1.2 Haufigkeit von allergischen Erkrankungen

Die typischen Manifestationsformen der allergisckekrankungen im Kindesalter treten in Ab-
hangigkeit vom Lebensalter der betroffenen Patreateerschiedlich auf.

Erstes Zeichen fur das Vorliegen von Atopie ist eishder Nachweis von spezifischer Sensibi-
lisierung gegen Nahrungsmittelallergene, wie z.Bhkilch- und Huhnereiweil3proteine. Die
frihe Manifestation von Atopie im Sinne einer alischen Erkrankung ist zumeist das atopische
Ekzem, mit einem Inzidenzgipfel im ersten und zemitebensjahr. Ab etwa dem dritten Le-
bensjahr kbnnen auch zunehmend spezifische Sesigihihgen gegen Inhalationsallergene, wie
z.B. Baum- und Graserpollen oder Hausstaubmilbergghe, nachgewiesen werden. Gleichzei-
tig beginnt die Manifestation von Asthma bronchialelche typischerweise zwischen dem drit-
ten und zehnten Lebensjahr auftritt. Als letztedwekelt sich die allergische Rhino-
Konjunktivitis, mit dem Beginn meist erst im ScHtda und einer deutlichen Zunahme in der
Adoleszenz (Hamelmann et al., 2006). EpidemioldgsStudien wie die ISAAC (International
Study of Asthma and Alleies in Childhood) und ECHERiropean Community Respiratory
Health Survey) stellten in den vergangenen 30 diadireen deutlichen Anstieg der Inzidenz und
der Préavalenz des Asthma bronchiale in den induisierten Landern fest (ISAAC, 1998,
ECHRS, 1996). Innerhalb Europas liegt die Pravatkmzhschnittlich bei 8,6% (European Lung
White Book, 2003), wobei deutliche Unterschiedesolien den west- und osteuropaischen,
ehemaligen Ostblockstaaten bestehen. Mit einereAtémnz von 10% bei Kindern in Deutsch-
land ist das allergische Asthma die haufigste dsabre Erkrankung in dieser Altersgruppe (Ma-
ziak et al., 2003). Weltweit sind etwa 155 Million&enschen vom allergischen Asthma bron-
chiale betroffen (Asher et al., 1995).
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1.1.3 Genetische Einflisse

Asthma bronchiale wie auch andere allergische BKwuagen unterliegen einem starken geneti-
schen Einfluss, dem eine komplexe Atiologie zugeuhegt. Insgesamt ist bei allergischen Er-
krankungen von einem sehr komplexen Vererbungsmodumehreren oder vielen beteiligten
Genen auszugehen (multifaktorielle Vererbung), disatzlich durch Umweltfaktoren beein-
flusst werden. Speziell fur die Atopie und IgE-Ruktion ergaben sich Hinweise in genetischen
Studien, in denen Bereiche identifiziert wurdere &ir Faktoren kodieren, die bei der Atem-
wegsuberempfindlichkeit und der Regulation des ®spiegels an Immunglobulin E (IgE) eine
entscheidende Rolle einnehmen (Hershey et al.,)12Rir Zeit sind bei einzelnen genetischen
Variationen, den so genannten ,single nucleotid/polrphisms (SNP's)* 64 verschiedene Ge-
nabschnitte beschrieben, die mit der Entstehungatiiesgischen Asthma bronchiale in Verbin-
dung gebracht werden kdnnen (Hoffjan et al., 20@&nabschnitte wie beispielsweise Chromo-
som 5, auf dem die Gene lokalisiert sind, die férTh-Zytokine IL-3, IL-4, IL-5, IL-9 und IL-

13 kodieren (Daniels et al., 1996) nehmen damihtige regulatorische Funktionen innerhalb
der Asthmapathogenese wahr. Auch auf Chromosomi2.ind 16, auf denen Gene lokalisiert
sind, die fir die R-Kette des hochaffinen IgE-Réaep(Hizawa et al., 2000), den ,stem cell
factor (SCF), Interferon-(INF- y) (Barnes et al., 1987), den ,signal transductat activator of
transcription-6 (STAT-6) (Gao et al., 2000), soviie den IL-4 Rezeptor (IL-4R) (Sandford et
al., 2000) kodieren, sind Polymorphismen bei Atepikbzw. Patienten mit bronchialer Hyper-

reaktivitat beschrieben worden (Heinzmann et &003.

1.1.4 Umweltfaktoren

Mit einem Anstieg der Konzentration von Innenrauerglen ist auch die Zunahme des Risikos
fur die Entwicklung einer spezifischen Sensibilisiey gegen entsprechende Allergene zu ver-
zeichnen. In Regionen hoher Asthmapravalenz simt kehe Hausstaubmilbenexpositionen
nachgewiesen worden, so dass eine ursachliche@egezwischen Entwicklung und Expositi-
on von Asthma bronchiale postuliert wurde. Einfeissn Luftschadstoffen auf die Allergieent-
wicklung und Asthma bronchiale im Speziellen, wunmdeiner Vielzahl von Studien untersucht.
Eine sehr gute Abschéatzung der Risiken im Hinbfiak die Entstehung allergischer Erkrankun-
gen stellen bislang Studien Uber die Schadstof$bahg verschiedener Populationen dar, die
zeigen, dass Luftschadstoffe wie Schwefel-und 8ikime oder Ozon nicht grundsatzlich die
Risiken erhdhen, eine Allergie oder Asthma bronehi entwickeln. Dies ist eine Erklarung
daflr, dass in einigen Gebieten trotz sehr steBlcbadstoffbelastung, wie z.B. in Bergbauregio-

nen in Polen, die Pravalenzen fur Allergie und Asdlsignifikant niedriger liegen als in weniger
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belasteten Regionen, z.B. in skandinavischen Lémdes gilt aber als gesichert, dass erhthte
Luftschadstoffbelastungen zur Exazerbertion voridiesniden Atemwegserkrankungen wie z.B.
Asthma, Pseudokrupp und Bronchitis fihren, die diickahnliche Aussagen getroffen werden
konnen, die aus Studien tUber den Einfluss von Tralbakexpositionen auf Asthma und Allergie
getroffen werden konnten. Erndhrungseinflisse afEshtwicklung von allergischen Erkran-
kungen und Atopie sind Gegenstand aktueller Untdnsngen und werden teilweise kontrovers

diskutiert (Hamelmann et al., 2006).

1.1.5 Pathophysiologie

Bei Kindern jeder Altersstufe kann es im Verlauhvatemwegsinfekten zu obstruktiven Bron-
chitiden, z.T. mit ,asthmoider* Symptomatik kommexufgrund der besonders kurzen und en-
gen Atemwege (besonders bei Sauglingen) fihrenngeregen z.B. durch einen Bronchial-
muskelspasmus, ein Schleimhautddem oder aufgruarlest Schleimproduktion, zu sehr viel
schnellerer Zunahme des Atemwegswiderstandes alsWwachsenen. Virale Infekte der oberen
und unteren Atemwege (Parainfluenza-, Adeno-, Ratpy Synctial Virus, RSV) fuhren im
Sauglingsalter meist zu einer obstruktiven Bronshdie vor allem durch expirartorisches Gie-
men und Brummen angezeigt wird (,wheezy bronchitisifektionen mit RSV kénnen im frih-
kindlichen Alter das Atemwegsepithel direkt sch&digDadurch erhdht sich das Risiko fur obst-
ruktive Atemwegserkrankungen in der ersten Lebéteiie Bei der Entwicklung von Asthma
bronchiale in der zweiten Lebensdekade stellen Rf&ktionen der frihen Kindheit kein er-
hohtes Risiko mehr dar. Nur ein kleiner Teil dendl@ér mit frihen infektassoziierten, obstrukti-
ven Atemwegsbeschwerden kdnnen im Schulalter Astwoiachiale entwickeln, die als so ge-
nannte ,persistent wheezers* bezeichnet werden. damweifelt heute daher, dass virale Infekte
grundsétzlich wegbereitend fur die Entwicklung Vasthma sind. lhre Rolle als mdgliche Trig-
gerfaktoren bei bestehendem Asthma bleibt unbestriEs gibt umgekehrt Hinweise dafir, dass
bakterielle und oder virale Infektionen im frihkimtien Stadium einen protektiven Effekt auf
die spatere Entwicklung von Atopie und allergiscli&ikrankungen ausuben kdnnten. Jingere
Geschwister kinderreicher Familien zeigen ein deutperingeres Risiko bei der Entwicklung
von Allergien als ihre alteren Geschwister. Mogiiokeise ist dies aufgrund ihrer vermehrten

Exposition mit bakteriellen oder viralen Infektioneurtickzufiihren .
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1.2  Immunologische Grundlagen

1.2.1 Sensibilisierung

An den Grenzflachen eines Organismus werden ursabl&soteine aus der Umwelt aufgenom-
men. Losen Anteile dieser Proteine, so genanntéofi eine Reaktion des spezifischen Im-
munsystems aus, bezeichnet man sie als AntigerfgeAommene Proteine werden von Antigen
prasentierenden Zellen (AP@jozessiert (Abb. 1) und die Peptidfragmente in Koration mit
dem ,Major Histocompatibility Complex* (MHC) den Hen des spezifischen Immunsystems
prasentiert. In der Lunge sind fur diese Aufgabaditische Zellen (DC) durch ihre Lokalisati-
on im respiratorischen Epithel pradestiniert. Hreten sie mit zahlreichen Fremdproteinen in
Kontakt. Prozessierte Fremdproteine werden vonMid@-Komplexen der DC nach ihrer Wan-
derung in die lokalen Lymphknoten in Kombinatiort kostimulatorischen Oberflachenmolek-

len spezifischen T-Zellen prasentiert (Bancherdal. £1998).

»Zeﬂ [ B-Lymphozyt ]

Abb. 1: Antigenprésentierende Zellen (modifiziert nach Henaan et al., 2006)

1.2.2 Entzindung der Atemwege

Nach Antigenprasentation kommt den antigenspehiéiscCD4-positiven T-Helferzellen eine
entscheidende Bedeutung zu. Sie proliferieren mankutem Antigenkontakt und stimulieren
direkt und durch Ausschittung von Mediatoren B-&elzur Differenzierung in Immunglobulin
E (IgE) und G4 (IgG4) produzierende Plasmazellkiddie von den Plasmazellklonen gebilde-
ten spezifischen IgE Molekile binden mit ihren Faildn an Mastzellen und basophile Granulo-
zyten, die Fe-Rezeptoren aufweisen. Diese werden fiur ein spehifis Allergen ,sensibili-
siert”. Die Vernetzung zweier IgE Molekile auf d@berflache von Mastzellen fuhrt zu deren
Degranulation und Freisetzung von unterschiedlicBatziindungsmediatoren (v.a. Histamin),
die eine lokale Entziindung auslésen und verstaiRen klassischen Entziindungszeichen wie

Hitze, Réte, Schwellung und Schmerz manifestiereimis den Atemwegen vor allem als Hype-
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ramie, Schleimhautdodem, Epithelschadigung undatioh des sensorischen Nervensystems.
Daneben werden auch Zellen des unspezifischen Imystems stimuliert, die zum Ort der Ent-
zindung, in die Atemwege, gelockt werden. So komsriveim Asthma bronchiale zur typischen

Infiltration mit Entziindungszellen, v.a. eosinophilGranulozyten und T-Zellen.

1.2.3 Ausbildung von T-Helferzellen Typl und Typ2

Ein wichtiger Schritt zur Aufklarung der dem alleghen Asthma zugrunde liegenden Mecha-
nismen gelang mit der Identifikation von drei fuokkllen Zustdnden der T-
Helferzellpopulationen, die als Thl, Th2 und Th@éehnet werden. Sie definieren sich durch
die Bildung und Sekretion bestimmter Zytokine, Ha@ufig in fester Kombination als Zytokin-
muster vorliegen. Bei den Thl-Zellen sind es werleukin- (IL-) 2, IL-12 und Interferog-
(IFN-y), wahrend die Th2-Zellen sich durch die Produkteom IL-4, -5, -6, -10, und -13 aus-
zeichnen (Gollob, 1997; Hamelmann et al., 1997).d@& Gruppen ist die Expression geringer
Mengen von IL-3, Tumor Nekrose FakiortTNF-o) und Granulocyte Macrophage Colony Sti-
mulating Factor (GM-CSF) gemeinsam. Naive ThO-Lyomphien sezernieren die Zytokine bei-
der Zustande; (Firestein et al., 1989). Das ergjaah das zur Differenzierung von naiven T-
Helfer- zu Th2-Zellen fuhrt, ist unbekannt. Mogltveise ist es die Prasentation einer be-
stimmten, begrenzten Auswahl von Antigenen in Karabon mit den fur die jeweilige Situati-
on adaquaten Zytokinen, oder andere ,Umweltfaktonete bakterielle Bestandteile (Lipopoly-
saccharid, DNA Sequenz CpG). Kostimulatorische Midlle auf der Oberflache der DC, wie
B7.2/CD28 koénnten dann zur Differenzierung und iRration der Th2-Klone fuhren (Len-
schow et al., 1996). Das allergische Asthma isegakeichnet durch eine erhdhte Zahl von Th2-
Zellen. Im Tiermodell konnte ein Teil der Pathopbimgie durch den Transfer von Th2 gerich-
teten T-Zellen in unbehandelte Tiere imitiert werd€ohn et al., 1997). Der Effekt der T-Zellen
scheint durch die Freisetzung von Zytokinen wie4|UL-5 und IL-13 vermittelt zu sein (Wills-
Karp et al., 1996).

1.2.4 T-regulatorische Zellen

Die Existenz von regulatorischen T-ZellenggJy war lange Zeit umstritten. Bereits in den
1970er Jahren berichteten verschiedene Forschunpgsgr vonSuppressor-T-Zellen, die Auto-
immunantworten unterdriicken konnten. In den 1980eih 90ern wurde das Konzept in Zwei-
fel gezogen, weil Daten nicht reproduzierbar waned die molekularen Mechanismen unbe-
kannt blieben. Erst seit der Mitte der 90er Jahueden Tkegs verlasslich beschrieben und die

Wirkmechanismen wurden teilweise aufgeklart. In detzten Jahren haben Untersuchungen
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gezeigt, dass bei der allergischen Reaktion unth besthma bronchiale nicht unbedingt das
Verhaltnis von Thl und Th2 Zellen entscheidendsishdern so genannte regulatorische ded T
Zellen (Akbari et al., 2002; Akbari et al., 2003urGtto de Lafaille et al., 2002; Umetsu et al.,
2003). Beim allergischen und beim nicht-IgE verstién intrinsischem Asthma bronchiale spie-
len aktivierte TH2 und regulatorischeef Zellen eine zentrale Rolle (Finotto et al., 2002;che

et al., 2003; Maziak et al., 2003, Neurath et2002). Bei diesengkg Zellen handelt es sich um
spezialisierte CD4T Zellen, die dadurch charakterisiert sind, dasstse Zielzellen supprimie-
ren konnen (Chinen et al., 2004; O'Garra et al0320Treg Zellen selbst exprimieren CD?%
und sind mit einer Frequenz von ca. 10 % im pergh@&lut lokalisiert (Asher et al.,1995; Herz
et al., 1998). Ein Teil der.dy Zellen exprimiert das suppressive IL-10, die aalshTrl Zellen
bezeichnet werden (Neurath et al., 2002; Roncabdd., 2001). Das supressive Zytokin , Trans-
forming Growth Factor- 3 (TGF-3) wird ebenfallsrveiner kegPopulation, den so genannten
TH3-Zellen exprimiert (Fu et al., 2004; Tang et @004). Der kurzlich entdeckte Transkripti-
onsfaktor FOXP3 kommt nur in CD@D** T Zellen, nicht aber in CO&D?> T Zellen vor und
kann demzufolge als spezifisch flige§ Zellen angesehen werden (Chen et al., 2003; Fon&tn
al., 2003; O'Garra et al., 2003; Ramsdell et 03). Die wesentliche Aufgabe dieser Zellen
liegt darin, Abwehrvorgange und Entziindungsprozesskmitieren, um Schaden fur den Wirt
zu begrenzen und Immunreaktionen gegen harmlose ditfatoren und eigene molekulare
Strukturen und Zellen zu verhindern. Die Funktianwegulatorischen T-Zellen ist daher so-
wohl fur die Unterdriickung von Immunreaktionen gegegene (Autoimmunerkrankungen) wie
auchgegen harmlose Umweltfaktoren (Allergische Erkrargen) von entscheidender Bedeu-

tung (Hamelmann et al., 2006).

1.3  Pathogenese und klinische Auspragung von Asthnimonchiale

Pathogenetisch zeichnet sich das allergische Astimmiachiale durch Atemwegs-Entziindung,
akute reversible Atemwegs-Obstruktion und Atemwidgperreaktivitat (AHR) der Atemwege
aus (Kay et al., 1996). In den vergangenen Jahteehst es gelungen, diese drei Hauptcharak-

teristika gut zu definieren (Abb. 2).
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Atemwegs- Atemwegs-
Hyperreaktivitat entziindung

Reversible Atemwegs-
Obstruktion

Abb. 2: Charakteristische Phanomene des allergischen Astimorechiale ist gekennzeichnet

durch Entziindung, akute reversible Obstruktion iHgderreagibilitéat der Atemwege.

Kontroverse herrscht dagegen in Bezug auf die Berigen zwischen ihnen. Unter experimen-
tellen aber auch klinischen Bedingungen wurden rggléichliche Beobachtungen gemacht.
Einige wissenschaftliche Arbeitsgruppen sehen diadhiale Hyperreagibilitdt sowohl zeitlich
als auch kausal in Abhangigkeit der Inflammation Aeemwege (Bradley et al., 1991), andere
konnten bei langzeitiger Unterdriickung der Entzingdkeine Verminderung der Atemwegshy-
perreagibilitat feststellen und betrachten beideuamlabhangige Phanomene (Crimi et al., 1998).
Die Erkrankung wird nach dem klinischen Schweregrateichte, mittelschwere und schwere
Erkrankungsformen unterteilt Global Initiative fé&ssthma, GINA (1994)(Tab.1), auch wird
zwischen allergischen Asthmaformen (insbesondéneefr auch extrinsisches Asthma genannt)

und nicht-allergischen Formen (intrinsisches Asthorderschieden.

Tab. 1: Asthma Schweregrad-Einteilung

Stufe | Bezeichnung Symptome vor | Symptome Pealdflow
Eehandlung nachts

1 Intermittierend <1 mal pro Woche | £ 2 mal pro | *80% des
Eymptome Mlonat Zollwerts,
asymptomatisch Variabilitat
und normaler Peakflow =20%

zwischen Anfallen

2 Geringer 21 mal pro Woche | » 2 mal pro | *80% des
Schweregrad Symptotme, aber <1 mal | MMonat Sollwerts,
pro Tag WVariabilitat
20-30%
3 Mittlerer Tagliche Symptome trotz | = 1 mal pro | 60% - 80%
Schweregrad [2-Zympathomimetilea, TWoche Zoll,
Altivitat eingeschrankt Variabilitéat
=30%
4 Hoher Aletivitat haufig =60%  des
Schweregrad stark eingeschrankt Zollwerts,
Standige WVariabilitat

Symptome =30%




19

Vereinfacht dargestellt lauft die Erkrankung in z®Wéasen ab: initial kommt es zu einer prima-
ren Sensibilisierung durch ein Allergen, z.B. dewt Her Hausstaubmilbe oder Pollen von Gréa-
sern oder Baumen, der eingeatmet wird und in demMegen durch Makrophagen und weitere
antigenprasentierende Zellen phagozytiert und diefend auf deren Oberflache tber MHC I
Molekule prasentiert wird. Hierdurch werden ¢fHhaive T Zellen zur Differenzierung in tH
Zellen angeregt. Die aktivierten Th2-Zellen sezenem zunachst das Zytokin IL-4. Dieses spielt
eine wichtige Rolle bei der Steuerung von B-Zeliedem es stimulierende Signale wie MHC I
und den niedrig affinen IgE-Rezeptor CD23 auf B-lpymazyten hochreguliert. Daneben fuhrt
IL-4 zur Ausreifung IgE und IgG4 produzierender iéo(Snapper et al., 1991). IL-4 wirkt auch
auf andere Zellpopulationen des Entztuindungsgesnobebee Reifung von Mastzellen und ha-
matopoetischen Vorlauferzellen im Knochenmark vgedordert, und es kommt in den Epithel-
zellen zu einer vermehrten Expression von Adhasiotekilen wie Vascular Cell Adhesion
Molecule (VCAM) 1, welches in Zusammenhang mit danf eosinophilen Granulozyten vor-
handenen Very Late Activation-4 Protein (VLA-4) diewebeinfiltration dieser Zellen unter-
stutzt (Chung et al., 1999). Es gibt eine Reihe kHamveisen, dass IL-4 insbesondere in der
Frihphase der allergischen Entziindung eine entbaige Rolle fir die Auspragung eines Th2
Phanotyps spielt (McKenzie et al., 2000). In eng@ktioneller Verwandtschaft zu IL-4 steht
das Zytokin IL-13. Der IL-13 Rezeptor weist groBemiichkeiten mit der IL-4 Rezeptor-Kette
auf, und die Signaltransduktion beider Zytokinelagit teilweise Uber gleiche Wege. Es konnte
gezeigt werden, dass IL-13 in der Pathogeneselldegischen Asthma bronchiale eine zentrale
Rolle spielt (Wills-Karp et al., 1996). Im spéater¥erlauf der allergischen Entziindung wird
insbesondere das Zytokin IL-5 sezerniert. Im Gegraur vielfaltigen Wirkung von IL-4/IL-13
sind es v.a. eosinophile Granulozyten und ihre 8ddrzellen, die Rezeptoren flr dieses Zyto-
kin besitzen (Takaki et al., 1990). IL-5 verstadie¢ Bildung, Reifung und Aktivierung von eosi-
nophilen Granulozyten, und hemmt deren Apoptosgellen des Th2 Phanotyps bilden einen
Grossteil des IL-5 in der allergischen Atemwegséndzing (Hamelmann et al., 1997). Obwohl
die essentielle Rolle von IL-5 fir die Eosinophile Rahmen des allergischen Asthma bron-
chiale heute nicht mehr bezweifelt wird (Van Odstert et al., 1995, Hamelmann et al., 1999),
ist die Bedeutung dieses Zytokins, ebenso die garkihe IL-4 oder IL-13 fur die Entstehung
der pathologischen Atemwegsreagibilitat im Asthmanbhiale bis heute umstritten. Spezifische
IgE Antikérper werden gegen das als falsch pathag&annte Allergen gebildet, die im Blut
zirkulieren und sich in Schleimhauten ansammeln.d@en wiederholten Kontakt mit dem Al-
lergen kommt es zum so genannten ,cross-linkingt weehreren mit dem Allergen verbunde-

nen konstanten Fc Regionen des IgE und den Fc Reead auf der gewebsstandigen Mastzel-
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le und innerhalb von Minuten zur Akut-Reaktion (ggrhase reaction, Typ | Reaktion) mit
Mastzelldegranulation und Freisetzung von Entzugdmediatoren, wie Histamin, Acetylcho-
lin, Prostaglandin PGD 2 und PGF2a, Thromboxankbtiene, sowie PAF (platelet activating
factor). Dabei haben die einzelnen Mediatoren agemd synergetische Wirkungen: Histamin
z.B. ist wie Acetylcholin ein potenter Bronchokamdbr und verursacht zusatzlich eine Vasodi-
latation und eine erhdhte vaskulare Permeabildatt{ey et al., 1980)PAF zeigte in Versuchen
der direkten Inhalation ebenfalls bronchokonstrikithe Wirkung, ist aber primar fur die Rek-
rutierung von Entzindungszellen, vor allem von eggshilen und neutrophilen Granulozyten
und deren Aktivierung verantwortlich, somit tragiPPauch zur langer anhaltenden Hyperreak-
tivitdt bei (Barnes et al., 1987). Die Vermeidurigee anaphylaktischen Reaktion durch eine
Mastzelldegranulation im gesamten Korper wird dadwgesichert, dass derdRi Rezeptor erst
auf der gewebsstandigen Mastzelle exprimiert wikduf et al., 2005). Auch exprimieren die
verschieden Abwehrzellen zwei unterschiedliche-Rezeptoren | und Il, die eine unterschiedli-
che Affinitat aufweisen: Auf Mastzellen, Basophilend aktivierten Eosinophilen wird der ho-
chaffine Fe-Rezeptor | exprimiert. B-Zellen, aktivierte T-Zall, Monozyten, Thrombozyten
und dentritische Zellen exprimieren den niedrigrafii F& Rezeptor Il (Rosenwasser et al.,
2005), eosinophile Granulozyten exprimieren beidee® von Fc Rezeptoren. Durch das Zu-
sammenspiel von Entzindungsmediatoren und Abwderz&bmmt es schlie3lich zur akuten
allergischen Reaktion in der Lunge mit der klagssc Trias: Bronchokonstriktion, Schleim-
Uberproduktion (Mucus hypersekretion) und einer étpprmeabilitdt der pulmonalen Blutgefa-

Re mit Bildung eines peribronchiaren Odems (Abb. 3)

[Allergen Lz, ]
—— IFN

Al

| Eosinophile Proliferation

'CAM-1 [ :
@ I T Mucus-Produktion
Eosinophile Aktivierung |

| Eosinophile Infiltration

| AW-Entziindung |

Abb. 3: Pathomechanismus des allergischen Asthmas (madtfizach Hamelmann et al., 2006)

Die freigesetzten Zytokine und Chemokine bilden Midgeu fir die Spat-Reaktion (late-phase),

welche einige Stunden nach dem initialen Ereigmsegzt und durch das Einwandern (recruit-
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ment) und die Aktivierung von weiteren Entzundurdien gekennzeichnet ist. Was folgt ist
eine chronische Inflammation, die tber langere Zdeih einen strukturellen Umbau der Lunge
(Remodeling) nach sich zieht und sich in Verdandgenndes Epithels und dessen Zelloberfla-
chenmolekilen auf3ert, was einer erhéhten Suszégtiljegeniber neuen Reizen und Noxen
fuhrt (Knight et al., 2003). Weitere strukturell@Ninderungen sind eine subendotheliale Fibrose
(Roche et al., 1989), die auch bis in tiefe Scleicheicht (Wilson et al., 1997), sowie Verande-
rungen der Zusammensetzung der extrazellularenidViainer Verdickung der glatten Bronchi-
almuskulatur (James et al., 1989) die selbst bliemiAsthmaverlaufen eintritt (Benayoun et al.,
2003) und Neoangiogenese (Li et al., 1997), biszlim teilweisen Funktionsverlust von Lun-
gengewebe (Tang et al., 2006), (Van Eerdewegh,&2@02). (Zimmermann et al., 2003).

1.4  Herleitung der Aufgabenstellung

Die Arbeitsgruppe von Prof. E. Hamelmann beschiéigh mit der Suche nach neuen therapeu-
tischen Interventionsmaoglichkeiten und praventivalahmen gegen das allergische Asthma
bronchiale. Ziel dieser Arbeit ist es, das Verstiasder Krankheitsmechanismen bei der Entste-
hung von Asthma bronchiale durch die funktionelleah/se neuer Gene im Asthma-
Mausmodell zu erhéhen. Durch den direkten Verglemh Gen-Expressions-Profilen von Maus
Stdammen mit unterschiedlichen genetischen Disposh sollten wertvolle Informationen fir

die Charakterisierung der Pathogenese der allérgmnsErkrankungen gewonnen werden. An-
schlieRend sollten einzelne Gene, welche bishen nmtht mit der Pathogenesse von Asthma
bronchiale assoziiert sind, im Detail analysierd eharakterisiert werden. Konkret wurde in
dieser Arbeit das Protein Lipocalin auf seine fimketlle Relevanz sowie dessen Einfluss auf die
Krankheitsentwicklung beim Asthma bronchiale unierg. Zu diesem Zweck wurden etablierte
Mausmodelle der bronchialen Hyperreagibilitat déeschiedenen Veranderungen der Lunge auf
funktioneller sowie struktureller Ebene, sowie demeolekulare Korrelate in der zeitlichen Ent-
wicklung vom akuten zum chronischen Asthma erfd3st Weiteren erméglichte es, Beobach-
tungen aus Studien in humanem Gewebe auf Orgam&Zelen zu erweitern, die in Patienten
nicht zugénglich sind. Ergebnisse aus humanen waasbtudien konnten verglichen werden, um
gemeinsame Mechanismen der Krankheitsentwicklungeautifizieren. Weiterhin sollte ermog-
licht werden, die Rolle von neu identifizierten @araus humanen und Mausmodellen fir die
Krankheitsentwicklung und -ausbreitung funktiorellevaluieren. Daraus kdnnten neue Strate-
gien fUr eine bessere Prognose, Vorbeugung undriBiéinay des Asthmas bronchiale resultie-

ren.
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2. Material und Methoden

2.1. Chemikalien, Enzyme und Medien

Chemikalien wurden, soweit nicht anders vermerét glen Firmen Baxter Chemicals, Bio-
chrom, Sigma-Aldrich, Gibco, Serva, Roche, Fluk&rék, Roth und Therma Elektron verwen-
det. Fir RNA-Aufreinigung, cDNA Synthese und gPC&den Kits und Substanzen von den
Firmen Qiagen, Applied Biosystems, Promega, InViTaautzt. Die Antikorper, Enzyme, und
Zytokine wurden von den Firmen Santa Cruz Biotetdgnyg Roche Diagnostics, KPL, Amers-
ham Pharmacia Biotech, PeproTech, ImmunoTools, B§Btems bezogen. Fir die Zellkultur

(Medien) wurden Substanzen von stanzen von HyclBite;o und PAA eingesetzt.

2.1.2 Losungen und Zellkulturmedien

Blockpuffer (pH 7,0):

Bovines Serum Albumin BSA, 3 % Fa. Sigma-Aldrich
1x PBS pH 7,0

Gallatipuffer (pH 4,0):

200mM Zitronensaure-Monohydrat Fa. Merck, Darmstadt
4M Kaliumhydroxidlésung Fa. Merck, Darmstadt

0,01 % Wasserstoffperoxid Fa. Merck, Darmstadt
2M Schwefelsaure Fa. Merck, Darmstadt

Gelelektrophoresepuffer

25 mM Tris-Base, Fa. Sigma-Aldrich
192 mM Glycin Fa. Merck
0,1 % (w/v) SDS Fa. Meck

LA4 Vollmedium:

500 ml F12K Nutrient Mixture Fa. Gibco
15 % ( 75 ml ) Fotales Kalberserum (FKS) Fa. Hy@€ldab,Logan
1 % (5 ml) Penicillin /Streptomycin Fa. Biochrom

1% (5 ml) N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin  Fa. Biocbom

RIPA Lysis Puffer (#sc-24948) Fa. Santa Cruz
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2.1.3 Oligonukleotide (Primer und Hybridisierungssmden)

Fur die Durchfihrung der PCR und quantitativen R@Rden Primer und Sonden der Firma
Eurofins MWG Biotech (Ebersberg) und /oder von eiema TIPMOLBIOL (Berlin) verwendet.
Das Primer-Design der Sequenzen erfolgte mittetsRianer Express Software Version 3.0
(Applied Biosystems, Darmstadt). Die Sequenzerdiéreweiligen Referenzgene und Zielgene
sind in Tab.2 aufgefihrt.

Tab .2: Sequenzen der verwendeten Primer und Sonden @iRgP

Gene Sper Genbank Vorwiirts- Riickwirts- Sonden Amplikon —
es Acc. No. primer primer S FADM- Grile (bp)
5-3 5-3 3 TADRA
[F-Actin Ifaus H03872 STTTEAG CTEETCT CATGETAT 71
ACTTTCA CCETATSG GFrasCCaT
ACATZCT | T G| COAGECTG
A T=T T
LenZ2 Tulaus M 008491 GEOCTCA CCACCCS CATCTTCT 65
AGFACTS | TTCAGTT CTGETZCCT
CAMTS GTZAMAT LCCGACTA
i
II-113 Ifaus ML D05ZE61 CTOACA S ACFEATT TCOCTGEGEA 78
FTAGAGT | CCATGGET BATAACTAG
ACALGT GALGTC TEETCAGG
£
IT-4 Dufans I258%2 CECCATE CFAGTTT TECCAALT =15
CACEEAG | ACTITCOT GTCCTCAT
AT GTGSTGET AGCAACG
1
-5 Ifaus H0a270 AGTACAG | CATCGTC ACACAGCT 71
TGEGET TCATTGEC GTCCGECTC
AL AGTS TTETCAS LCCGEAGT
GACCTT A
IL-& Ifaus i 031168 | AGTTGCTC GTCTCCT TEGETGEACA 70
TTCTTGS CTiTCGEEA AT ATGET
GACTGA CTTGTG (Bl ol -
I1-10 Tufaus NIZTESY CAGDCGE | COBCAGT | TTCAACAT 1]
GALAGACA | TCTAGGA CALMGAGTS
ATAATTE GCATGT GTAGCAGT
TCCZCT
II-1z Mfaus MIB6ET1 GEITECAL | CATATGT TTCAMCAT ¥l
AGASMNTS | CACTIED CALGAGTS
TEEACTT CCGAGAG | GTAGCAGT
G & 1 TECTaT
II-13 IS I23504 FFAGCTS | GOEGECCA | ACCAGACT 74
AGTAMTA | GOTCCAT CoCCTETG
TCOACATS ACT CALCHET
IF - Ifaus EQoonsz TTGCOCA L TEETGEGEA CCACAGET 7z
ST TTEAG CCACTCG COAGTGETC
GTCA LTS GATGS A AGTA
Fi
THF- o Iulams i 013653 | TOQCCAS AGEFETCT TCOCCTAAAT 63
AGEFEATG | GEICCAT GO
AGASLG AGAACT TCTCA
2.1.4 Allergen

Als Allergen wurde Ovalbumin (OVA Grad VI fur diggggemische Sensibilisierung und OVA
Grad V fur die Provokation, 1@@/ml; Sigma-Aldrich, Deisenhofen) verwendet, diea®h
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Sensibilisierung erfolgte mit PBS (PAA, Paschingtdbreich). Als Adjuvanz diente in beiden
Fallen Aluminiumhydroxid (10mg/ml Al(OH)3; Pierceh€mical, Rockford,
IL, USA).

2.1.5 Computersoftware

Zur Bestimmung der RNA-Quantitat wurde die Nano8rdgD-1000 Software (NanoDrop,
Wilmington, USA) verwendet. Zur Auswertung der dtitativen PCR wurde die ABI PRISM
7300 Sequence Detection System Software Versior{Appglied Biosystems, Darmstadt) ver-
wendet. Fir die Generierung von Primern wurde dimér Express Software Version 3.0 (Ap-
plied Biosystems, Darmstadt) verwendet. Die siatken Analysen wurden mit der SPSS-
Software 17.0 (SPSS, Chicago, USA) durchgefuhnt.di&l Auswertungen zur Bestimmung der
Apoptose (TUNEL-Assay) im murinen Lungengewebe ondginen LA4-Zellen wurde die 6f-
fentlich und frei verfiigbare Bildverarbeitungssadte Image J, Version 4.0 verwendet (National
Institutes of Health (NIH),USA). Die Software Affyetrix's Microarray Suite Software 5.0
(MAS5), MicroDB, and Data Mining Tool wurden verwaet fir den Scan und die Analysierung
der relativen Ambundanz jedes einzelnen Gens, fessleauf der Intensitat des Signals von je-

dem Probe-set.

2.2 InVivo Tierversuche

2.2.1 Versuchstiere und Haltung

Stamm Herkunft

BALB/c Harlan Winkelmann, Borchen

C57BL6 (B6) Harlan Winkelmann, Borchen
Lcn2-defiziente C57BL6 Dr. Jack B Cowland, Universitat Kopenha-

gen, Rigshospitalet-93.2.2, 9 Blegdamsvej,
Copenhagen @, DK 2200, Danemark

Alle fur die Versuche verwandten Tiere unterlagem d/orschriften und Bestimmungen des
Tierversuchskommitees des Landesamtes fir Gesundhdi Soziales, LaGeSo und wurden
nach der LAGETSI-Registrierungsnummer G0247/3 v@n2.2004 genehmigt.

Weibliche BALB/c-und C57BL/6 Mause und Lcn2-defizie C57BL/6 Mause, im Alter von 6-8
Wochen wurden unter OVA-freier Diat und unter pago-freien Bedingungen in der tierexpe-

rimentellen Einrichtung des Campus Virchowklinikui@harité Universitatsmedizin Berlin,
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gehalten. Die Lcn2-defizienten C57BL/6 Mause wurttenndlicherweise von unserem Koope-
rationspartner Dr. Jack B Cowland, Universitat Kapegen, Danemark, zur Verfigung gestellt.

Alle Tiere wurden auf Infektionsfreiheit getestetir die Versuche wurden nur 6 bis 8 Wochen
alte weibliche Tiere mit &hnlichem Gewicht von 28.Gramm (g) verwendet. Die unterschiedli-
chen Gruppen der einzelnen Versuche wurden partailelrsucht, meist 4 bis 6 Tiere pro Ver-
suchsgruppe in einem Experiment von 12 bis 16 miere

2.2.2 Systemische Sensibilisierung

Durch die systemische Sensibilisierung werden diasen der Sensibilisierung von der Phase
der Atemwegs-Provokation mit Allergen abgegrenzil3érdem stellt sie durch die Zufuhr von
Adjuvans eine sehr viel starkere Form der Sensibiling dar. Als Adjuvans wurde Aluminium-

hydroxid (Al(OH),) verwendet, welches wahrscheinlich zu einer Vekstég der Immunogenitat

des Antigens/ Allergens fuhrt. Die Mause wurdencturp. Injektion von 15@l einer Emulsion
aus Allergen (2Qug OVA-Grad VI) in Adjuvans (2 mg Al(OH) an den Tagen 1 und 14 des

Protokolls sensibilisiert (Abb. 4).

2.2.3. Provokation mit Allergen

Bei der systemischen Sensibilisierung fehlt deelder Kontakt der Atemwege mit dem Allergen.
Die Zufuhrung mit Aerosol Uber die Atemwege garenitidass zumindest ein Teil die tiefen
Atemwege erreicht. Jeweils 8 Mause wurden gleichzeitig in eine Acrylkamme® (2 20 x
15cm, Eigenanfertigung) gesetzt, die auf der efdeite an einen Ultraschallverneblers multiso-
nic® LS2000 und auf der anderen an einen Abzugsadessen war. Uber den Ultraschallver-
nebler multisonic® LS2000 wurde aus einer Losung ¥& OVA in PBS ein Aerosol an den
Tagen 26, 27 und 28 fir jeweils 20 min. mit 1% OW&rad V) -Losung in PBS provoziert.
Kontrollen waren sensibilisierte Mause mit Scheavokation durch PBS (Abb. 4).
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Sensitisation Challenge
OVA/Alum (ip) OVA (aer)
acute asthma l l 1 1 -lr
day 1 14 26 mmD 7 =) G 6
Analysis
Sensitisation Challenge
PBS-control PBSMAIum (i.p.) PBES Eagﬁ
day 1 14 26w 7 -GG
Analysis

Abb. 4: Ubersicht des Sensibilisierungs- und Provokatiootsolls

2.2.4 Serumgewinnung zur Bestimmung der Immunglobure

Den Mausen aus den entsprechenden Gruppen wur88@&&00 pl vendses Blut aus der durch
Infrarotlicht aufgewarmten lateralen Schwanzvenm@mmen und in Serumréhrchen tberfuhrt.
Nach der Zentrifugation (1200 x g, 10 min, RT) waidhs abgenommene Serum zur weiteren
Analyse bei —20°C gelagert. Das Gesamt IgE undaliiiegen-spezifischen IgE, 1g-G1, und Ig-
G2a Antikdrper wurden mittels Enzyme-Linked-Immuoidzent-Assay (ELISA) bestimmt.

2.2.5 Bronchoalveolare Lavage (BAL) und Zytozentrifigation

Nach Beendigung des Behandlungsprotokolls erfagtel 6tung der Versuchstiere durch zervi-
kale Dislokation. Die Lunge und die Trachea wurftemprapariert. Mit einer Venenverweilka-
nile (0,55 x 25 mm ) wurden zweimalig 800 ul se=iPBS (4°C) unter Sichtkontrolle in die
nach oben abgeklemmte Trachea injiziert, wiedeiriasp und anschlieend in Eppendorf-
GefalRen auf Eis aufbewahrt. Nach Entnahme einemdits fur Zellzdhlung und Zytozentrifuga-
tion wurde die BAL-Flussigkeit (BALF) bei 4°C zeifiigiert (1200 g, 10 min) und der Uber-
stand fur die Zytokin-Bestimmung bei -20° C eingeén. Die Zellzahlung (200 pl) erfolgte mit-
tels des Zellzahlgerats Cell-Dyn. Je 25 ul BALF damr auf einen Objekttrager (OT) zentrifu-
giert (100 g, 5 min.). Die OT wurden mittels Diffui@k Schnellfarbung geféarbt. Die Differen-
zierung der Zellen erfolgte am Mikroskop (Axioplamj)ter geblindeten Voraussetzungen bei

250-facher Vergrél3erung nach morphologischen Keiter
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2.2.6 Invasive Lungenfunktionsmessung im E vivo-Modell der isoliert perfundierten und
ventilierten Mauslunge (IPML)
Unter kontinuierlicher Beatmung vom Blutkreislaufinde die Mauslunge des stark narkotisier-
ten Tieres separiert und anschlieend mit einezisien Elektrolytlosung blutfrei perfundiert.
(Abb. 5). Mit dieser Methode ist es mdglich, eitaktes Organ mit funktionaler Integritat zu
untersuchen, unabhangig von zentralnervésen, hlemo@er metabolischen Einflissen des
Gesamtorganismus. Die Datenaufzeichnung von Luniggtibnsparametern z.B. pulmonalarte-
rieller und —vendser Druck, Atemzugvolumen, dynamésCompliance und Atemwegsresistan-
ce kénnen mit dieser Methode kontinuierlich gemesserden. Uber den vaskularen oder den
transbronchialen Zugang besteht die Moéglichkeieeipharmakologischen Beeinflussung des
Organs (Uhlig et al., 1998).
Die Durchfihrung der IPML (Witzenrath et al., 20@8r Mauslungen erfolgte in Kooperation
mit Frau Stefanie Kube aus der Arbeitsgruppe vorrtHBr. M. Witzenrath, Klinik mit Schwer-
punkt Infektiologie und Pneumologie der MedizinisohFakultat Charité - Universitatsmedizin

Berlin.

Abb. 5: Isolierte, perfundierte und ventilierte MauslungedlDruckkammer. (Quelle: Stefanie
Kube, AG M. Witzenrath, Klinik mit Schwerpunkt Indgologie und Pneumologie der Medizini-

schen Fakultat Charité - Universitatsmedizin Beylin

2.3 InVitro Versuche

2.3.1 Bestimmung von Immunglobulinen mittels Enzyméinked Immuno Sorbant Assay
(ELISA)

Fur die spezifischen Immunglobuline gegen OVA wuar@6 well Platten mit OVA (20 pg/ml in

PBS) fur allergen-spezifische Antikorper beschitber mit polyklonalem anti-Maus-IgE oder

anti-Maus-1gG Antikérper (31g/ ml in NaHCQ-Puffer-Lésung, pH 9.6) (fur Gesamt-Ig) be-
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schichtet und tUber Nacht bei 4°C inkubiert. NachcBilerung von unspezifischen Bindungen
durch den Blockpuffer (150 pl/well, 60 min, RT, @dter) und zweimaligem Waschen mit
Waschpuffer wurden die Proben und die Standardngib@ pl/well) auf die Platten aufgetragen.
Nach Inkubation tUber Nacht bei 4°C wurde nicht gelames Protein durch viermaliges Wa-
schen von der Platte entfernt. AnschlieRend wurdebetinilierter sekundarer Antikérper (50
ul/well, 60 min, RT, Schittler) zugegeben. Nachrmiaigem Waschen konnte der Enzymkom-
plex Streptavidin-Peroxidase, in einer Verdiinnuog %:10000 auf die Platte aufgebracht wer-
den (50 pl/well). Nach 5 x Waschen wurde das Sab3tvB (150 pl/well, 1:100 in Gallati-
Puffer verdinnt) zugegeben. Die Reaktion wurde nachmin. mit 2M Schwefelsaure (50
ul/well) gestoppt. Aus der photometrisch gemessdhdmktion (Testfilter: 450 nm, Referenz-
filter: 490 nm) wurde mit Hilfe der Standardkurvie conzentration der zu bestimmenden Sub-

stanz berechnet.

2.3.2 Histologie

2.3.2.1 Gewebefixierung

Die Zersetzung wird durch die Fixation aufgehaltdit.dem Standardverfahren der Formalinfi-
xierung kann eine gute Durchdringung und Erhaltdag Gewebes erreicht werden. Formalin,
vernetzt Proteine und verleiht dem Gewebe eine gantige Konsistenz. Die entnommenen
Organe (Lunge, Lymphknoten, Milz, Ganglien) wurdanEinbett-Kassetten gelegt und tber

Nacht bei RT in einem mit 4 % Formaldehyd-Losunfiiigen Kunststoffbehalter fixiert.

2.3.2.2 Paraffineinbettung und Anfertigung von Paaffin-Gewebeschnitten

Dauerpraparate wurden mittels Paraffineinbettungdstellt. Die bei der Paraffin- Einbettung
vorausgehende Entwasserung der Préparate wurdaen a&ufsteigenden Alkoholreihe Uber
Histoclear im Gewebeeinbettungsautomat (Hypercemter Firma Thermo-/Shandon (Frank-
furt) erreicht. AnschlielRend wurden die in Paraplsgindlichen Organe mit Hilfe des Paraffin-
einbettungsgerates von Microm (Fa. Walldorf) in &é gegossen und auf einer Kuhlplatte aus-
gehartet. Am Rotationsmikrotom HM 355s (Fa. Micramalldorf) wurden 2m dicke Lungen-
gewebeschnitte auf Superfrostobjekttrager aufgezoge bei Raumtemperatur aufbewahrt. Die
Qualitat der Gewebeschnitte wurde mit dem Lichtiwskiop tberprift.
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2.3.2.3 Nachweis der Allergen- induzierten Atemwegstztindung mittels (PAS)-Farbung

Zur Uberprifung ob die Immunisierung im akuten Muaasdell erfolgreich war, wurden von
beiden Mausstammen (BALB/c versus C57BL/6) Parsffmitte von der Lunge von PBS -und
OVA sensibilisierten- und provozierten Mausen nisttder PAS-Farbung nach Darcan et al.

,2005 auf histologische Veranderungen hin untettsuch

2.4  Apoptose-Assay (TUNEL-Assay) an Lungengewebesitien (Paraffin)

Fur die Durchfihrung eines Apoptose-Assays wurdelrgitu Cell Death Detection Kit, POD
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) verwendet. Diadenparaffingewebeschnitte (2.3.2.2)
wurden Uber Nacht bei 32 im Brutschrank (Fa. Heraeus) inkubiert deparaffin Anschlie-
Rend wurden die Schnitte fiir 20 Sekunden (s) ifG2@ltem Aceton eingetaucht und danach 2
x in 1x PBS gewaschen. Nach dreimaligen Xylene-tulbs-Bad fir jeweils 15 Minuten (min.)
wurden die Schnitte 2 x fur 10 min. mit 100 % Etbla@x 10 min. mit 96 % Ethanol, 1 x 5 min.
mit 80% Ethanol und 1 x 5 min. in 70 % Ethanol gsgveen und abschliel3end mit doppelt des-
tilliertem Wasser (ddp0) abgespiilt und bei Raumtemperatur (RT) fir 15. mih Proteinase K

in PBS (20 pg /ml) inkubiert und im Anschluss 5wk in PBS gewaschen. Zur Blockierung
von endogener Peroxidaseaktivitat wurden die Gesatstte fir 5 min. in 3% Wasserstoffpe-
roxid in PBS (HO,) inkubiert und danach kurz in 1x PBS gespult. Bé&bung und Signal-
Konvertierung wurde wie vom Hersteller im Anleitwpgotokoll angegeben, durchgefihrt. Die
Analyse der Gewebe erfolgte am DurchlichtmikrosKéjuoreszenzmikroskop DMRAZ2, Fa.

Leica).

2.5 RNA-Isolierung

2.5.1 RNA-Isolierung aus murinem Lungengewebe

Zur Isolierung der RNA aus murinem Lungengewebedeudas Aufreinigungskit RNeasy®
Minikit (Qiagen, Hilden) verwendet. Die Lungenhatitwurden mit einem Ultra Turrax®-Geréat
(Ika, Staufen) oder mittels des Tissue Lyser®-Gwr§Qiagen, Hilden) homogenisiert. Pro 25
mg Gewebe wurden 6Q0RLT Lysispuffer (1Qu p-Mercaptoethanol/ ml RLT) hinzugefigt und
die Lungenzellen lysiert. Zur direkten Weitervertbng wurden 60d des Lysats in ein RNA-
se-/IDNAse- freies 1,5ml Tube Uberfuhrt, der Restdewbei -80°C weggefrohren. Anschliel3end
wurde wie vom Hersteller im Anleitungsprotokoll @ygben, die RNA-Isolierung durchgefihrt.
Die Quantifizierung der RNA erfolgte mittels Nanapr die Bestimmung der RNA-Qualitat
erfolgte mittels Agilent 2100 Bioanalyzer.
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2.5.2 RNA-Isolierung aus murinen LA-4-Zellen

Die in 12 well Zellkulturplatten konfluent in LA4-MImedium gewachsenen LA-4-Zellen (ca.
>1 x 1F Zellen/well) wurden mit 2 ml/well PBS (Mg/Ca-freewaschen und der Uberstand
abgesaugt. AnschlieRend wurden die Zellen pro well 600 pl RLT-Lysispuffer (10 p-
Mercaptoethanol/ 1ml RLT) aus dem RNeasy® Minikgiggen, Hilden) lysiert und in ein
RNAse-/DNAse- freies 1,5 ml Eppendorfreaktionsgeidg@rfiihrt und die RNA wie in 2.5.1

beschrieben, isoliert.

2.5.3 RNA-Quantifizierung mittels NanoDrop

Die Konzentration der gewonnenen RNA wurde mit d&pektrophotometer NanoDrop® ND-
1000 (NanoDrop, Fa. peQLab) bestimmt. Hierbei basliee Konzentrationsbestimmung auf
dem Verhaltnis der gemessenen Abschwachung detieztait Lichtstrahls (Extinktion) bei ei-

ner bestimmten, fir die zu untersuchenden Probafgahen Wellenlange ( RNA: 220 nm bis
350 nm). Dargestellt wird die Absorption Giber desajnte von der Xenon-Blitz-Lampe emittier-
te Spektrum.

2.5.4 Bestimmung der RNA-Qualitat

Die Qualitat der gewonnenen Proben wurde mit demeAg2100 Bioanalyzer (Agilent Techno-
logies, Santa Clara, USA) Uberpruft. Hierbei wiak d/erhaltnis der ribosomalen Untereinheiten
28S : 18S-rRNA, sowie degradierte Abbauproduktesim Verhéltnis gesetzt und mittels der
Agilent 2100 Expert Software ein RIN-Wert auf einer Skala von 1 b (Abb. 6) ermittelt
wird. Dabei entspricht 1 einer vollstadndig degramie RNA und 10 einer vollig intakten RNA
(Fleige et al., 2007). Fur die weitere Genchip Amalwurden nur Proben verwendet, deren RIN-
Werte auf einer Skala bei 9 und hoher lagen. DastGmd die Analysen der RNA-Proben zur
Uberprifung der RNA-Qualiat wurden freundlicherveei®n Herrn Dr. Andreas Griitzkau, Pro-
jektleiter des Deutschen Rheumaforschungszentranierlin (DRFZ) zur Verfigung gestellt
und durchgefuhrt.
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Abb. 6: Der Agilent 2100 Bioanalizer stellt die Ergebnistr Qualitatssicherung in geléhnli-
chen Abbildungen wie auch als elektrophoretischeedar (Quelle: Agilent 2100 Bioanalyzer,
Agilent Technologies)

2.6 RT-PCR (cDNA-Synthese)

Die isolierte totale RNA wird mit einer ,reversemanskriptase” in ihre komplementare DNA-
Sequenz (cDNA) konvertiert. Zur Synthese der cDNASese wurde die M-MLV-RT (Molo-
ney Murine Leukemia Virus) reverse Transkriptaseifiega, Mannheim) verwendet, welche
eine zusatzliche RNase H(-)Aktivitat aufweist. RamdHexamer Poly-(T)-Primer (Invitrogen,
Karslruhe) werden zum Start der reversen Trans&rnpdem Reaktionsansatz hinzugefugt, wo-
durch ca. 150 bp groRe RNA-DNA-Hybride entstehels. Ausgangsmaterial wurdeud totale
RNA eingesetzt. Hierzu wurden 8,8 der Random-Hexamer Primer (250 ng / BIBgegeben
und um das Gesamtreaktionsvolumen vonul4u erhalten mit der entsprechenden Menge
ddH20 aufgefillt. Zur Vermeidung von Sekundéarstuoéh wurde das RNA-Random-Hexamer-
Gemisch 5 min. bei 70°C und anschliel3end 5 minEasufnkubiert.

2.7  Primer und Sonden-Design

Das Design der Primer und Sonden erfolgte mit @éw@&re Primer Express ( v3.0 Release No-
tes Copyright 1999-2004, Applied Biosystems, Daaut Hierbei wurden verschiedene Quali-
tatskriterien bertcksichtigt wie die durchschrstie Lange von 18-22 bp, die eine ausreichende
Spezifitat des Primers und gleichzeitig gute Birghe&ingenschaften ermdglicht, sowie die
Schmelztemperatur (f) die definiert ist als die Temperatur, bei der Hidfte der vorhandenen
DNA Helices zu Einzelstrangen dissoziiert vorliegbrese liegt im optimalen Bereich zwischen
52 bis 58°C und kann tber den G-C-Gehalt der Semjabgeschatzt werden. Der G-C-Gehalt
sollte zwischen 40-60% liegen. Vermieden werdehesolSekundarstrukturbildungen wihair-
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pins, self dimer und cross dimer, welche die Effektivitat der Primer herabsetzeme Brimer
wurden Uber die Firma eurofins MWG Biotech (Eberghb@der TIPMOLBIOL bezogen. Eine
Ubersicht der verwendeten Primer und Hybridisiessogden ist in Tab. 2 aufgefihrt.

2.8  Quantitative Realtime PCR (TagMarf qPCR)

2.8.1 Mathematische Beschreibung

Bei der relativen Quantifizierung werden arithmehis Formeln verwendet, um die relative Ge-
nexpression im Vergleich zu einer Kontrollgruppebrenechnen.

Zunachst wird der €Wert des Zieltranskriptes auf denr-@ert eines Referenzgens normali-

siert:

ACt = G (Zieltranskript) — G (Referenzgen)

Unter Einbeziehung der normalen Expression der #ddgtuppe ergibt sich diese Formel:
AACt = ACy (Probe) -ACy (Kontrollgruppe)
Fur Amplikons mit héchstens 150 Basenpaaren sellEdfizienz einen Wert von annéhernd 1

haben. Deshalb ist die Menge der Zieltranskriptg),(die auf ein endogenes Referenzmolekil

normalisiert und zu einer Bezugsgruppe relatiwert, definiert als:

Z, =2

Die Herleitung der Formel fur die Menge des Ziegisiriptes erfolgte nach der Methode von
Livak et al.(Livak et al., 2001).

2.8.2 Durchfithrung der TagMan® qPCR
Zur Quantifizierung von mMRNA wurde die quantitatiP€R mit dem ABI PRISM 7300 Tag-
marf” (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) dueftiigrt. Das verwendete Geamtreak-

tionsvolumen betrug jeweils 25ul.
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2.8.3 Etablierung der Tagman-qPCR zur Analyse von iRNA-Expression im murinen
Lungengewebe

2.8.3.1 Auswahl des geeigneten Referenzgens

Zur relativen Quantifizierung der Expression deel@ene (Tab. 2) wurde das optimale Refe-
renzgen fir die RNA aus Lungenlysaten PBS- bzw. &éAsibilisierter Mause in Zusammen-
arbeit mit Herrn Dr. Alexander Meyer und Herrn Ghoph Heidt bestimmt. Verwendet wurde
das geNorfi Housekeeping Gene Selection Kit (Southampton, Bihnien). In der vorlie-
genden Arbeit wurde als Referenzgen das murinetlB-&erwendet.

2.8.3.2 Uberprifung der optimalen Primer-Sonderikonzentration

Zur Bestimmung der optimalen Konzentrationen degesetzten Primer wurden mehrere qPCR-
Laufe durchgefihrt, bei denen forward- und revétseer und den dazu korrespondierenden
Hybridisierungssonden in unterschiedlichen Konzitnen (900, 450, 150 50 nM) und unter-
schiedlichen Konzentrationskombinationen eingesetzthrend die Konzentration der Probe
konstant (200 nM) blieb.

2.8.3.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte unter paarereBetrachtung jeweils der OVA und der
PBS-Gruppe zu den einzelnen AnalysezeitpunkterelmittesMann-Whitney-U-Tests. Die sta-
tistische Signifikanz wurde als P < 0,05 festgelégtden Darstellungen entsprechen die Werte

Mittelwerten aus den Einzeltieren + Standardfehler.

2.9  Durchfiihrung der Microarrays

Doppelstrangige cDNA wurde aus totaler RNA revargyaschrieben, welche zuvor aus ganzen
Mauslungen mit dem SuperScript Choice kit (InviengPaisly, UK) extrahiert wurde. Hierbei
wurde ein T7- (dT) 24 primer verwendet, der zusétzeinen T7 RNA polymerase Promotor
enthielt (Metabion, Martinsried, Germany). cRNA wersynthestisert und Biotinmarkiert durch
in vitro Transkription (Enzo Biochemical, New YorkJSA). Die so markierte RNA wurde
fragmentiert durch Inkubation bei 94°C fir 35 mim.Gegenwart von 40 mM Tris-OAc (pH
8.1), 100 mM KOAc, und 30 mM MgOAc. Die so fragmenie und markierte cRNA (15 ug)
wurde fur 16 h bei 45°C auf einen MG-U74Av2 MausnGmarray (Affymetrix, High Wycom-
be, UK) hybridisiert. Anschliel3end wurden die Gepshautomatisch gewaschen und mit Strep-

tavidin-phycoerythrin in einer Fluidstation gefarbie Gen-bzw. Probearrays wurden in einem
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Genechip Scanner (Agilent, Boblingen, Germany). komfokaler Optik mit einer Auflésung
von 3-pum gescannt Jede cRNA Probe aus jeweils Maeslunge wurde auf einem MG-74Av2
array hybridisiert. Insgesamt wurden 8 Mauslungeadysiert, zwei mit Ovalbumin sensibilisier-
te und provozierte Mause versus zwei PBS-Kontrollerzwei jeweils verschiedenen Maus-
stammen (BALB/c and C57BL/6). Die Software Affymets Microarray Suite 5.0 (MAS5),
MicroDB, and Data Mining Tool wurden verwendet fien Scan und die Analysierung der rela-
tiven Ambundanz jedes einzelnen Gens, basierendeauhtensitat des Signals von jedem Pro-
be-set. Die Anordnung der Datenreihen wurde skatiereinem Zielwert von 150 (Abgrenzung
des Skalierungsfaktors 0.33-0.96) durch die Ausweyssoftware MASS5. Die von den unter-
schiedlichen Mausstammen generierten Daten wurelgerat ausgewertet. Alle Gene mit einem
“absent call” (p>0.06) in allen 4 Proben wurden \d@m initialen Gruppen ausgenommen. Die
Durchfiihrung der Microarrays erfolgte als Forschamigtrag bei der Firma Microarray Facility

Medical Genetics, Calwerstrasse 7, 72076 Tubingen.

2.10 Proteinanalytische Methoden

2.10.1 Proteinextraktion aus Lungengewebe

Bei -80 °C gefrorenes Lungengewebe (bzw. BAL-Flmdyde abgewogen und jeweils 1 g Lun-
gengewebe mit jeweils 3 ml RIPA-Lysis Puffer (SaGtaiz; #sc-24948) versetzt und anschlie-
Rend mit dem Ultra Turrax® auf Eis grindlich hommigeert. AnschlieRend wurde das Lysat fur
30 min. auf Eis inkubiert. Nach der Inkubation waidas Lysat bei 10.000 rpm fur 10 min. bei
4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommmaherneut bei 10.000 rpm fiir 10 min. bei

4°C zentrifugiert. Das klare Lysat wurde in einrgs Falconréhrchen tberflhrt und diente als
Ausgangsmaterial fur die weitere Western-Blot AsalyEin Aliquot pro Proteinprobe wurde

zuvor abgenommen und fir die Proteinbestimmung Baatford verwendet.

2.10.2 Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford efal., 1976)

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde deick) Start™ Bradford Protein Assay,
sowie Bovine Serum Albumine (BSA) zur Kalibrieru(fpa. Biorad) verwendet. Die Durchfiih-
rung erfolgte gemal der Anwendungsvorschrift destdlters. Da die Intensitat der Farbreakti-
on von Protein zu Protein verschieden ist, wurdegamauen Konzentrationsbestimmung eine

Kalibrationsldsung des zu bestimmenden Proteinsemaet.
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2.10.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Proteine konnen entsprechend ihres Molekulargeeschhittels SDS-Polyacrylamid- Gele-
lektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt werden (Laenemhkl., 1970). Die aufzutrennenden
Proteinproben wurden vor dem Auftrag 10 bis 15 nhiei. 95 °C in SDS-Probenpuffer (2 %
(w/v) SDS, 60 mM Tris Base, 10 % (v/v) Glycerol usd mM DTT) denaturiert und auf einem
12%igen Polyacrylamidgel aufgetragen. Als Gelegitioresepuffer wurde 25 mM Tris-Base,
192 mM Gilycin, 0,1 % (w/v) SDS verwendet. Der Laufolgte bei 50 mA. Nach der
Elektrophorese wurden die aufgetrennten Proteiriecian@ Nitrocellulosemembran (Schleicher
& Schuell, Dassel, Germany) ubertragen (Westerhldder mit 10 %iger (w/v) Essigsaure fi-
xiert (Coomassiefarbung).

2.10.4 Coomassiefarbung
SDS-Gele wurden kurz in 10 % (v/v) Essigsaure fixisnd dann mit Coomassiefarbeldésung (2
g/l Coomassie Brillant Blue R-250 in 20 % (v/v) Mahol, 10 % (v/v) Essigsaure) gefarbt. Ent-

farbt wurde mit demselben Gemisch, jedoch ohne Gasia Brilliant Blue.

2.10.5 Westernblot

Die Proteine, extrahiert aus den Mauslungen bzw Bl -Fluid, wurden zur weiteren Untersu-
chung mit SDS-Polyacrylamidgelen auf Nitrocelluld®e45um Porengrol3e, Fa. Schleicher &
Schuell) Membranen mittels des Trans-Blot SD, SPnyi-Transfer cell (Fa. Biorad) bei 10 Volt
(V), 90 min. transferiert (Blot). Anschliel3end warder Blot in 5% Blockpuffer fir 60 min. bei
Raumtemperatur (RT) geblockt, danach in WaschpR&S-Tween (0,05%)) drei mal fur 15
min. gewaschen und der Blot mit dem Priméarantikbgo@i-NGAL (clone M-12, Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA) 1:000 verdiinnt in 1-10 mbgkpuffer tiber Nacht bei % bei leich-
tem Schwenken inkubiert. Nach anschlielendem dligiemWaschen fur 15 min. wurde der
Blot mit Peroxidase (HRP) konjugiertem Sekundakdmper (1:10000 verdinnt, Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg, Germany) fur 1 h b&iiRkubiert. Nach anschlieendem Wa-
schen wurde der Blot mit dem ECL-Plus —Nachweigsgs{Amersham Life Science, Little

Chalfont) entsprechend nach den Angaben des Herstbehandelt.
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2.11 Zellbiologische Methoden

2.11.1 Zellkultivierung

Murine Lungenepithelzellen der Linie LA-4 (ATEMNumberCCL-196™) wurden unter Stan-
dardbedingungen kultiviert. Dem Medium (500 ml F1Rikitrient Mixture, Fa. Gibco) wurden
15 % (75 ml ) hitzeinaktiviertes Foétales Kalberser(FKS) (Fa. HyClone Lab,Logan), 1 % (5
ml) Penicillin /Streptomycin (Fa. Biochrom) und 1 @& ml) N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin
(Fa. Biochrom) zugesetzt. Die Zellen wurden untarsterilen Werkbank (HERA Safe) subkul-

tiviert.

2.11.2 Zytokinstimulierung von LA-4-Zellen

Eine Zellkulturflasche (Easy Flask 75 Tnffra. Nunc) konfluent gewachsener LA4-Zellen wur-
den mit 0,5 — 1ml Trypsin/EDTA abgelost, in einrgés 15 ml Falcon Roéhrchen tberfuhrt und
bei 1200 rpm abzentrifugiert. Anschliel3end wurdenzgllen in 10 ml PBS (Mg/Ca-frei) gewa-
schen und bei 1200 rpm abzentrifugiert und der &§thad abgenommen und verworfen. Das
Zellpellet wurde in 10 ml frischem LA-4 Vollmediumesuspendiert. Zu 3 ml Zellsuspension
wurden 47 ml Vollmedium mit einer sterilen Pipeittecine neue Zellkulturflasche (75 tifa-
syFlask, Fa. Nunc) gegeben und die Zellen so stibiant. Die restlichen 7 ml Zellsuspension
wurden mit 75 ml Vollmedium auf 82 ml aufgefilltdiauf 3 x 12 well-Platten mit jeweils 2 ml
Zellsuspension/well verteilt. Die restliche Zellpaasion (10 ml) wurde verworfen. Die so aus-
plattierten Zellen liel3 man konfluent wachsen undden dann mit den Zytokinen IL-13, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, INF-y, TNF-u, und LPS mit unterschiedlichen Konzentrationen
stimuliert. Die Zellkulturiiberstande der 12 welafén wurden abgesaugt und verworfen. Zu je
1 ml Vollmedium wurde eine jeweilige ansteigendenkentration an Stimulanz hinzugegeben.
Abschlie3end wurden die Zellen mit 200 pl RLT-Lysiffer lysiert, die RNA isoliert und fur

spatere Realtime-PCR Analysen bei 280weggefroren.
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2.11.3 Apoptose-Assay (TUNEL) LA-4 -Zellen nach L2 —Behandlung

Murine LA-4 Zellen wurden in 8fach Chamber slidealf-Tek™ Chamber Slide™ System, Fa.
Nunc) mit jeweils 5 x 1bZellen/slide bis zur Konfluenz kultiviert. Jewe#sslides wurden mit
rekombinantem Lcn2-Protein (5 uM) in LA-4 Vollmediufir 24 Stunden (h) pro Zell-slide
inkubiert. Als Kontrolle wurden 4 slides mit LA-4dimedium mitgefiihrt. Fur die Durchfuh-
rung des Apoptose-Assays wurde der InSitu Cell iD&sdtection Kit, POD (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim) wie in 2.4 verwendet. Die luftgekoeten LA-4 Zellen wurden mit 4%igen
Paraformaldehyd i®BS ( pH 7.4) fir 1 h bei RT fixiert, anschlieRendBS zweimal kurz ge-
spult und far 10 min. in 3% #, Methanol blockiert. Nach dem Blocken wurden diel@eimit
frisch angesetztem 0.1 % Triton X-100 in 0.1 % Natcitrat fir 2 min. auf Eis permeabilisiert
und danach kurz zweimal in PBS gespdlt. Die Farbumg) Signal-Konvertierung wurde wie in
2.4 beschrieben, durchgefiihrt. Die Quantifizierwagrde lichtmikroskopisch (DMRA2, Fa.
Leica) durchgeftihrt. Fur die Auswertung wurde dilelBerarbeitungssoftware Image J, Version
4.0 verwendet (National Institutes of Health (NMaryland, USA).
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3. Ergebnisse

3.1 Identifizierung gemeinsamer Genexpression im Aye von Atemwegsentzindung

Um Gene zu entdecken, die bei der allergischen wegserkrankung, unabhangig von der ge-
netischen Disposition, eine wesentliche Rolle bei Bntstehung dieser Erkrankung spielen
konnten, wurden Vergleiche zwischen PBS -und OViAsgelisierten- und provozierten Mausen
einerseits und zwei verschiedene Mausstamme (BAMBfsus C57BL/6) mit verschiedener
genetischer Disposition fur die Induktion einererdischen Atemwegserkrankung andererseits
verwendet, um regulierte Gene mittels der Microaifachnologie zu finden.

Aus Mauslungengewebe sowie aus peribronchialen bjmgten isolierte totale RNA wurde
verwendet, um Affymetrix (2.9.) basierte Genexpi@ssprofile zu generieren. Lungengewebe
und peribronchiale Lymphknoten wurde 16 Stunderhreacer einzelnen Atemwegsprovokation
entnommen, um Gene zu einem frihen Zeitpunkt demtegsentziindung zu analysieren. Die
Genexpression wurde zwischen BALB/c und C57BL/6 S#uaufgrund bekannter Unterschie-
de bei der Entstehung von Atemwegsentzindung uethwegs-Hyperreaktivitat (AHR) zwi-
schen diesen beiden Mausstamnidarz et al., 1998) verglichen. Signifikante Untérigde in
der Genexpression zwischen induzierten asthmatiséhé&usen und Kontrolltieren wurde im
Lungengewebe sowie in den peribronchialen Lymphdmagefunden. Insgesamt wurden in der
Lunge 6 bis 10 % der untersuchten Gene differdmgluliert. OVA-sensibilisierte und provo-
zierte C57BL/6 Mause wiesen eine veranderte Exmnesson 370 probe sets verglichen mit
naiven Kontoll-Mausen auf. OVA-sensibilisierte umebvozierte BALB/c Mause zeigten hinge-
gen eine veranderte Expression von 2128 probeirselgergleich zu naiven Kontoll-Mausen.
Zwischen diesen beiden probe sets waren 95 prabe&aesistent hochreguliert in sensibilisier-
ten und provozierten BALB/c und C57BL/6 Mausen. igidh 31 probe sets kodierten fur 27
verschiedene Gene, die mindestens zweifach hodiedguaren in beiden verschiedenen Maus-

stammen, darunter auch das Lipocalin2 (Tab. 3)
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Tab. 3: Liste mindestens 2 fach hochregulierter Gene na¢A-@rovokation in beiden Maus-
stammen (BALB/c und C57BL/6)

Identifier Gene Title Gene symbol BALB/c C57BL/6
(fold-change) (fold-change)
EDLO4793  arginase 1, liver Argl 66,2 £ 15,8 1346
BE200119  small chemokine (C-C motif) ligand 11 Qcll 14,2 £6,5 28+04
BC145867  chemokine (C-C maotif) ligand 2 Ccl2 9,04 119+19
L04694 chemokine (C-C motif) ligand 7 Ccl7 39.426 20.4+£7.6
AAF22536  chemokine (C-C maotif) ligand 9 Ccl9 3.D56 28+0.2
AAH39919 cholesterol 25-hydroxylase Ch25h 3.8+x0.2 33x05
U56900 chitinase 3-like 3 Chi3I3 4,8+0,5 2,640,
BC011134  chitinase, acidic Chia 35.8+13.9 3.2%0
BC116319  chloride channel calcium activated 3 Clca3 65,8 +35,0 325+x1,1
AAD15798 Cytokine-responsive protein CR6 CR6 40 21+0.1
AK180750 esterase D/formylglutathione hydrolase  Esd 24+0.1 25+0.2
AK170282  coagulation factor X F10 23+04 2330
BG087011  glycine amidinotransferase Gatm 24+£02 27x05
BC010823  glutathione peroxidase 2 Gpx2 79+£29 6 £2.2
BAE27469 glutathione S-transferase omega 1 Gstol 0+0.3 25+0.2
AK085689  potassium inwardly-rectifying channel Kthj 180.3 £+ 54.7 2.1+0.3
AAI32070 lipocalin 2 Lcn2 9.8+05 3.4+0.3
BAE42486  matrix metallopeptidase 12 Mmpl2 42+08 45zx1,1
AAH61139 regenerating islet-derived 3 gamma Reg3g 5.7415.7 26+0.3
AAH55885 serum amyloid A 3 Saa3 109+0.6 57.1% 6
AAA40130 serine peptidase inhibitor, member 3N 8&n 58+0.6 3.3£0.5
AF208031  solute carrier family 5, member 1 Slcbal 9.7k 17.4 2.7+0.2
CAM19105 suppressor of cytokine signaling 3 Socs3 30,1 2,1+0,3
AK007633  small proline-rich protein 2A Sprr2a 8.98 25+0.7
AK007296  sulfiredoxin 1 homolog Srxnl 9.4+3.0 2.0.1
BC008107  tissue inhibitor of metalloproteinase 1 mpi 5.7+1.2 25+0.3
BC004676 upstream binding transcription factor Ubtf 53+£0.7 2.3+x0.1
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3.2  Lcn2 wird stark hochreguliert als Folge akuterund chronischer Allergen-

provokation im Mausmodell fir Atemwegsentziindungen
Aus der Liste hochregulierter Gene nach OVA- Prat (Tab. 3) wurden einzelne Zielgene
herausgesucht und weiter im Detail bearbeitet. BthrRen dieser Arbeit wurde das Augenmerk
auf Lipocalin (Lcn2) gelegt, weil es flur dieses Gaiglich war, Lcn2-defiziente (KO) Mause
durch eine Kooperation mit Dr. Jack B. Cowland {égmsitat Kopenhagen, Danemark) fur wei-
tere Analysen zu erhalten. Mit der quantitativeralR@me PCR konnten die Ergebnisse aus den
Microarray-Analyserbestatigt werden. DigPCRANalysen zeigten eine 2,7-fach erhdhte Lcn2
MRNA Expression in BALB/c und eine 3,3-fache erledhtn2 mRNA Expression in C57BL/6
Mausen im Vergleich OVA sensibilisierter und promster Mause zu mit PBS behandelten
Mausen im akuten Mausmodell (Abb. 7A).
Neben der akuten Reaktion wurde auch untersuchh @nem Langzeit chronischen Modell
immer noch eine erhéhte Lcn2 Konzentration in dewAVA Tieren beobachtet werden
konnte. In einem Mausmodell mit chronischer Atemsesziindung, bei der 12 Wochen lang
eine wiederholte Allergenexposition verabreicht ejrkonnte eine erhdhte Lcn2-Expression
bestatigt werden (Abb. 7B). Western-blot Analysem BALF bestétigten die erhéhte mRNA
Expression durch eine erhdhte Translation und Rutamludes sekretierten Proteins (Abb. 7C).
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Abb. 7:

Len2 wird 2 bis 3 fach hochreguliert als Folge @&kuind chronischer Allergen-provokation im

Mausmodell fur Atemwegsentzindungafergleiche von mRNA-Levels aus der Lunge (Mit-

telwert £ Standardabweichung) allergischer Maus€A0On=10) zu scheinbehandelten Tieren

(PBS, n=10) in einem akutéA) und chronische(B) Modell der Atemwegsentzindung zeigten

deutlich h6here Mengen von Lcn2 in Tieren mit glischer Atemwegsentziindung (PBS, n=10;
OVA, n=10). BALFs von allergischen Mausen (OVA, Rlverglichen zu BALFs scheinbehan-

delter Tiere (PBS, N1-2) in einem akuten Modell Aegmwegsentziindung zeigten ebenso ho6-

here Mengen des Lcn2 Proteins in Tieren mit AtensgatzindungC).
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3.2.1 Nachweis der Allergen- induzierten Atemwegsé&undung mittels (PAS)-Farbung in
C57BL/6 Méausen (akutes Mausmodell)

Zur Uberpriifung ob die Immunisierung im akuten Muaodell erfolgreich war, wurden von

beiden Mausstammen (BALB/c versus C57BL/6) Parsafimitte von der Lunge von PBS -und

OVA sensibilisierten- und provozierten Mausen nistiger PAS-Farbung auf histologische Ver-

anderungen hin untersucht (Darcan. et al. 200%) HAS-Farbung der Lungenschnitte von Mau-

sen mit Allergen-induzierter Inflammation zeigtensdl peribronchiale, als auch perivaskulare

Infiltrate, wahrend diese Merkmale in den Kontradligpen nicht nachgewiesen werden konnten.

Alcutes Mausmodell

Balh/c CS7BL/6
Abb. 8: Allergische Atemwegsentziindung nach systemischeiA-S¥nsibilisierung und

-Provokation. Ein reprasentativer Blick auf viestiologische Lungenschnitte gefarbt mit
der PAS-Farbung. A = Blutgefal3, B = Becherzelle,deribronchiale Inflammation. Die

Abbildungen der PAS-Farbungen fur den Balb/c-Marash wurde zusammen mit
Herrn Christoph Heidt angefertigt.
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3.3  Lcn2 Defizienz und verstérkt allergische Atemwgsentziindung und Apoptose

Ein wesentliches Ziel war es, die funktionelle $iganz von Lcn2 abschatzen zu konnen. Hier-
zu wurden zwei Methoden angewendet, diese expetathgiausibel zu demonstrieren. Zum
einen wurde dies in Folge von Lcn2-Abwesenheit math anderen durch Lcn2-Blockade im
Kontext von allergeninduzierter Atemwegsentzindwawgluiert, indem genetisch defiziente
Méause fur Lcn2 Expression (Flo et al., 2004) odem2-spezifische AntikOrper verwendet wur-
den.

Abbildung 9 zeigt einen direkten Vergleich von LcKBock-Out (KO) Méausen mit Wildtyp
Nachkommen (WT), die deutlich signifikant hbherevélevon Atemwegsentzindung in Lcn2
(KO) Mausen erkennen lassen, hauptsachlich aufgeimel erhdhten Anzahl an Lymphozyten
und eosinophilen Granulozyten (Abb. 9A). Dahingeb&ben OVA-spezifische und Gesamt-
IgE Levels ahnlich in beiden Mausstammen (Abb. 98 AC). Ahnliche Ergebnisse verstarkter
Atemwegsentzindung wurden bei Verabreichung vonLam2 Antikdrpern in sensibilisierten
WT-Mausen vor Allergenprovokation erhalten (Abb.) TDie Ergebnisse in den KO-M&ausen
resultieren nicht aufgrund von Defekten bei demiicklung der Lunge oder des Immunsystems.
Um die funktionelle Auswirkung der Lcn2-Defiziena evaluieren, wurde der Atemwegswider-
stand nach Metacholinprovokation inx #vo-Modell der isoliert perfundierten und ventilierten
Mauslunge (Abb. 5) von Wt-und KO-Mausen gemesseethdi konnte man einen signifikant
erhohten Atemwegswiderstand in OVA sensibilisietieil provozierten KO-Mausen im direk-
ten Vergleich zu den korrespondierenden WT-MausatachterfAbb. 9D).
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Abb. 9:Lcn2-Defizienz steigert den asthmatischen PhanatypMausmodell fur akute Atem-
wegsentzindung. Verglichen mit WT-Nachkommen (wit6)nzeigen Lcn2 KO-Mause (n=6)
eine erhohte Atemwegsentzindung aufgrund einedhieh@ustroms eosinophiler Granulozyten
und Lymphozyten nach Sensibilisierung und Provakatnit Allergen(A). Gesamt-IgE und
OVA-spezifisches. IgE unterscheiden sich in bei8&mmen jedoch nick{B, C). Ein direkter
Vergleich des Atemwegswiderstandes in der isoperfundierten und ventilierten Mauslunge
von Lcn2 KO-und WT-Méausen (je n= 6) nach Sensitgitisng und Provokation mit Allergen
zeigte einen signifikant hoheren Widerstand in L&®-Mausen als in den korrespondierenden
WT-Kontrollen(D). *SignifikanzP < 0.05.
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Abbildung 10 zeigt einen direkten Vergleich von Ogénsibilisierten Wildtyp-Mausen mit und

ohne Verabreichung von spezifischen anti-Lcn2 Airplern vor Allergenprovokation. Zum

Schein mit PBS behandelte Mause wurden als Kotignal mitgefthrt.

OVA sensibilisierte Mause, die vor der Atemwegspia@tion einen spezifischen anti-Lcn2 An-
tikbrper verabreicht bekommen haben, zeigten ddwgtlaber nicht signifikant héhere Level von
Atemwegsentzindung, hauptsachlich aufgrund eirfgihéen Anzahl an Lymphozyten und eo-

sinophilen Granulozyten.
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Abb. 10:Effekte der Lcn2 Blockade mit einem Lcn2-spezifise Antikdrper
Um die funktionelle Signifikanz von Lcn2 abschatzenkdonnen, wurde dies in Folge von Lcn2-
Blockade im Kontext von allergeninduzierter Atemwegtziindung evaluiert, indem Lcn2-

spezifische Antikérper verwendet wurden.

Aufgrund von Forschungsergebnissen, das Lcn2 uestimmten Umstanden Apoptose indu-
ziert (Devireddy et al., 2001) und der Tatsache Alagptose eine immanente Rolle bei der A-
temwegsentzindung darstellt (Kuwano et al., 200®08 et al., 1995), wurde als nachstes der
die Apoptose induzierende Wirkung von Lcn2 im Maodel untersucht. Daflir wurde Lungen-
gewebe aus allergen-sensibilisierten und provaetn2 KO-Mausen mit Lungengewebe ent-
sprechend gleich behandelter WT-Tiere mittels dem)inal deoxynucleotidyl transferase bio-
tin-dUTP nick end labeling® (TUNEL)-Farbung verdiien (2.4). TUNEL positive Zellen treten

in einer signifikant hoheren Anzahl in WT-Mé&useri als in Lcn2 KO-Mausen und sind lokali-
siert in epithelen und peri-epithelen Regionen (ALbA).
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Eine quantitative Morphometrie wurde mit Hilfe deofware Image J, Version 4.0 (National

Institutes of Health (NIH), Federal agency for coaithg and supporting medical research, Be-
thesda, Maryland, USA) durchgefihrt. Ein MangeLan2 (KO) fiihrt zu einer in etwa 3-fachen

Reduktion von TUNEL positiven Zellen im Vergleich zu WT-Mausen (AbbB)1
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Abb.11:

Lcn2 Defizienz reduziert pulmonale Apoptasevivo und Lcn2 induziert Apoptose in murinen
pulmonalen Epithelellein vitro. Im akuten Modell der Atemwegsentziindung, treten EUN
positive Zellen in einer signifikant hoheren AnzamlWT-Mausen (n=4) auf als in Lcn2 KO-
Mausen (n=5)(A). Statistische Analysen der TUNElpositiven Regionen, zeigen, dass ein
Mangel an Lcn2 (Lcn2 KO) protektiv wirkt gegen Apope verglichen mit den WT-Mausen
(B). * Signifikanz p<0.05
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3.4  Lcn2induziert Apoptose in murinen Epithelzell@

Als konsekutiver Schritt wurde untersucht, ob dige®-apoptotische Effekt in vivo aufgrund

einer pro-apoptotischen Aktivitat von Lcn2 auf nmem pulmonalen Epithelzellen zuriickzufuh-
ren ist. Dazu wurden LA-4 Zellen mit rekombinanteam?2 fiir 24 h inkubiert und anschlie3end
mittels TUNEL-Farbung (2.11.3) auf DNA-Fragmentiegy begleitet durch Apoptose, analy-
siert. Der Vergleich von Lcn2-inkubierten mit nictkubierten Kontroll LA-4 Zellen zeigte eine

signifikante, meistens 2-fach erhéhte Apoptosefabd. 12).
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Abb. 12

Lcn2 induziert Apoptose in murinen Epithelzellémkubation von LA-4 Zellen mit rekombinan-
tem Lcn2 fur 24h und Vergleiche mit TUNEL-Farbungetbehandelter Kontrollef®\). Statisti-
sche Analysen TUNELpositiver Regionen zeigten, dass eine InkubatiénLen2 signifikant
Apoptose in LA-4 Zellen induzie(B).
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3.5 Lcn2 wird in murinen Epithelzellen durch verschedene pro-inflammatorische Zy-
tokine reguliert
Es sollte untersucht werden in wie fern Lcn2 aufgraler allergischer Atemwegsentziindung
induziert wird. Um diesen Effekt zu Gberprufen, deidie Lcn2 mRNA Expression nach 2 und
4 h nach Stimulierung von LA-4 Zellen mit verscheadn Zytokinen und Zytokinkonzentratio-
nen gemessen (Abb. 13). Es wurde eine dosisablésgjgifikante Hochregulierung von Lcn2
in LA-4 Zellen durch IL-13 , mit 1, 10 und 100 nd/beobachtet, wobei die starkste Hochregu-
lierung mit 100 ng/ml und nach 4 h der Stimulierwgeicht wurde (Abb. 13A).Aquivalent in-
duzierten TNFe. mit 2, 20 und 200 ng/ml (Abb. 13B), IL-4 mit 1, L@d 100 ng/ml (Abb. 13C)
und IL-12 mit 1, 10 und 100 ng/ml (Abb. 1B8Bine signifikante Lcn2 Transkription. In Anbet-
racht der Tatsache, dass kommerziell erhaltlichés @it LPS kontaminiert ist (Eisenbarth et
al., 2002), war es interessant zu untersuchenjmebleduktion von Lcn2 in Epithelzellen eine
maogliche Folge von LPS war. Die Stimulierung von-BAZellen mit einer LPS-Konzentration
von 1, 10 und 100 ng/ml zeigte eine signifikantesisdabhéngige Hochregulation von Lcn2 nach
2 und 4 h Abb. 13E).
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Abb. 13:

Lcn2 wird in murinen Epithelzellen durch verschiedero-inflammatorische Zytokine reguliert.
LA-4 Zellen wurden mit verschiedenen Zytokinen (RB-,IL-4, IL-12, TNFe) und Konzentrati-
onen (0O, 1, 10, 100 und 100 ng/ml bzw. Tmait O, 2, 20 und 200 ng/ml ) stimuliert oder mit
LPS (0, 1, 10, 100 ng/ml). Die Lcn2 mRNA Expressiaurde durch gPCR zu den angegebenen
Zeitpunkten gemessen. Man beobachtete eine dosisgige Hochregulation von Lcn2 durch
IL-113 (A), eine starke Induktion von Lcn2 durch THNRB) und einen geringen Anstieg von
Lcn2 durch das Th2 Zytokin IL-@C) und das Thl Zytokin IL-12D). Die Stimulierung mit LPS
induzierte eine signifikante, dosisabhéngige Hoghilietion von LcnZE). * Signifikanz p<0.05
und ** Signifikanz p<0.001.
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4. Diskussion

4.1 Identifizierung gemeinsamer Merkmale von Geneder Atemwegsentziindung

mittels Microarrays —und quantitativer Realtime-PCR (qPCR)

4.1.1 Microarrays

Die Grundlage der Generierung von Expressionsgmfiind molekularen Signaturen aus den
aus Microarray-Experimenten gewonnenen Daten liasiéider Annahme, dass sich anhand der
Signalstarke der auf dem Assay stattfindenden ldigerung des Targets mit der entsprechen-
den Sonde, Ruckschlisse auf die relative Menge adftdie relative Expressionsstéarke des Tar-
gets schlieRen lassen. Um diese Grundlage zu gkigibn mussen alle einzelnen Schritte des
Experiments einem linearen Verlauf folgen, dadweotsteht eine Vergleichbarkeit der gefunde-
nen Expressionslevel. Diese ist gegeben, da edsiditerin vitro-Transkription mit den biotini-
lierten dNTPs zur Markierung der cRNA um eine lireAmplifikation handelt (Van Geldest

al., 1990), und im Hinblick auf die Detektion verlaufdie Menge der fluoreszenzmarkierten
Proben und der gemessenen Signalintensitat etefifedar (Freemaast al., 2000). Um aus den
tausenden von einzelnen Signalen aller Proben Esimesprofile der verschiedenen Gene zu
bilden, mussen diese Signale normalisiert werdaduth werden Unterschiede in der Markie-
rungs- und Detektionseffizienz, sowie in der Quantier Ausgangs-RNA ausgeglichen. Dieses
erfolgt durch verschiedene Normalisierungsverfahheieser Arbeit wurde die von Affymetrix
hergestellte Microarray Suite 5.0 (MAS 5.0) Softevaerwendet. Mit Hilfe der Verwendung der
Microarray Technologie wurden im murinen Asthma-ilaodell Genexpressionsprofile in
zwei verschiedenen Mausstdmmen erstellt. Es konrégesthiedene Gene fir inflammatorische
Prozesse identifiziert werden wie z.B. glutathipeeoxidase 2 (GPX2), Arginase (Argl), serum
amyloid A 3 (Saa3), matrix metallopeptidase 12 (M2)p darunter auch das Lipocalin2 (Lcn2).
Schlussfolgernd kann man sagen, dass die Microdieakinologie ein wertvolles Werkzeug zur
Genexpressionsanalyse von komplexen KrankheitenAstema darstellt. Aus den Analysen
kdnnen viele neue Kandidaten Gene extrahiert werdierals Ansatz flr neue Therapien dienen

koénnten, darunter auch das Lcn2 (Tab. 3).
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4.1.2 Etablierung der quantitativen Realtime-PCR (¢PCR)

Die quantitative Real-Time-PCR (qPCR) ist eine \&teihtwicklung der von K.B. Mullis entwi-
ckelten Polymerasekettenreaktion (Mullis et al87)9 Sie stellt eine schnelle und sensitive Me-
thode zur Amplifizierung von spezifischen DNA-Absditen dar und erlaubt die Detektion sehr
geringer DNA-Mengen. Die Methode wird zu Genexprssstudien, im Bereich der Sequenz-
analyse und bei der Genklonierung herangezogengP(@R liefert Aussagen zur Ausgangs-
DNA-Menge, wahrend die Endpunkt-PCR lediglich eqmealitative Analyse der Produkte er-
maoglicht. Higuchi et albeschrieben 1992 erstmals die Methodik der quaivién PCR, in der
der Verlauf der Reaktion Uber ein Fluoreszenzsigadblgt wurde (Higuchi et al., 1992).

Mit der quantitativen Realtime PCR konnten die Brgsse aus den Microarray-Analysen flr
das akute Modell bestatigt werden. Die Microarrayalysen zeigten eine 2,7-fache erhéhte
Lcn2 mRNA Expression in BALB/c und eine 3,3-fachdadite Lcn2 mRNA Expression in
C57BL/6 Mausen im Vergleich OVA sensibilisierterduprovozierter Mause zu mit PBS behan-
delten Mausen im akuten Mausmodell (Abb. 7A). Netlenakuten Reaktion konnten auch mit
der gPCR die im Langzeit chronischen Modell, bei & Wochen lang eine wiederholte Aller-
genexposition verabreicht wurde, eine erhéhte LErRRression bestatigt werden (Abb. 7B).

Fur die Expressionsanalyse wurde die totale RNAefsitreverser Transkription (RT-PCR) in
cDNA umgeschrieben und als Ausgangsmaterial eingedelr die Analyse der Daten wurde
hier die relative Quantifizierung herangezogen,dszizwei unterschiedlich behandelte Gruppen
miteinander verglichen wurden. Dazu wurden die 8igizw. G-Werte an der mRNA von so
genannten Referenzgenen (Housekeeping gene, ier dieseit: [3-Actin) normalisiert und mit-
einander in Beziehung gebracht. Referenzgene weandaien Zellen und Geweben und zu jeder

Zeit im gleichen Ausmal’ (konstitutiv) exprimiertcuwurden deshalb als Referenz genutzt.

4.2  Parallelen des murinen Lcn2 zum homologen human NGAL

Die Lipocaline gehéren zu einer diversen Gruppétioneller Proteine, die an negativ geladene
Eisen-Siderophore binden (Akerstrom et al., 200%@) it Zelloberflachenrezeptoren interagie-
ren (Flower, 2000). Lipocaline haben eine Trandgpoktion, von denen einige enzymatische
Eigenschaften aufweisen. Sie transportieren Kkldilodekile zu spezifischen Zellen und sind

dadurch vielfaltig involviert wie z.B. im Retino#tnsport, Ausbildung des Geruchsvermdgens,
Pheromontransport, der Prostaglandinsynthese, iGteyees Zellwachstums-und Metabolismus
und Regulation der Immunantwort. Das 25 kDa grold®dne neutrophil gelatinase-associated
lipocalin (NGAL) wurde ursprtinglich als Bestandtedutrophiler Granula identifiziert und wird

ebenfalls in Epithelzellen als Folge von Entzindwamgeichen exprimiert (Kjeldsen et al.,
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2000). Das zu NGAL hoch homologe, murine Lcn2 (aath 24p3, superinducible protein
(Sip24), oder uterocalin bezeichnet ), gehort zamifie der Lipocaline, die sich durch ihre ge-
meinsamen tertidren Strukturen auszeichnen (Fl@wat., 1996). Es wurde als ein Protein in-
dentifiziert ,das in Folge verschiedener Prolifieragsignale induziert wird und stark in Epithel-
zellen und Gebarmutterflissigkeit exprimiert wikdn2 wurde als ein Akut-Phase-Protein in der
Leber beschrieben (Liu et al., 1997) und es wurdeemt, dass es hochreguliert wird in
Makrophagen nach Stimulation mit Lipopolysacchdti®S) (Meheus et al., 1993) und in der
Lunge von LPS-behandelten Mausen (Sunil et al.,7p@eitere Studien haben deutlich ge-
macht, dass die Hypothese, dass die ExpressionLen@ und die Regulierung durch pro-
inflammatorische Zytokine in der Lunge, das eindpsiiniertes Gewebe fur den Kontakt mit
Mikroorganismen darstellt (Cowland et al., 2003grmautlich eine Rolle spielt bei der anti-
mikrobiellen Abwehr und der Regulierung von Entziimgen und mdglicherweise beim Zell-
wachstum in den Atemwegen (Kjeldsen et al., 2088)konnte gezeigt werden, dass humanes
NGAL in der Trachea und Lunge exprimiert wurde umeéht-entziindlichen Bedingungen
(Friedl et al., 1999). NGAL-Werte im induziertenpm waren erhdht bei Patienten mit der
chronisch-obstruktiven Lungenkrankheit (COPD) ursthina-Patienten im Vergleich zu gesun-
den Kontrollen (Keatings et al., 1997), wobei efembar mit bronchialer Hyperreaktivitat
(BHR) korreliert. Es wurde ein Zusammenhang zwischApoptose und der Eisenkonzentration
in der Zelle erstellt (Richardson, 2005) und in Medung gebracht mit Lcn2 in Apoptose (Devi-
reddy et al., 2001). Es ist bekannt, dass Apopitosdutbildenden Zellen durch Entzug von In-
terleukin-3 (IL-3) und Sekretion von Lcn2 ausgeléstrden kann (Devireddy et al., 2001).
Durch Devireddy et al. wurde ein Mechanismus beasblkn, bei dem murines 24p3 (Lcn2) Ei-
sen an die Zelle abgibt und so Apoptose (Abb. 1a@u#sl6st (Devireddy et al. 2005). Man nahm
an, dass diese Effekte von Lcn2 davon abhangignvabedieses Protein Eisen enthielt oder
nicht. In der gebundenen Holo-Form liegt 24p3 imeBkomplex als Enterobaktin vor, wahrend
die Apo-Form diesen Eisenkomplex nicht enthaltedessanterweise wurde berichtet, dass der
Rezeptor 24p3R fiur 24p3 an der Apo-und Holo-Forndet und die Internalisierung durch En-
dozytose aktiviert (Abb. 14). Der Rezeptor 24p3Rmnittelt der Holo-Form von 24p3 die Fahig-
keit, Eisen an die Zelle abzugeben und dadurch fgsepzu verhindern (Abb. 14A). Im Gegen-
satz dazu fihrt die Internalisierung der Apo-Forom 24p3 durch Zellen zu einem Eisenabflul3,
dass zu Apoptose und Zelltod fihrt, was durch daapiotische Protein Bim (Abb. 14B) ver-
mittelt wird. Bislang ist der exakte Mechanismusklan ob die an den Rezeptor gebundene
24p3 Apo-und Holo-Form des 24p3 den gleichen iadialaren Signalweg durchlaufen. Es sind
daher weitere Studien hierzu notwendig.
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Abb. 14: Mégliche Effekte der Holo-und Apo-Form von 24p3 Hisenmetabolismus und Apop-
tose (modifiziert nach Richardson et al., 2005)

In der Literatur wurde gezeigt, dass das zu Lcnddloge humane NGAL sehr stark in der hu-
manen Trachea und in der Lunge aber auch im UtBrastata und Colon exprimiert wird, Ge-
webe also, die entweder oft mit Mikroorganismenaaert sind oder Drisen, die Sekrete in
Gewebe abgeben (Cowland and Borregard, 1997). Dasté& andeuten, dass NGAL eine Rolle
bei der Abwehr von Mikroorganismen spielt und daszu der Hypothese gefliihrt, dass NGAL
als Vermittler bei Entziindungsantworten fungiero\iand and Borregard, 1997). Interessanter
Weise wurde NGAL in einer Vielzahl normaler undhmdbgischer humaner Gewebe gefunden.
Ein zellspezifisches Expressionsmuster von NGAL deurm Bronchus, Magen, Duodenum,
Pankreas, Prostata und Thymus gezeigt (Friedl.etL@98). Krebsartiges, malignes, humanes
Gewebe zeigte unterschiedliche Expressionen des IN&Ateins. Hohe NGAL-
Konzentrationen konnten im Adenokarzinom der Lur@elon und Pankreas gefunden werden.
Die Bedeutung dieser Beobachtungen scheinen jettmah unklar zu sein ( Friedl et al., 1998).
Da die Mitwirkung von Lcn2 an Funktionsstorungere i allergischen Atemwegserkrankun-
gen bisher immer noch ungel6st aber wahrscheimiciwurde die funktionelle Rolle von Lnc2
in allergischen Atemwegserkrankungen weiterhirersucht.

Es konnten in dieser vorliegenden Arbeit Datereggaverden, die erstmals wissenschatftliche
Hinweise fur eine ausschlaggebende Rolle des Liec2idr Entstehung der allergischen Atem-
wegsentziundung liefern. Die Ergebnisse zeigen, di@sEntziindungsanzeichen im Mausmodell
fur allergische Atemwegserkrankungen assoziied snit einer signifikanten Hochregulierung
von Lcn2 auf mRNA -und Proteinebene in murinem lemgewebe und BALF. Entscheidend

hierbei ist, dass diese Hochregulierung nicht nurFrihstadium der akuten Atemwegsentzin-
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dung (im akuten Modell) gefunden wurde, sonderrhawg&ch chronischer Allergenexposition
sensibilisierter und provozierter Tiere (im chramien Modell). Das deutet darauf hin, dass Lcn2
eine Rolle spielen kénnte im Zusammenhang von ratigbn Veranderungen, die verknupft
sind mit chronischem Asthma bronchiale wie beispieise der Wiederherstellung des Atem-

wegsgewebes (Repair) oder des Umbaus (Remodeling).

4.3  Lcn2 wird in murinen Epithelzellen durch verschedene pro-inflammatorische Zy-
tokine und LPS reguliert
Um nachzuweisen, dass Lcn2 aufgrund allergischemitegsentzindung induziert wird, wurde
die Lcn2 mRNA Expression nach 2 und 4 h nach Stenwhg von LA-4 Zellen mit verschiede-
nen Zytokinen und Zytokinkonzentrationen gemesgankonnte gezeigt werden, dass Lcn2 in
pulmonalen Epithelzellen als Antwort auf verschiegl@ro-inflammtorische Zytokine und LPS
produziert wird und pro-apoptotische Effekte inrpahalen Zellenn vitro (Abb. 13) undn vivo
bewirkt (Abb. 12). Als Schlussfolgerung deuten di€¥aten auf einen protektiven Effekt von
Lcn2 bei der Entstehung von Atemwegshyperreaktivitil Atemwegsentzindung hin. Die Er-
gebnisse der erhéhten Lcn2 Produktion durch Emélein nach der Stimulierung mit 1L-113,
TNF-o und IL-4 korrespondiert nicht ganz mit friherenbkkationen von humanen Zellen
(Cowland et al., 2004). Das kénnte am besten durdierschiede in der Versuchsdurchfiihrung
erklart werden oder der verwendeten Spezies (Kragteal., 2005). Insbesondere eine IL-4-
abhangige Hochregulierung von Lcn2 mRNA ist voredesse und rechtfertigt weitere Untersu-
chungen. Aufgrund der entscheidenden Rolle diegeskins in der frihen Phase der Allergen-
induzierten Atemwegsentziindung (Wills-Karp et 4P96) weisen die gezeigten Ergebnisse
darauf hin, dass das pro-inflammatorische MilieeJowes man in der frihen Phase der Atem-
wegsentziindung vorfindet- aber ebenso die erhdh#ZeUmgebung, gesteuert durch IL-4, aus-
schlaggebend fur die Hochregulierung von Lcn2 gsdin hier verwendeten Mausmodell gewe-
sen sein konnte, welches durch eine Art inhibithrés Feedback-Mechanismen fur die Selbstli-
mitierung von Allergen induzierter Atemwegsentzinglueflektiert wird.
Standard OVA-Praparationen sind erfahrungsgeméaRtakainiert” mit geringen Spuren von
LPS, die mdglicherweise fir die Induktion einererdischen Th2 Antwort (Eisenbarth et al.,
2002) notwendig gewesen sein konnten. Lcn2 konataedi@ Induktion von LPS auf zweierlei
Wege reagiert haben. Entweder auf direktem Weg déer, Toll Like Receptor 4” (TLR4), wie
in anderen in vivo Studien vermutet wird (Flo et 2D02; Sunil et al., 2007; Nelson et al., 2005)

und oder indirekt Gber LPS-induzierte, pro-inflamansche Zytokine wie IL-13, TNF-alpha
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oder eben IL-4, wie in den hier gezeigi@nvitro Daten suggeriert wurde. Eine Ubersicht der
Lcn2 regulierenden Zytokine zeigt Abb. 15.

Targetvalidierung: Zytokineffekte i vifro

Zytokine
ARIRREY —
o o'\de o
Epithelzelllinie (L A4) Lifigeslii2
Expression (mRNA)

+
IL-1b +
IL-4 +
IL-12 +
TNFa +
LPS ++

Abb. 15: Zytokineffekte auf Lcn2in vitro

Ein ,gefahrliches herantasten” Giber eine Lcn2 Inawknach Kontakt mit bakteriellen Kompo-
nenten wie LPS kénnte eine angeborene Immunantweovorrufen, die notwendig ware fir das
Auslosen einer darauf folgenden erworbenen Immuvamitgegen eindringende Pathogene (Flo
et al., 2004; Nelson et al., 2005). Wie hier undctduandere Untersuchungen gezeigt wurde,
kann Lcn2 ebenfalls eine protektive Rolle gegen stibédliche Wirkung der (adaptiven) Im-
munantwort einnehmen, was in verschiedenen inflaiomsahen Prozessen beobachtet werden
konnte (Zhang et al., 2008) wie bei der allergiscAégemwegserkrankung. In diesem Kontext
verleitet es zu der Spekulation, dass der Schutzaltergischer Atemwegsentzindung durch
LPS, wie in experimentellen Modellen der Atemwegsamkung beobachtet wurde (Gerhold et
al., 2002), letztendlich durch eine LPS gesteuddehregulierung von Lcn2, erhdht wurde. Zu
diesem Zweck konnte die Induktion von Lcn2 tber Ta2 Zytokin I1L-4, wie oben demonstriert
wurde (Abb. 13) oder IL-9 (Orabona et al., 200heewichtige negative Riuckkopplungsschleife

festsetzen, in der eine initiale Lcn2 Induktion aulLPS oder pro-inflammatorische Zytokine
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eine fortwadhrende Hochregulierung von Lcn2 durchmamente Th2 Inflammation zur Folge
hat, um sich gegen eine tberméRige Entzindunghdiizan.

Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse an, dages £ytokine und inflammatorische Mar-
ker die Produktion von Lcn2 induzieren. Es ist nabgend, dass die Expression von Lcn2 kri-

tisch davon abhangt, in welchem mikrobiologischaheM dieser Prozess abléauft.

4.4  Apoptose als ein maglicher ivkmechanismus des Lcn2

Es wird postuliert, dass eine Reduzierung der Agspteine wichtige Rolle spielt bei allergi-
schen Erkrankungen (Kuwano et al., 2005; Simor. £1895). Unsere Ergebnisse identifizierten
pro-apoptotische Effekte von Lcn2 auf Lungenzellervitro und innerhalb der Atemwege
vivo und stitzen die Ergebnisse von Devireddy et gd.zderst Lcn2’s pro-apoptotische Effekte
identifizierten (Devireddy et al., 2001). Es wirth €usammenhang beschrieben zwischen der
von Lcn2 vermittelten Internalisierung von Eiserdulipoptose (Devireddy et al., 2005). Als
eine Strategie zum Schutz gegen Infektionen far@fugerzellen Eisen ab, welches essentiell
fur das Bakterienwachstum ist. Lcn2 bindet an Eidarch Ligation an ein mycobakterielles
Siderophore wie z.B. das Enterobaktin (Goetz ¢t28l02; Flo et al., 2004; Fluckinger et al.,
2004; Holmes et al., 2005). Lnc2 reagiert wahreiedat akuten Phase der immanenten Immun-
antwort (Flo et al., 2004) und verstarkt die Abwdharch Transferrin und Lactoferrin, die nicht
gebundenes Eisen binden. Durch Devireddy et &IQ5Rund Richardson, (2005) wurde ein Me-
chanismus beschrieben, bei dem murines Lcn2 EisaetieaZelle abgibt und so Apoptose (Abb.
14) induziert.

Man nimmt an, dass diese Effekte von Lcn2 davoraabiy sind ob dieses Protein Eisen enthalt
oder nicht. In der gebundenen Holo-Form liegt LonZEisenkomplex als Enterobaktin vor und
Eisen kann an die Zelle abgegeben werden ,wenitidenkomplex am Lnc2-Rezeptor bindet
und so Apoptose verhindert, wahrend die Apo-Forase&h Eisenkomplex nicht enthélt und zu
einem Eisenabfluss aus der Zelle und dadurch zyptge und Zelltod fihrt. Bislang ist der
exakte Mechanismus unklar, ob die an den Lcn2-Rezgebundene Lcn2 Apo-und Holo-Form
des Lcn2 den gleichen intrazellularen Signalwegcldaufen. Es sind daher weitere Studien
hierzu notwendig. Es ware aber denkbar, dass L2 Lunge pro-apoptotisch wirkt, wenn es
in der Lunge nicht an Eisenverbindungen gebundewleyiwas beim allergischen Asthma bron-
chiale der Fall ist.

Die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse ausEigerimenten mit Lcn2-KO-Mausen im Ver-

gleich zum WT und der Blockade des Proteins dureralireichung von Lcn2-spezifischen An-
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tikbrpern erhalten Ergebnisse, dass ein Lcn2-Margediner erhdhten allergischen Atemwegs-
entzuindung fihren koénnte, unterstitzen diese Hgseth

4.5  Lcn2 Defizienz reduziert pulmonale Apoptosen vivo

Ein wesentliches Ziel war es, die funktionelle $iganz von Lcn2 abschatzen zu konnen. Hier-
zu wurden zwei Methoden angewendet, diese expetathgiiausibel zu demonstrieren. Zum
einen wurde dies in Folge von Lcn2-Abwesenheit aden anderen durch Lcn2-Blockade im
Kontext von allergeninduzierter Atemwegsentzindwawgluiert, indem genetisch defiziente
Méause fur Lcn2 Expression oder Len2-spezifischelk®mper verwendet wurden.
Lungengewebe aus allergen-sensibilisierten undqgaievten Lcn2 KO-Mausen mit Lungenge-
webe entsprechend gleich behandelter WT-Tiere,nditels der TUNEL-Farbung verglichen
wurden, zeigten TUNELpositive Zellen in einer signifikant hoheren AnzahWT-Mausen auf
als in Lcn2 KO-Méausen. Diese Ergebnisse untershidze Aussagen in der Literatur, dass Lcn2
Apoptose induziert (Devireddy et al., 2001), einddl@nismus mit einer immanenten Rolle bei
der Atemwegsentziindung (Kuwano et al., 2005; Sietal., 1995).

Im direkten Vergleich von Lcn2 Knock-Out (KO) Mawsmit Wildtyp Nachkommen (WT) war
der Atemwegswiderstand signifikant erhoht. Deutlgignifikant hohere Level der Atemwegs-
entziindung in Lcn2 (KO) Mausen konnte hauptsachéiafgrund einer erhdhten Anzahl an
Lymphozyten und eosinophilen Granulozyten gezeigtden. Ahnliche Ergebnisse verstarkter
Atemwegsentzindung wurden bei Verabreichung vonLam2 Antikdrpern in sensibilisierten
WT-Mausen vor Allergenprovokation erhalten. Diesgden Methoden konnten erfolgreich zum
Nachweis einer eventuellen protektiven Rolle des2Lbei einer Atemwegsentziindung einge-
setzt werden. Allerdings handelt es sich hier uneizndirekte Nachweismethoden. Der ,,Gold-
standard” wére, das Protein Lcn2 selbstivo zu verabreichen, um einen direkten Nachweis fur
eine protektive Rolle des Lcn2 zeigen zu kdnnenn Mérde erwarten, dass in einem solchen
Versuch die Atemwegsentzindung vermindert werdétesda Lcn2 als ein Akut-Phase-Protein
beschrieben wurde (Goetz et al., 2002). Dieser 0ébrskonnte aufgrund mangelnder Protein-

mengen von Lcn2 nicht durchgefihrt werden.

4.6  Lcn2 induziert Apoptose in murinen pulmonalen Bpithelellen in vitro.
Als konsekutiver Schritt wurde untersucht, ob derg@poptotische Effekt in vivo aufgrund einer
pro-apoptotischen Aktivitat von Lcn2 auf murinerirpanalen Epithelzellen zuriickzufuhren ist.

Dazu wurden LA-4 Zellen mit rekombinantem Lcn2 iblert und mittels TUNEL-Farbung auf
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DNA-Fragmentierung als Folge der Apoptose, anatisi@er Vergleich von Lcn2-inkubierten
mit nicht inkubierten Kontroll LA-4 Zellen zeigtene signifikant erh6hte Apoptoserate, was
unterstreicht, dass Lcn2 eine direkte pro-apoptbésWirkung auf Epithelzellen bewirkte;
gleichwonhl dieser Effekt nicht auf Epithelzellengbenzt werden konnte, worauf die TUNEL-
Farbung des Lungengewebes hindeutete. Andere etizim Zellen in der (Peri-) Epithellokali-
sation konnten ebenso durch die pro-apoptischegkteffvon Lcn2 (Devireddy et al., 2001) be-
einflusst werden. Apoptose ist ein wahrscheinliddechanismus, der die Entwicklung und die
Bestimmtheit von Atemwegsentziindung Uber verursactielltod der wichtigen Effektor-
Zellen (Simon et al., 1995) reguliert. Dennoch Békgen diese Ergebnisse, dass Lcn2 ein wei-
teres Protein sein kbnnte, das dem angeborenennsysiem entspringt (Meheus et al.), jedoch
zunehmend verknipft ist mit dem Signalweg der ebepen Immunantworten bei allergischen
Atemwegserkrankungen. Diese Hypothese wird durehB#iobachtung gestitzt, dass Ldn2
vitro undin vivo nach Stimulierung mit LPS hochreguliert wird ([ebal., 2004). Allerdings ist
es wichtig darauf hinzuweisen, dass es sich hier*, um ein Mausmodell handelt und ein direk-
ter Vergleich mit dem hoch komplexen ,System* desnlgchen nicht direkt moglich sein kann.
NGAL wird im Menschen auch stark bei allergischeermwegserkrankungen hochreguliert und
dort kann LPS nicht primar eine Rolle spielen, dasdAllergen nicht immer mit LPS verunrei-

nigt sein muss.

4.7 Alternativen zum Nachweis von Apoptose

Ein wesentlicher Schwachpunkt bei der verwendetdNHL-Farbung liegt darin, dass mittels
dieser Methode zwar eine DNA-Fragmentierung naclegasm werden kann, was allerdings
nicht zwangslaufig spezifisch fir den Nachweis ¥goptose ist, denn bei Nekrosen tritt dieser
Effekt ebenso auf, so dass zwangslaufig eine veeltégthode zur Anwendung kommen muss,
um die Ergebnisse der TUNEL-Experimeime/ivo undin vitro zu validieren. Apoptose kann in
Geweben durch mehrere Methoden nachgewiesen wdsidem.Moglichkeit wéare die Immun-
histochemische Messung der Caspase-3 Aktivitdehittines spezifischen anti-Caspase-3 Anti-
korpers (CM-1) (Stadelmann et al. 2000), um die BUMNErgebnisse zu unterstitzen. Aus zeit-

lichen Grinden konnten diese Versuche aber nicht sherchgefuhrt werden.

4.8  Maogliche Ansatzpunkte fir innovative Asthmatheapien
Bei Nierenschaden wurde Lcn2 erstmals als ein Mdilkeeine akute Verletzung beschrieben
(Mishra et al., 2004). Erhohte verabreichte Mengem Lcn2 durch intravendse Injektionen des

Proteins verbesserten allerdings merklich eine eaksthemische Nierenverletzung (Mishra et
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al., 2004). Es stellt eine hochinteressante Mogkdhdar, dass eine &hnliche Behandlung mit
Lcn2 auch zum Einsatz bei Atemwegsentziindung konldante. Die Grof3e von Lcn2 und die

Beschaffenheit des Proteins machen es zu einemamnrKandidaten fur eine inhalative Be-

handlung, eine weitaus wiinschenswertere Anwendisngirze intravendse Injektion bei renalen

Erkrankungen (Mishra et al., 2004). Man beginnt é&aegsam das Zusammenspiel zwischen
angeborener und erworbener Immunitat in allergiscAEemwegserkrankungen zu verstehen.
Bei Infektionskrankheiten wurde das Zusammenspial angeborener und erworbener (adapti-
ver) Immunitat for eine lange Zeit als wesentliclr flas einwandfreie Funktionieren einer

Schutz-Immunantwort gegen infektiose Erreger amerkaBei Krankheiten, deren Ursache ein
Uberreaktives Immunsystem ist, wie z.B. Autoimmuremkungen oder atopischen Krankheiten,
glaubte man, dass es allein wegen einer Stérungadagtiven Immunsystems hervorgerufen
wird. Neuere Studien zeigten, dass angeborene Imntwort-Mechanismen eine wichtige Rolle

bei der Entwicklung von atopischen Erkrankungerelspi. Wéahrend einige Studien auf eine
Abhangigkeit der atopischen Krankheiten auf die Metsmen der angeborenen Immunantwort
hinweisen (Dabbagh et al., 2002; Eisenbarth et2802; Taube et al., 2003), konnten andere
zeigen, dass angeborene Immunitatsmechanismemdtiecklung bestimmter Aspekte von ato-

pischen Erkrankungen verhindern kénnten, (Gerholl.e2002; Wohlleben et al., 2003). Diese
Studien unterstreichen, dass es vermutlich die f8alazwischen protektiven, regulatorischen
Mechanismen und intensiven, schadlichen Ubertraguagen ist, die durch das angeborene
Immunsystem reguliert wird und Uber den Verlaukeiallergischen Reaktion entscheidet.

Lcn2 ist ein neuartiger Kandidat, der dazu beitna@gnnte, weitere Erkenntnisse in den zugrun-
de liegenden Mechanismen und Wechselbeziehungemg@zen, die ultimativ zu einem besse-
ren Verstandnis der Pathophysiologie fihren begreiter meist verbreiteten und kostspieligsten
chronischen Erkrankungen in industrialisierten Leémnd Hochkomplexe Mechanismen, die um-
weltbedingte Mechanismen genauso einschlieen ametgche Faktoren, konnten aufgezeigt
werden durch Identifizierung von Genen allgemeikaoater Signalwege, die maflgeblich fur
die Entstehung dieser Erkrankung sind ungeachtefgdeetischen Hintergrundes dieser Krank-
heit. Demzufolge hat sich Lcn2, welches in zweisgaredenen Mausstammen &hnlich reguliert
wird mit signifikant differenzierten Pradispositslavel gegeniuber allergischen Erkrankungen
(Herz et al., 1998), als ein mdgliches SignalganAiemwegsentziindung (Zimmermann et al.,
2003) qualifiziert.
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5. Zusammenfassung

Allergisches Asthma bronchiale (AB) ist zur h&ufegs chronischen Atemwegs-Erkrankung gewor-
den. Trotz aller Fortschritte bei der Behandlung VAB ist die Gesamt-Mortalitat in den letzten
Jahrzehnten leicht angestiegen wegen der starkeahfiue von Pravalenz und Inzidenz von AB. Die
vorliegende Arbeit soll ein Beitrag leisten, dagaf@ndnis von Krankheitsmechanismen bei der Ent-
stehung von AB durch die funktionelle Analyse neGe&ne im Mausmodell zu erhéhen. Uber 300
differenziell neue und relevante regulierte Generiten durch die Microarray Analyse identifiziert
und eine Auswahl an Genen mittels gPCR validiendewr, die bei der Ausbildung der allergischen
Atemwegsentzindung und AHR beteiligt sind. Aus d&aroarray Analysen konnten 27 verschie-
dene Gene gefunden werden, die nach allergischéh)Sensibilisierung und Provokation mindes-
tens zweifach konsistent hochreguliert waren, umlg ¢th zwei verschiedenen, Mausstdmmen
(BALB/c und C57BL/6). Darunter fanden sich Genes diit inflammatorischen Prozessen in Ver-
bindung zu bringen sind, wie z.B. GPX2, Argl, Sdd8)p12 und Lcn2. Am Beispiel von Lipocalin
(Lcn2) wurde die funktionelle Relevanz der verst@nkGenexpression tberpriift, diese Ergebnisse
sind ein Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit. Westdot Analysen der bronchoalveolaren Flus-
sigkeit (BALF) bestatigten direkt die biologischel®vanz der erhdhten Lcn2 mRNA Expression
durch Nachweis einer erhéhten Translation und Faialu des sekretierten Proteins, Lipocalin-2. In
dem Mausmodell der allergischen Atemwegsentzindum AHR wurde der Einfluss der Lcn2-
Expression auf die Hauptmerkmale des Krankheitebikbn AB mit Hilfe von Wildtyp- und Lcn2-
defizienten Mausen (KO) untersucht. Genetische Hoafizienz fiihrte zu einer signifikant starkeren
Auspradgung des asthmatischen Phanotyps im Mausmitnlebkute Atemwegsentzindung (Al).
Verglichen mit WT-Nachkommen zeigen Lcn2 KO-Mauseere erhdhten Zustrom eosinophiler
Granulozyten und Lymphozyten nach allergischer Bédisserung und Provokation. Dagegen war
die allergische Sensibilisierung nicht betroffeig Broduktion von Gesamt- und OVA-spezifischem
IgE war in WT und KO-Mausen gleich. Ein direkterrgkeich des Atemwegswiderstandes in der
isoliert perfundierten und ventilierten Mauslungensensibilisierten und provozierten Mausen als
funktioneller Parameter zeigte einen signifikanbhda@n Widerstand in Lcn2 KO-Mausen als in den
korrespondierenden WT-Kontrollen. Gleichzeitig zeigich in histologischen Lungenschnitten, dass
die genetische Lcn2 Defizienz in den KO-Mauseniguikant geringerer pulmonaler Apoptose
vivo fuihrte. Im akuten Modell der Al traten TUNElpositive Zellen in einer signifikant hoheren
Anzahl in WT-M&ausen auf als in Lcn2 KO-Mausen. Asain der TUNEL positiven Regionen zeig-
ten, dass ein Mangel an Lcn2 protektiv gegen dialé Apoptose wirkt verglichen mit den WT-
Mausen. Auf der Suche nach dem zugrunde liegendschdfismus der gesteigerten Entziindungs-
reaktion bei Fehlen von Lcn2 zeigte sich, dass la@n2n direkten pro-apoptotischen Effekt auf mu-

rine pulmonale Epithelellem vitro ausubte. Inkubation von LA-4 Zellen mit rekombitean Lcn2
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und Vergleiche mit TUNEL-Farbungen unbehandeltentkalen zeigten, dass eine Inkubation mit
Lcn2 signifikant Apoptose in LA-4 Zellen induzierteés konnte ferner gezeigt werden, dass Lcn2 in
murinen Epithelzellen dosisabh&angig durch vers@mnedpro-inflammatorische Zytokine wie IL-113,
TNF-o und in geringem Mal3e durch das Th2 Zytokin IL-4 das Th1l Zytokin IL-12 hoch reguliert
wurde. Diese Daten deuten darauf hin, dass Lcn2eaartiger Kandidat fur ein Signalgen zur Iden-

tifizierung der Al sein konnte, ungeachtet des gealeen Hintergrundes dieser Krankheit.
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