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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die T-Zelle

Wenn man sich das Immunsystem von Saugetierenchétta so kann man dieses grob in
eine angeborene unspezifische Immunitat (,innatemumty”) und eine erworbene
spezifische Abwehr (,adaptive immunity“) differeeeen [1].

Zur angeborenen Immunitat zahlen neben physikaisdBarrieren wie Epithelien, Mukus
etc. vor allem das Komplementsystem und phagozytte Zellen, wie z. B. Makrophagen
und neutrophile Granulozyten. Letztere erkennen imirden Organismus eindringendes
Pathogen mittels spezieller, mustererkennender (Re@n (pattern-recognition receptors,
PRR), welche auf die Wahrnehmung von hochkonseeriepathogenen Zielstrukturen, wie
etwa Lipopolysacchariden (LPS), Peptidoglykanen (PG),poteichonsauren (LTA),
bakterielle DNA und doppelstrangige RNA spezialisggnd. Nach Antigenkontakt kommt es
zu einer unmittelbaren Abwehrreaktion; die Fahigdeihierzu sind bereits in der Keimbahn

genetisch verankert und stehen somit mit der GelmrVerfiigung [2-5].

Uber den Mechanismus der Antigenprasentation viaipHastokompatibilitatskomplexen
(major histocompatibility complex class II, MHC-IOnd die Sekretion von Zytokinen und
Mediatoren interagieren die Zellen der innaten Atmvait dem erworbenen Immunsystem
[6]. Dieses beinhaltet als Haupteffektorzellen de und T-Lymphozyten, welche im
Unterschied zu den Zellen der innaten Immunitéhtnitoer ein breites Repertoire von PRRs
verfigen, sondern jeweils auf die Erkennung eingrzigen Antigenstruktur mittels
spezifischer Rezeptoren spezialisiert sind [7]. Bauptaufgabe der B-Zellen besteht in der

Antigenerkennung und Antikorperproduktion.

Reife T-Zellen lassen sich in CD8-positive, zytasoke T-Zellen (CTL) und CD4-positive
T-Helferzellen einteilen. Beiden Gruppen gemein isin ausgefeiltes Muster an
Oberflachenmolekilen. Besonders hervorzuheben ist Her T-Zell-Rezeptorkomplex
(TCR), ein Molekul, welches aus mehreren Unteratehebesteht (u.a. CD3 und CD4 bzw.
CD8) und fur die Interaktion mit Kdrperzellen undtigenpréasentierenden Zellen (APC)

verantwortlich ist. CTL erkennen mit ihrem TCR di®n Koérperzellen via MHC-I
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prasentierten Antigene, welche z. B. auf eine mahalare Infektion der Zelle mit Viren oder
speziellen Bakterien (Listerien, Chlamydien) odenee maligne Entartung der Zelle
hinweisen, und zerstdren diese mittels Induktioa geogrammierten Zelltodes (Apoptose)
[8-10]. Der TCR der T-Helferzellen interagiert vehmlich mit APCs Uber den MHC-II

[11,12]. Ein weiteres wichtiges Oberflachenpeptidlls der CD28-Rezeptor dar, welcher
durch den Kontakt mit den kostimulierenden Moleki@D80 und CD86 (auch B7.1 und
B7.2) entscheidend fir eine Aktivierung der T-Zelist [13-15]. Um aus der Blutbahn ins
Zielgewebe zu migrieren (Rolling und Diapedesejzen die T-Zellen den LFA-1-Rezeptor,
welcher mit dem endothelstédndigen ICAM-1 interagi&6].

Pluripotente hématopoetische Stammzelle

CD135

Lymphatische Vorléauferzelle / \ myeloide Vorlauferzelle
CD44
CD117 CD33
TdT CcD121

Knochenmark |
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@ CD25

Abb. 1.1: Ontogenese der T-Helferzelle
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1.2Das Th1/Th2-Konzept

1.2.1 Allgemeines

Wie erwahnt wechselwirkt der TCR der CD4-positiviefielferzellen im Unterschied zu den
CTL mit dem MHC-II, welcher auf APCs exprimiert wirund der Prasentation zuvor
prozessierter Antigene dient. Abhangig von derrdddichen Immunantwort ist es den T-
Helferzellen moglich mit einer Aktivierung der adliren Abwehr (z. B. Makrophagen) zu
reagieren, oder eine humoral getragene Abwehr dleerAktivierung von B-Zellen zu

initieren. Diese Mechanismen sind in dem Modell sdeThl/Th2-Paradigmas

zusammengefasst und werden im folgenden Abschusftibrlich beschrieben [17,18].

Mitte der achtziger Jahre wurden zwei unterschibeli Populationen von T-Helferzellen
beschrieben, welche sich durch ihr unterschiedsichgtokinprofil charakterisieren lie3en.
Grundlage dieses seither viel beforschten Thl/Tédw2dgmas ist die Annahme, dass sich
unstimulierte T-Helferzellen (ThO) abhéngig von dé&mgebungsbedingungen in T-
Helferzellen vom Typ 1 (Th1) oder T-Helferzellennwval'yp 2 (Th2) differenzieren kdnnen.
Die Entscheidung, welchen Weg die ThO-Zelle eirdgghlwird dabei von der genetischen
Disposition des beherbergenden Organismus, vorAdeder Antigenprasentation und vom
Zytokinmilieu bestimmt [19-21].

Erkennt beispielsweise eine dendritische Zelle (Dg&Me mit intrazellularen Erregern
infizierte Korperzelle (z. B. tUber die Wechselwiniguvon Toll-like-Rezeptor 9 und den
Cytosin/Guanin-Motiven bakterieller DNA), so akgvi sie Uber die Interaktion von MHC-II
und TCR und die erforderliche zusatzliche Kostirtiala(CD28 und CD80/CD86) die ThO-
Zelle und sezerniert auf3erdem IL-12 und IL-18. Beiytokine bewirken eine praferentielle
Differenzierung der ThO zu einer Thl-Zelle, welcwéeederum INFy, TNF-a und IL-2
produziert und damit ihre Proliferation und Reifungsatzlich stimuliert. Uber INF-erfolgt
zusatzlich eine Suppression der Th2-DifferenzieruBge nun einsatzbereite Thl-Zelle
aktiviert vornehmlich die zellulare Abwehr und kalbbeispielsweise die NO-Synthese in
Makrophagen an, welche diese befahigt phagozytiereger zu zerstoren.

Das Schlusselzytokin zur Th2-Determinierung isélund wird vornehmlich von Th2-Zellen

selbst, basophilen und eosinophilen GranulozyteastMund NK-Zellen gebildet. Ausloser
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fur eine IL-4 Produktion ist u. a. die Stimulatidrch extrazellulare Antigene, wie z. B.
Fremdeiweil3e und andere Allergene. IL-4 hemmt dieDifferenzierung und bewirkt eine
Reifung und Proliferation der Th2-Zellen, welcheeitseits zusatzlich zu IL-4 u. a. noch IL-5,
IL-10 und IL-13 sezernieren. Des Weiteren begungtigd das Wachstum von Mastzellen
und die Migration von eosinophilen Granulozyten,asiviert B-Zellen und férdert unter
anderem die Synthese von IgE [22-24].

Das durch Th2-Zellen gebildete IL-5 ist ein entsdaeder Faktor fur die Entstehung,
Reifung und Aktivierung von eosinophilen Granulayt[25]. IL-10 werden mehrere
Funktionen zugeschrieben: Zum Einen aktiviert esTdi2-Zellen und bremst die Produktion
von Thl-Zytokinen, zum Anderen wird es auch vong$rgebildet und spielt eine wichtige
Rolle bei der Regulation des Immunsystems [26-28].

Ahnlich wie IL-4 schreibt man IL-13 eine Bedeutubgi der Antikorpersynthese durch B-
Zellen zu. Unter dem Einfluss beider Zytokine kasrzu einem Antikérperklassenwechsel in
Richtung IgE kommen. Zusatzlich spielt IL-13 einell® bei der Mukusproduktion und der
Entwicklung eines erhdhten AtemwegswiderstandesRAid der Lunge [29-32].
Zusammenfassend bewirkt eine Dominanz der Th2-Inamiwort als Reaktion auf ein
extrazellulares Antigen eine Verstarkung der huteoraAbwehr und stimuliert die

Entstehung und Aktivitat von eosinophilen und abakophilen Granulozyten.

Als eine spezielle Untergruppe der T-Helferzellemdsdie regulatorischen T-Zellen (Treg,
auch Th3-Zellen, CD4/CD25-positiv) zu erwdhnen.t®i# ihres vorherrschenden Zytokins
TGF{3 dienen sie unter anderem der Suppression von lmmworten (vor allem T-Zell-

Reaktionen) und sind vornehmlich in Schleimhautefirden [33].

Abschliel3end sei noch auf die Existenz der kirzedtdeckten Th17-Zellen hingewiesen.
Ihre Entstehung und Entwicklung wird durch die Zyte IL-6, TGF$, IL-21, IL-1 und IL-
23 gesteuert und sie produzieren IL-17, IL-21 un@2 [34,35]. Funktionell scheinen sie bei

autoimmunologischen Phanomenen eine Rolle zu spjd&37].
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IL-12

f IFN-y
@ —
IL-4
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Abb. 1.2: Th1/Th2-Differenzierung

1.2.2 Thl-vermittelte Immunantworten

Bei der Betrachtung des Thl/Th2-Paradigmas istnesiléssig, von reinen Thl- oder Th2-
Immunantworten zu sprechen, da in einem funkti@mden Immunsystem immer beide
Arten der Th-Reaktion koexistieren. Bei einigen rarkkungen ist allerdings ein Uberwiegen
der Thl- oder Th2-vermittelten Abwehr ein wesehtic Bestandteil der Pathophysiologie,
daher dienen sie als Modellerkrankungen.

Ein Beispiel fur eine Thl-assoziierte Erkrankung ider Morbus Crohn (Colitis
granulomatosa). Hier konnten erhéhte Werte der 4ytbkine TNF«, 1L-12 und IL-18 in
der betroffenen Darmmukosa nachgewiesen werden. eriexpntelle Ansatze mit
monoklonalen AntikGrpern gegen oben genannte Zgtokizeigen vielversprechende
Ergebnisse und untermauern die Hypothese eineertidmyn Rolle der Thl-Zellen bei der
Krankheitsentstehung [38-40]. Neueste Erkenntnigsgen, dass neben Thl-Lymphozyten
auch Tregs und proinflammatorische Th17-Zellen dradle in der Pathogenese des M.
Crohn spielen. Im Rahmen von Genomanalysen konntéusammenhang zwischen Genen,
welche bei der Th17-Differenzierung involviert sinthd der Empfindlichkeit gegentber M.

Crohn und teilweise auch gegentber der Colitisrakae hergestellt werden [41].
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1.2.3 Th2-vermittelte Immunantworten

Eine pathologische Dominanz der Th2-Immunantwort rdeu unter anderem bei
Erkrankungen des allergischen Formenkreises, wie ai@pischen Dermatitis und dem
Asthma bronchiale beschrieben, letzteres wird inscNitt 1.4 ausfihrlich erlautert. Bei der
atopischen Dermatitis lassen sich in frihen L&siomehthte Anteile von Th2-Zellen
nachweisen. Diese produzieren IL-4 und andereZyi@kine, wodurch konsekutiv die Thl-
Immunitat gehemmt wird, infolgedessen es gehauuperinfektionen der entziindeten Haut
kommt [42-45].

Zu erwéhnen ist aul3erdem beispielhaft der systémikapus erythematodes, ein Leiden, bei
welchem es Th2-vermittelt zu der Bildung von ankiedren und gegen doppelstrangige
DNA gerichteten Antikérpern kommt. Besonders imd8ien IV lassen sich erhdhte Spiegel
des Th2-Zytokins IL-10 nachweisen und im Verhéaltsigoprimierte Konzentrationen von
IFN-y messen [46-48].

1.2.4 Wann Thl und wann Th2?

Abschliel3end sei noch erwéhnt, dass die Einordrongausgewaéhlten Erkrankungen anhand
der zugrunde liegenden Th-Zell-Immunitat keinenrsta Gesetzmaligkeiten folgt. Vielmehr
ist zu beachten, dass wie unter 1.2.1 beschrielsdidltige Faktoren zur Bevorzugung einer
Th-Zell-Antwort beitragen. So ist z. B. die miliagferm der Tuberkulose tendenziell mit einer
Th2-Immunantwort vergesellschaftet, wohingegen eipmphknotentuberkulose eine Th1l-
Zell-Reaktion induziert. In Untersuchungen an Tub&rse-Patienten konnte gezeigt werden,
dass bei Kklinisch manifest Erkrankten haufig einegnddrung der Thl-Reaktivitat
nachgewiesen werden kann, was allerdings nicht gstaafig mit einer gegenlaufigen
Verstarkung der Th2-Immunitat einhergeht [49]. Na&antakt mit M. tuberculosishat die
Dominanz von Thl oder Th2 demnach einen entschéaenEinfluss auf den
Krankheitsverlauf: Ein Uberwiegen von Th1l hilft dErreger suffizient zu bekampfen, Th2
bewirkt dagegen tendenziell ein Fortschreiten dégkition [50].

Bei der Leishmaniasis ist die Th-Zell-Antwort vorangtischen Hintergrund des befallenen

Organismus abhangig. So reagiert im Tierexperimdid Uberwiegende Zahl von
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Mausstammen (inklusive C57BL/6) mit einer prote&tivund effektiven Thl-vermittelten
Immunreaktion auf eine Infektion miteishmania majar Mause mit BALB/c Hintergrund
dagegen zeigen starkere klinische ManifestatioresnEakrankung und sterben unbehandelt

nach Progress, welches einem starkeren GewichithdeZellen geschuldet ist [51-53].

Neben der Erbanlage entscheidet auch die Art dégémPrasentation Uber die Ausrichtung
der Immunantwort. So ist es beschrieben, dass ThrZeach Restimulation mit B-Zellen
hohere Raten an IFNMsezernieren, wohingegen eine Restimulation durakrbphagen eine
hohere Sekretion von IL-4 zu Folge hat [54]. Pl ist es aber beiden APC mdéglich, eine
Thl- oder Th2-Immunantwort zu induzieren oder zust&&ken [55]. Die Reaktion des
Organismus auf ein bestimmtes Antigen unterlietgrsfichtlich einem evolutionéaren Prozess
und die Effektivitat bzw. der Uberlebensvorteil, leveer eine bestimmte Immunantwort
gegeniber dem Antigen bietet, entscheidet lbendeéderentielle Vererbung.

1.3 Interleukin-1a

1.3.1 Aligemeines

Interleukin-Jo (IL-1a) gehort zur IL-1 Familie, deren engster Kreis dud.a, IL-1B, und
dem IL-1 Rezeptor Antagonist (IL-1RA) besteht undrdwvon einer eigenstandigen
genetischen Region kodiert. Bei der Translationdwaun&chst ein aus 271 Aminosauren
bestehendes und 33 kDA schweres Prozytokin (IP+&) synthetisiert. Mittels enzymatischer
Spaltung durch eine Protease (Calpain) entstehudareben einer Prosequenz das biologisch
aktive 17 kDa schwere und aus 159 Aminoséauren heste Zytokin.

IL-1aPre verbleibt Uberwiegend intrazellular und wird Ziytosol assoziiert mit Zytoskelett-
Strukturen (Mikrotubuli) vorgefunden [56]. Immuntishemische Markierung LPS-
stimulierter humaner Makrophagen mit einem HW.-Antikdrper zeigt eine gleichméaRige,
diffuse Anfarbung von Zellen [57]. Normalerweiseeibt IL-laPre auch nach starker
Stimulierung zellassoziiert [58]. Im Falle des Imdles kann es freigesetzt und durch
extrazellulare Proteasen gespaltet werden [59]. i#@iner Teil des IL-&tPre wird in

humanen und murinen Monozyten und Makrophagen berfldche der Zellen transportiert,
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wo dieses Protein (vermutlich durch Mannose-sp&zig Interaktion mit Lektinen) verankert
wird [60-62]. Auch humane glatte Gefalimuskelzellprimieren IL-Ir auf der Zell-
Oberflache [63]. Dieses membrangebundenedlwird als autokriner Stimulator betrachtet,
der maoglicherweise zur Aktivierung von Nachbarzelkeitragen kann und somit eine Rolle
bei lokalen Entziindungsprozessen spielt. Ebenfahd vermutet, dass IL4 intrazellulare
Funktionen besitzt. So konnte gezeigt werden, das$l-1aPre/lL-1 Rezeptor Komplex an
DNA im Kern bindet [64]. Innerhalb der ersten 11mikosauren der IL-d Vorstufe wurde
eine Kernlokalisierungssequenz gefunden [65]. Tedti®n von Endothelzellen mit einem
Plasmid, das diese Sequenz enthielt, fihrte zualisition des entsprechenden I&-im
Kern und zur Beeinflussung der Proliferation derlefe Auch radioaktiv markiertes,
rekombinantes, matures Ilalkonnte als Komplex mit dem IL-1RI kernassoziiesfupden
werden [66,67].

Abb. 1.3: Interleukin-&, Tertiarstruktur (Quelle: Wikipedia, the free enop-
dia, ,Crystal structure of IL-4", Copyright released into public domain, 2008)




1. Einleitung

Von einer Vielzahl weiterer Zellen ist bekannt, glage IL-Jo exprimieren kbnnen, so wurde
eine Produktion u. a. bei Astrozyten, Alveolarzelleyp I, T-Zellen und DC beschrieben. IL-
la interagiert préaferentiell Uber ein IL-1-Rezeptdizessorisches Protein (IL-1RAcP) mit
dem IL-1-Rezeptor Typ | (IL-1RI, auch CD121a), d&siteren besteht eine Affinitat zu dem
IL-1-Rezeptor Typ Il (IL-1RII, auch CD12114%$8,69].

Funktionell spielt IL-x eine entscheidende Rolle bei lokalen und systdrarsc
Entzindungen. So induziert es beispielsweise beidothelzellen die Sekretion
chemotaktischer Zytokine, wie MCP-1, und fordee Bxpression von Adhasionsmolektlen
wie ICAM-1, welche die Diapedese und Migration vbiZellen in das entziindete Gewebe
erleichtern. In inaktiven Monozyten stimuliert llrlseine eigene Produktion und verstarkt
damit seine inflammatorischen Effekte. Uber die Riitg auf zentrale hypothalamische
Regionen beeinflusst es die Thermoregulation urickime pyrogene Wirkung (Fieber). Bei
der Sekretion von IFN-spielt IL-1o ebenfalls eine entscheidende Rolle; so wurde zum
Beispiel bei NK-Zellen eine Induktion der IFNSekretion durch IL-&@ gemeinsam mit IL-12
beschrieben [70,71].

IL-1a bzw. IL-1 ist bei der Entstehung und Manifestation speziellen Erkrankungen
malf3geblich beteiligt. So besteht beispielsweisedbeirheumatoiden Arthritis ein standiger
IL-1-UberschuR in der Synovia und die Plasma-Kotragion von IL-1 korreliert mit der
systemischen Krankheitsaktivitat [72-74].

Ahnlich verhalt es sich bei der Psoriasis. Der &mkung zugrunde liegt eine
Zytokindysregulation, wobeli die freigesetzten pfa@immatorischen und
wachstumsfordernden Zytokine gemeinsam mit IL-1 @i&ell-APC-Interaktion und die
Aktivitdt der Immunzellen stimulieren. Zusatzlicktigiert IL-1 Fibroblasten und steigert die
Adhasion zwischen Endothelzellen und Leukozyten,s wai einem Eindringen der
Leukozyten in die psoriatische Haut fihrt. In nolenddaut besteht ein Verhaltnis von lior1
zu IL-1 von 40:1. In psoriatischer Haut besteht aufgrued Itd-1a-Reduktion und der IL-
1B-Steigerung ein Verhaltnis von Ilalzu IL-13 von 1:1. Jedoch ist auch das IB-Her
psoriatischen Lasionen inaktiv und es ist auss@hdle das IL-Ix fur die biologische

Aktivitat verantwortlich, obwohl es reduziert ist9].
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1.3.2 Die Rolle von Interleukinelim Th1/ Th2- Konzept

Im Zusammenhang mit dem Thl/Th2-Paradigma werden Ifdla mehrere Effekte
postuliert. Wie unter 1.3.1 bereits erwahnt wurde der Vergangenheit gezeigt, dass
unterschiedliche Mausstamme mit einer different@rZ&ll-Antwort auf eine Infektion mit
Leishmania majorreagieren. Verantwortlich hierfir scheint eine Mergleich zu der
Sekretion durch DCs aus C57BL/6-M&ausen erniedigteluktion von IL-B durch aktivierte
BALB/c DCs zu sein [76]. Zeitgleich kann man beditao, dass fir eine effektive Thl-
Differenzierung in BALB/c Tieren (welche praferegitieine Th2-Immunantwort ausbilden,
siehe 1.3.1) aus APCs stammendes dLuhd TNFa gemeinsam mit IL-12 vonnéten war,
wohingegen Mause auf C57BL/6 Hintergrund lediglidh12 zur Entwicklung einer
effektiven immunologischen Thl-Reaktion bendétigién]. Unabhangig davon wird bei DCs
aus BALB/c Mausen ein geringeres Mal3 an t-Sekretion als bei DCs aus C57BL/6 Tieren
gefunden [78]. Werden BALB/c Mause unter Infektimit Leishmania majozusatzlich mit
IL-1a behandelt, so lasst sich beobachten, dass einanBkimg wahrend der Th-Zell
Differenzierung zu einer verstarkten Ausbildungeeiprotektiven Thl-Immunantwort fuhrt.
Wird IL-1la Uber die initiale Phase hinaus appliziert, so cldechterte sich der

Krankheitsverlauf, was einer Betonung der Th2-Rshktion anzulasten ist [79].

Zusammenfassend kann man ableiten, dassalLzli unterschiedlichen Zeiten auf
unterschiedliche Zellen wirkt. So gibt es Hinweidass in der frihen Phase einer Infektion
IL-1a eine vorrangige Differenzierung der ThO-Zellen (tle-1RI) zu Thl bewirkt. Zu
einem fortgeschrittenen Zeitpunkt besteht offerdoae verstarkte Wechselwirkung mit Th2-
Zellen (ebenfalls dGber IL-1RI), bei welchen es duidt-1a zu einer Verstarkung ihrer

eigenen Proliferation und Aktivierung zu kommenesnoh[80-84].
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IFN-y
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Abb. 1.4: Der Einfluss von IL-d auf die Th-Zell-Differenzierung

1.4 Allergisches Asthma

1.4.1 Allgemeines

Asthma bronchiale, kurz Asthma, gilt als die hastiggchronisch-entztindliche Erkrankung
des Menschen. Die Pravalenz ist regional sehr sctigxdlich, in Deutschland sind etwa 5
Prozent der erwachsenen und etwa 10 Prozent dellidkian Bevolkerung betroffen.

Atiologisch kann man das nicht-allergische (intisihe) Asthma, welches z. B. durch
Infektionen oder durch Medikamente getriggert wikcgm allergischen (extrinsischen)
Asthma unterscheiden [85]. Die folgenden Aussageneben sich ausschlie3lich auf das

allergische Asthma.

Pathogenetisch handelt es sich beim allergischeéhmfes um eine allergische Reaktion vom
Soforttyp (Typ | nach Coombs und Gell). Nach Aufmehund Prozessierung des Allergens
durch APCs kommt es unter Beteiligung von IL-13ridiee Th2-vermittelte-Reaktion zur B-
Zell-Aktivierung (Vgl. Abschnitt 1.2.3). Die B-Zadh differenzieren sich zu Plasmazellen,
welche allergenspezfisches IgE synthetisieren. Biikorper binden an spezifische

Oberflachenrezeptoren von APCs, Mastzellen, bataphind eosinophilen Granulozyten und

11
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mediieren bei erneutem Allergenkontakt eine spantlyE-vermittelte Degranulation der
Mastzellen und Granulozyten, wobei unter anderestarhin, Prostaglandine, Leukotriene
und ,typische* Th2-Zytokine ausgeschuttet werdeB6-83]. Unter Beteiligung des Th2-
Zytokins IL-4 erfolgt eine Hochregulation des meanstandigen Integrins VCAM-1, welche
die Adhéasion von Lymphozyten und eosinophilen Glanyien begtinstigt. Daneben férdern
IL-4 die Expression von Eotaxin, ein auf (unter emeiin durch IL-5 aktivierte) eosinophile
Granulozyten chemotaktisch wirkendes Chemokin [B0,9 der Summe initiieren die
Entziindungsmediatoren eine erhdhte vaskulare Pébiiitéta wirken chemotaktisch auf
weitere Immunzellen und ,befeuern® die Th2-Kaskadgie Inflammation fihrt zu einem
Odem der Bronchialwand, eine pathologisch erhohtkidsekretion setzt ein (Hyper- und
Dyskrinie, v. a. IL-13 vermittelt) und es kommt zKonstriktion der glatten Bronchial-
muskulatur. Letztendlich fihren diese Mechanismam ZErhéhung des Atemwegs-
widerstandes (AHR) und somit zu Dyspnoe mit typesohexspiratorischen Stridor [92,93].
Interessanterweise gibt es Hinweise, dass es aiun@othelien unter dem Einfluss von IL-1
zu einer supprimierten Ausbildung der Adhasionskidie ICAM und ELAM kommt und
damit das ,Andocken” und die Diapedese von Lympltezypehindert wird [94].

IL-12 PNy
— ||_-4/\ /

;@) (@) —
g

7
=30 B

Aktivierung Endothel Aktivierung
naotnei
J

Entzi]ndung,'AHR, Mukus

Abbildung 1.5: Pathogenese des allergischen Astlfnea Hamelmann, ,Mechanismus der

Allergen-induzierten Ausbildung von Atemwegs-Entdiing und —Hyperreaktivitat®, 2002)
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1.4.2 OVA-induziertes allergisches Asthma im Maudeib

Als Th2-vermittelte Erkrankung ist das allergischsthma hervorragend geeignet, um die
immunologischen Vorgange einer Th2-Zell-vermittelfebwehrreaktion zu untersuchen. Gut
untersuchte Modellallergene wie Ovalbumin ergandiesen Ansatz und werden haufig zur
Induktion allergischer Reaktionen verwendet [95].

Um die Pathogenese und Pathophysiologie des atdrgmn Asthmas besser untersuchen zu
kénnen, wurden Tiermodelle entwickelt, mit deretfédiFragestellungen angegangen werden
kénnen, die aus ethischen oder praktischen Grusdencht im Menschen untersucht werden
konnen. Jedes Tiermodell leidet natiirlich immereumter eingeschrankten Ubertragbarkeit
der erhobenen Daten auf die klinische SituatiofPatienten.

GroRRere Tierarten bieten sich besonders fur FragerAtemmechanik und respiratorischen
Physiologie an [96,97]. Fragen zur Pathophysiologred Intervention der Atemwegs-
Entzindung kénnen aber sehr viel kostensparenddteameren (Nage-) Tieren untersucht
werden [98,99]. Als Modellorganismus hat sich daineden vergangenen Jahren die Maus
etabliert, da sich in ihr die immunologischen Meubmen dank einer breiten Palette an
immunologischen Verfahren und Techniken gut undh&nismalig kosteneffektiv
charakterisieren lassen [100-105].

Seit der Vorstellung der OVA-basierten Induktion nvoallergischen pulmonalen
Entzindungen in der Maus Anfang der neunziger Jdl€], hat sich dieses Tiermodell zu
einem festen Bestandteil der immunologischen Uuntdénsng des allergischen Asthmas
gemausert. Das urspringliche Protokoll wurde zurareh Varianten fortentwickelt und
viele Erkenntnisse und Ergebnisse beziglich der unuotogischen Vorgédnge beim

allergischen Asthma wurden auf der Basis diesehbtign gewonnen [107].
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1.5 Ziele der Dissertation

Dass IL-In eine bedeutende Rolle in der Regulation der T-IBethunitat spielt, konnte unter
anderem unsere Arbeitsgruppe fur das Modell dearan Leishmaniasis bereits zeigen
[78,79]. Die genauen Mechanismen der BeeinflussigrgT-Zellantwort durch IL-@ sind

allerdings weiterhin unklar.

Ziel meiner Arbeit war es, die Erkenntnisse aus Werarbeiten in das Modell des murinen
allergischen Asthmas als Th2-abhéngige Erkrankungilzertragen und insbesondere den
Einfluss von IL-Inr auf den Krankheitsverlauf zu unterschiedlichen tpiakten zu

untersuchen. Folgende Arbeitsschritte hatte icleddgfiniert:

1. Etablierung eines Tiermodells fur eine Th2-algg® Immunantwort unter
Verwendung des OVA-induzierten allergischen AsthmeBALB/c M&usen.

2. Entwicklung und Etablierung einer Methode zamstardisierten Isolation myeloider,

inflammatorischer Zellen aus einer vollstandigerrimen Lunge.

3. Analyse der aus der vollstandigen Lunge undtetsitBAL gewonnenen Zellen,
insbesondere Differenzierung der Zellen mittels BAGhd Zytomorphologie, sowie
Charakterisierung der kultivierten Zellen nach Restation mit OVA hinsichtlich der
Produktion von Th1- und Th2-Zytokinen.

4. Untersuchung des Einflusses von ki.-Au verschiedenen Zeitpunkten auf den Verlauf
und die Intensitat der Th2-vermittelten Immunantword auf ein eventuelles Shifting

in Richtung einer Thl-mediierten Abwehrreaktiontslg 0. g. Methoden.
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2. Materialien

2.1 Tiere

« BALB/c Mause, mannliche und weibliche Tiere (ein sGdecht innerhalb eines

Versuches), jeweils sechs bis acht Wochen alt, ZWIEihz

2.2 haufig verwendete Medien

 PBS:

8,04 g (0,8%) NaCl 5 kg, 3957.2, Carl Roth GmbHot,®-76185 Karlsruhe

1,38 g (0,14%) NapPO, » 1H,0 1 kg, 300.2, Carl Roth GmbH + Co., D-76185
Karlsruhe

1 I Aqua dest., eigene Herstellung der Apothekeldtgsersitatsklinikums Mainz

* RPMI complete:

RPMI 1640 Bio Whittaker Medium, 500 ml, BE12-16TFmbrex Bio Sciences, B-4800
Verviers

alternativ RPMI 1640 Biochrom Medium, 500 ml, FGLB2Biochrom AG, D-12247
Berlin

25 ml FCS Gold, 500 ml, A15-649, PAA Laboratoriesl@, D-35091 Colbe

5 ml Hepes 1M, 1kg, 9105.3, Carl Roth GmbH + Ce7@185 Karlsruhe

5 ml Non-essential-amino-acids (1007), 100 ml, KB2Biochrom, D-12247 Berlin

5 ml L-Glutamin 200 mM (1007), 100 ml, 25030-024b& BRL Life Technologies
GmbH, D-76131 Karlsruhe

5 ml Penicillin/Streptomycin, 100 ml, Penicillin 000 Einheiten/ml,
Streptomycinsulfat 20000 mg/ml, 15140-22, Gibcd .Bie Technologies GmbH, D-
76131 Karlsruhe

500 ml 2-Mercaptoethanol 50 mM, 100 ml, M-3148,ségAldrich Chemie GmbH,
D-82024 Taufkirchen
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.3 Induktion des experimentellen Asthmas und Behatiung mit Interleukin-1 a

Aluminium Potassium Sulfate, 100 g, A-7210, Sigalhich Chemie GmbH, D-89552
Steinheim

Spatelset, E286.1, Carl Roth GmbH + Co., D-76188dahe

Aqua ad injectiabilia Braun, 100 ml B. Braun Melgan AG, D-34209 Melsungen
Albumin, Chicken Egg 5x Crystalline, 5g, 32467, iathem GmbH, D-65824
Schwalbach

Isotone Kochsalz- Losung 0,9%, 100 ml, B. Braun A=34209 Melsungen

NaOH 50 %, 1|, 8655.1, Carl Roth GmbH + Co., D-dBXKarlsruhe

HCI 0,1 N, K024.1, Carl Roth GmbH + Co., D-76185Kaihe

pH-Indikatorstabchen Neutralit, 100 Stck., pH 5,00;0, 1095330001, Merk KGaA, D-
64271 Darmstadt

Aluminiumfolie, 150 m x 45 cm, 15 my, Paclan GmiH91239 Henfenfeld

Ethanol 70%, Alkopharm 70, 750 ml, Briiggemann AlkolD-74076 Heilbronn
Ultrasonic Nebulizer, Model NE-U17, Omron Medizichaik Handelsgesellschaft mbH,
D-68163 Mannheim

Becherglas, 3000 ml, Schott Duran, Duran Group Gnib#35122 Mainz

PBS (siehe 2.2)

murines Interleukin-d, 500 pg, 9517593, Strathmann Biotec AG, D- 22459 Hamburg

.4 Lungenentnahme

Ketamin-ratiopharm 500/10 ml, Ketaminhydrochlotigektionslésung, Ratiopharm
GmbH, D-89070 Ulm

Rompun 2%, Xylazinhydrochlorid, Injektionslésung®@§ Bayer Vital GmbH, D-51368
Leverkusen

Schere steril, feine Schere spitz-spitz 105 mmogeb, 233F1282, Merck Eurolab
GmbH, D-64271 Darmstadt
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* Pinzette steril 145 mm, 61761114, Bochem LaborlfeWertrieb: Fisher Scientific, D-
58239 Schwerte

« Ethanol 70%, Alkopharm 70, 750 ml, Briiggemann AlkolD-74076 Heilbronn

* PBS (siehe 2.2)

2.5 Zellgewinnung

* Liberasemedium:
RPMI 1640 Biochrom-Medium, FG 1215, Biochrom, D-42ZBerlin
200 pl Liberase ClI, 0,25 g, 1814435, Roche AG, @474Basel
1 ml Penicillin/Streptomycin, 100 ml, Penicillin 000 Einheiten/ml,
Streptomycinsulfat 20000 mg/ml, 15140-22, Gibcd .Bie Technologies GmbH, D-
76131 Karlsruhe
0,01g Desoxyribonuclease I, DN25-1G, Sigma- Ald@itremie GmbH, D-89552
Steinheim
o Zellsieb 70um, steril 50 Stck., 35-2350, Falcon, Vertrieb: EisBcientific, D-58239
Schwerte
o Zellkulturplatte 24-well flach, steril, 100 Stck62160, Greiner Bio-One GmbH, D-
72636 Frickenhausen
» Pinzette steril 145 mm, 61761114, Bochem LaborbieWertrieb: Fisher Scientific, D-
58239 Schwerte
» Skalpell steril, 20 Stck., Feather Safety Razor, Cml. Medical Division, Vertrieb: pfm
Produkte fur die Medizin AG, D-50996 KdolIn
* Petrischale non-treated 100 mm, steril, 420 S683102, Greiner Bio-One GmbH, D-
72636 Frickenhausen
e« ACK (Ammoniumchloridldsung) Lysing Buffer, 100 nllD-548E, Cambrex Bio
Sciences, B-4800 Verviers
e Zellkulturplatte 96-well rund, unsteril, 100 StcB50101, Greiner Bio-One GmbH, D-
72636 Frickenhausen
e Trypanblaulésung 0,4% 100 ml (Verdinnung 1:5 miSPBteril, T-8154, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, D-89552 Steinheim
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* Neubauer-Zahlkammer, 631F1130, Merck, Vertrieb:dtab Vertrieb GmbH, D-65199
Wiesbaden

* RPMI 1640 Biochrom-Medium, FG 1215, Biochrom, D-4ZBerlin

* RPMI complete (siehe 2.2)

* PBS (siehe 2.2)

2.6 Broncheoalveolare Lavage (BAL)

» Ethanol 70%, Alkopharm 70, 750 ml, Briggemann AlkolD-74076 Heilbronn

» Schere steril, feine Schere spitz-spitz 105 mmogeh, 233F1282, Merck Eurolab
GmbH, D-64271 Darmstadt

* Pinzette steril 145 mm, Art. Nr. 61761114, Bocheabdarbedarf, Vertrieb: Fisher
Scientific, D-58239 Schwerte

» Skalpell steril, 20 Stck., Feather Safety Razor, Cl. Medical Division, Vertrieb: pfm
Produkte fur die Medizin AG, D-50996 Kdlin

» Spatelset, E286.1, Carl Roth GmbH + Co., D-76188dzhe

* Bindfaden

» Trachealkatheter, 18 Gauge, Buxco Research SysWimshester, Hampshire,
S0O21 3BT, UK

* PBS (siehe 2.2)

2.7 Kultivierung und Restimulation

o Zellkulturplatte 96-well flach, steril, 100 Stck55180, Greiner Bio-One GmbH, D-
72636 Frickenhausen

* RPMI complete (siehe 2.2)

» Albumin, Chicken Egg 5x Crystalline, 59, 32467, iiathem GmbH, D-65824
Schwalbach

*  OVA-Peptids339 Sequenz ISQAVHAAHAEINEAGR, freundlicherweise zeMigung

gestellt durchaufgrund datenschutzrechtlicher Grinde geldscht
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» Staphylococcal Enterotoxin B Fragment (150-16108812, Sigma- Aldrich Chemie
GmbH, D-89552 Steinheim
* PBS (siehe 2.2)

2.8 Cytospin

* Objekttrager, 50 Stck., Artikel-Nr. 02 1102, Gerhdtenzel Glasbearbeitungswerk
GmbH & Co. KG, D-38021 Braunschweig
* Filter cards, 200 Stck., 190005, Thermo Shandon Ritsburgh, PA 15275
e Cytoclip Stainless Steel Slide Clip, 59910053, Tin@iShandon Inc., Pittsburgh, PA
15275
e Cytofunnel disposable sample chamber, 5991040 nd&handon Inc., Pittsburgh, PA
15275
e Cytospin 2 Zentrifuge, Thermo Shandon Inc., PittghuPA 15275
« DiffQuick Farbeset, 3 x 500 ml, Cat.No. 130832, B&khring Marburg GmbH, D-35041
Marburg, bestehend aus
o Fixierlésung (Fast green in Methanol 0,002 g/l),
o0 Eosinlésung (1,22 g/l in Phosphatpuffer) und einer
o Thiazin Farbstofflosung (1,1 g/l in Phosphatpuffer)
* Pinzette steril 145 mm, Art. Nr. 61761114, Bocheatarbedarf, Vertrieb: Fisher
Scientific, D-58239 Schwerte
« Praparatekiste schwarz fur Objekttrager, bezogen die Apotheke der
Universitadtsmedizin Mainz
» Assistent 345 Counter AC- 8, Karl Hecht KG, D-97@&bhdheim
* Immersionsal fur die Mikroskopie, 100 ml, 1046990 1Merck KGaA, D-64271
Darmstadt

2.9 FACS-Analyse

2.9.1 Antikorper
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» Hamster-IlgG-PE , 0,2 mg/ml, 553954, Pharmingen B8&ciences, Life Science
Research, D-69126 Heidelberg

* Rat R2a-FITC, 0,5 mg/ml, 553929, Pharmingen, BDsBiences, Life Science Research,
D-69126 Heidelberg

* CD3e-FITC, 0,5 mg/ml, Clone 145-2C11, 553062, Pliagen, BD Biosciences, Life
Science Research D-69126 Heidelberg

* CD4-FITC, 0,5 mg/ml, Clone L3T4 GK1.5, 553729, Rheagen, BD Biosciences, Life
Science Research, D-69126 Heidelberg

 CD8a-PE, 0,2 mg/ml, Clone LY-2 53-6.7, 553033, Rhiagen, BD Biosciences, Life
Science Research, D-69126 Heidelberg

 CD11c-PE, 0,2 mg/ml, Clone Integrin alpha, 5538%2armingen, BD Biosciences, Life
Science Research, D-69126 Heidelberg

* F4/80-PE, 0,1 mg/ml, RM2904-3, Invitrogen Caltadpbeatories, Burlingame, CA 94010

* MHC II-FITC, 0,5 mg/ml, Clone 2G9, 553623, PharmengBD Biosciences, Life
Science Research, D-69126 Heidelberg

* GR1-bio, 0,5 mg/ml, Clone Ly-6G Ly-C6, 553125, Rhimmgen, BD Biosciences, Life
Science Research, D-69126 Heidelberg

» Strept. Avidin-PE, 0,5 mg/ml, 554061, PharmingeD, Biosciences, Life Science
Research, D-69126 Heidelberg

* Hybridomuberstand clon NIMP-R14, eigene Herstelldgvon Stebut

* anti-rat-FITC (freundlicherweise zu Verfigung géstiurch AG PD Dr. H. Jonuleit,
Hautklinik, Universitatsmedizin Mainz)

* anti-mCCR3-FITC, FAB729F, R&D Systems GmbH, D-6528ksbaden-Nordenstadt

2.9.2 sonstige Materialien

* FACS-Puffer:
PBS (siehe 2.2) mit
10 ml (2 %) FCS Gold, 500 ml, A15-649, PAA Laboraée GmbH, D-35091 Cdlbe
50 pul NaN 99,5% (verwendet als 10% Losung) 100 g, S2002, &igkidrich Chemie
GmbH, D-89552 Steinheim
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e Zellkulturplatte 96-well rund, unsteril, 100 StcB50101, Greiner Bio- One GmbH, D-
72636 Frickenhausen

e anti-mouse CD16/CD32 (Fc-Block) 0,5 mg/ ml, Cloné@2, 553142, Pharmingen, BD
Biosciences, Life Science Research, D-69126 Heglglb

* Mausserum normal, X0910, Dako Diagnostik GmbH, D&2Hamburg

* Probenrohrchen 5 ml, 1000 Stck., 352008, Falcontriéb: Fisher Scientific, D-58239
Schwerte

« FACS Flow, 20|, 342003, BD Biosciences, D-69126ddterg

e FACS Rinse, 51, 340346, BD Biosciences, D-6912&lelberg

e FACS Clean, 51, 340345, BD Biosciences, D-6912&l&lberg

* Durchflusszytometer FACS Calibur, BD Bioscience®126 Heidelberg

* CellQuest Pro Version 3.0.1. 1996 fur Apple Sys®eh3., BD Biosciences, D-69126
Heidelberg, auf MAC OS 9.2

* Apple Power MAC G4

* Hewlett Packard Laserjet 1300

* Vortexer Reax 1, Typ 54111, Heidolph Instrumentsb®imD-91126 Schwabach

2.10 ELISA

2.10.1 IL-4 ELISA

» Assay Diluent (steril filtriert)
900 ml PBS (siehe 2.2)
100 ml FCS Gold, 500 ml, A15-649, PAA Laborator@&sbH, D-35091 Colbe
e murines IL-4 OptEIA ELISA Set, 20 Platten, 555282cton Dickinson GmbH, D-69126
Heidelberg, bestehend aus
Avidin-HRP, IL-4 Standard, Capture- und Detectiontikbrper
e Coating- Puffer: 0,1 M Carbonate, pH 9.5
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.10.2 IL-10 ELISA

* Assay Diluent (siehe 2.9.1)

e murines IL-10 OptEIA ELISA Set, 20 Platten, 5552B2cton Dickinson GmbH, D-
69126 Heidelberg bestehend aus
Avidin-HRP, IL-10 Standard, Capture- und Detectfartikbrper

» Coating- Puffer: 0,2 M Sodium Phosphate , pH 6,5

N

.10.3 IFNy ELISA

* Reagent Diluent (pH 7,2- 7,4):
PBS (siehe 2.2)
0,1% BSA
0,05% Tween-20 500 ml, 194724, ICN Pharmaceuti€a85929 Frankfurt/Main
* mouse IFNy DuoSet ELISA, 45 Platten, DY458, R&D Systems GmbF55205
Wiesbaden-Nordenstadt, bestehend aus
Streptavidin-HRP, IFN¢Standard, Capture- und Detection Antikdrper
* PBS (siehe 2.2)
* Block-Puffer:
PBS (siehe 2.2)
1% BSA, Albumin Fraktion V Protease frei 50 g, T&4Carl Roth GmbH + Co.,
D-76185 Karlsruhe
0,05% NaN 99,5% (verwendet als 10% LOsung) 100 g, S2002n&icAldrich Chemie
GmbH, D-89552 Steinheim

2.10.4 IL-5 ELISA

* Reagent Diluent (pH 7,2- 7,4):
PBS (siehe 2.2)
1% BSA, Albumin Fraktion V Protease frei 50 g, T&4Carl Roth GmbH + Co.,
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D-76185 Karlsruhe
* mouse IL-5 DuoSet ELISA, 45 Platten, DY405, R&D t&yss GmbH, D-65205
Wiesbaden-Nordenstadt, bestehend aus
Streptavidin-HRP, IL-5 Standard, Capture- und DedecAntikorper
* PBS (siehe 2.2)

2.10.5 IL-13 ELISA

* Reagent Diluent (pH 7,2- 7,4):
PBS (siehe 2.2)
1% BSA, Albumin Fraktion V Protease frei 50 g, T844Carl Roth GmbH + Co.,
D-76185 Karlsruhe
e mouse IL-13 DuoSet ELISA, 45 Platten, DY413, R&Dst&yns GmbH, D-65205
Wiesbaden-Nordenstadt, bestehend aus
Streptavidin-HRP, IL-5 Standard, Capture- und DdecAntikorper
* PBS (siehe 2.2)

2.10.6 allgemeine Materialien fur ELISA

e Stop-Solution:
1 I Aqua dest., eigene Herstellung der Apothekeldtgsersitatsklinikums Mainz
67,5ml PO, (14,8 M), 500mlI, P-6560, Sigma- Aldrich Chemie

GmbH, D-89552 Steinheim

¢ F96 Maxisorp Nunc-Immuno plate flach, 60 Stck.,4@2, Nalge Nunc International,
Vertrieb: Brand GmbH + Co KG, D-97861 Wertheim

* TMB Substrate Reagent Set (A+B), 2 x 300 ml, 5552harmingen, BD Biosciences,
Life Science Research, D-69126 Heidelberg.

* Probenrohrchen 5 ml, 1000 Stck., 352008, Falcortridb: Fisher Scientific, D-58239
Schwerte

* Waschpuffer:
PBS (siehe 2.2)
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0,1% Tween-20 500 ml, 194724, ICN Pharmaceuti€65929 Frankfurt/Main
ELISA Microplate Reader ELx808, Bio-Tek Instrumehts., USA

Programm KC junior, Bio-Tek Instruments Inc., USA98- 2003, auf Windows XP
MSI PC mit Intel Celeron 3,06 GHz

Hewlett Packard Laserjet 2100, Hewlett-Packard GnixH1034 Boblingen

.11 Verbrauchsmaterialien und sonstige Gerate

.11.1 Verbrauchsmaterialien

Untersuchungshandschuhe puderfrei, unsteril, 16K.,Semperit Technische Produkte
GmbH & Co KG, A-1031 Wien

Spitzen gelb Gilson 15000 Stck., 739290, Greiner@ne GmbH, D-72636
Frickenhausen

Spitzen blau Gilson 5000 Stck., 740290, Greiner@iee GmbH, D-72636 Frickenhausen
Spitzen 0,1-1@ul 1000 Stck., K138.1, Carl Roth GmbH + Co., D-76X&&lsruhe
Plastikpipetten 5 ml, steril, 606180, Greiner Bio€OGmbH, D-72636 Frickenhausen
Plastikpipetten 10 ml, steril, 607180, Greiner Blaoe GmbH, D-2636 Frickenhausen
Plastikpipetten 25 ml, steril, 760180, Greiner Blae GmbH, D-72636 Frickenhausen
15 ml Testrohrchen, 1000 Stck., 188271, Greiner@m@ GmbH,D-72636 Frickenhausen
50 ml Testrohrchen, 500 Stck., 227261, Greiner @ree GmbH, D-72636 Frickenhausen
Reagiergefale 1,5 ml, 39x10 mm &, 1000 Stck., 251Q2Merck Eurolab GmbH, D-
64271 Darmstadt

Kanule Sterican 20G 0,90 x 60 mm, 100 Stiick, 53381B. Braun AG, D-34209
Melsungen

Kanule Sterican 23G 1 1/4 0,60 x 30 mm, 100 St&68k01173, B. Braun AG, D-34209
Melsungen

Einmalspritze mit Luer-Ansatz, 2 ml, steril, 10Qi&k, 53500414, B. Braun AG, D-34209
Melsungen

Einmalspritze mit Luer-Ansatz, 5 ml, Becton DickansDiscarditll, steril, 100 Stick,
53501183, Becton Dickinson GmbH, D-69126 Heidelberg
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* Einmalspritze mit Luer-Ansatz, 10 ml, Becton Dickom Discarditl, steril, 100 Stiick,
130222, Becton Dickinson GmbH, D-69126 Heidelberg

* Einmalspritze mit Luer-Ansatz, 20 ml, Becton Dickim Discarditl, steril, 80 Stiick,
53501185, Becton Dickinson GmbH, D-69126 Heidelberg

* Einmalspritze mit Luer- Ansatz, 1 ml, Injekt-F, stel00 Stiick, B. Braun AG D-34209
Melsungen

* Verschlussfolie Parafilm M, 01852-AB, American Netal Can, Chicago, bezogen Uber
die Apotheke des Universitatsklinikums Mainz

» Bottle-Top Filter ZAPCAP-S 0,@m ,steril, non-cytotoxic, non-pyrogenic, 514H1811,
Schleicher & Schuell Inc., Vertrieb: Merck Eurol&mbH, D-64271 Darmstadt

» Wagepapier im Block, Katalog-Nr. 1-7217, Neolabrtieb: Merck Eurolab GmbH, D-
64271 Darmstadt

e Medicon 50 um, steril, 10 Stiick, 340591, Bectorkidison GmbH, D-69126 Heidelberg

2.11.2 Behaltnisse

* Glasflasche 100 ml, Biochrom AG, D-12247 Berlin

» Glasflasche 500 ml, Schott Duran, Duran Group Gnib35122 Mainz

* Glasflasche 1000 ml, Schott Duran, Duran Group Gnib#85122 Mainz

* Messzylinder 1000 ml, Vitlab GmbH, D-63762 Grol3estin

* Kunstoffbehalter 500 ml, Kartell spa Labware Diwgrsi 20082 Noviglio (Ml), Italy
» Kunstoffbehalter 2000 ml, Kartell spa Labware Dierg 20082 Noviglio (MI), Italy

2.11.3 Pipetten

* Gilson P10, 1Qul, Gilson, Vertrieb: Labotec Vertriebs GmbH, D-691&/iesbaden

* Gilson P100, 10, Gilson, Vertrieb: Labotec Vertriebs GmbH, D-691%/iesbaden

* Gilson P200, 20, Gilson, Vertrieb: Labotec Vertriebs GmbH, D-691%/iesbaden

+ Gilson P1000, 100, Gilson, Vertrieb: Labotec Vertriebs GmbH, D-691®/iesbaden
e Finnpipette 50- 300 ul, Thermo Life Sciences Geyn@i60437 Frankfurt/Main
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Handdispenser Handy Step, 612C5530, Brand GmbH K&dVertrieb: Labotec
Vertriebs GmbH, D-65199 Wiesbaden

Pipetus aku, 612B1874, Hirschmann Laborgeréte ridbrtLabotec Vertriebs GmbH, D-
65199 Wiesbaden

.11.4 Zentrifugen

Heraeus Multifuge 3 L- R, Heraeus Instruments tN&dy: Kendro Laboratory Products,
D-63405 Hanau
Heraeus Megafuge 1.0 R, Heraeus Instruments,isfertkendro Laboratory Products,
D-63405 Hanau

.11.5 Mikroskope und Kamera

Auflicht Mikroskop Leitz Diavert, Serien Nr. 87171Beica Microsystems Group
Objektive: PHACO L 20x /0,32; 170/-

PHACO 10x /0,25; 170/-

4x /0,12; 170/-
Durchlicht Mikroskop Leitz Diaplan, Serien Nr. 0B8 Leica Microsystems Group
Objektive: Ol 100x /1,30; 170/0,17

Pl 40x /0,65; 170/0,17

10x /0,25; 170/-
Durchlicht Mikroskop Leica DM 2500, Serien Nr. 2888 Leica Microsystems Group
Objektive: Ol 100x /1,25; 170/0,17

40x /0,65; 170/0,17

20x /0,4; 170/-

10x /0,25; 170/-
Digitalkamera Leica DFC 290, Serien Nr. 2435628@&i¢ca Microsystems Ltd., CH-9435
Haarbrugg
Bildbearbeitungssoftware Leica Application Suitersion 2.5.0 R1 (Build:975), ©2003-
2006, Leica Microsystems Group auf Windows XP
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2.11.6 Kuhl- und Gefrierschranke

e 4°C Kiuhlschrank und -2@ Eisschrank Liebherr Premium, Kihl-Gefrier Komltioa
Tropen KGT 3946 Typ 5611284, Liebherr-HausgeratdBnD-63263 Neu-Isenburg
» -80°C Kuhlschrank Ultima Il, Revoco Scientific Incoradion, Asheville, N.C., USA

2.11.7 sonstige Gerate

* Flow Hera Safe, Heraeus Instruments, Vertrieb: Keh@boratory Products, D-63405
Hanau

e Flow Laminair, HB 2448, Heraeus Instruments, VeliriKendro Laboratory Products, D-
63405 Hanau

* Inkubator 37°C, 5 % CO2, Heraeus electronic B 5BRECO2, 26136000, Heraeus
Instruments, Vertrieb: Kendro Laboratory Produbt§3405 Hanau

* Wasserbad Typ GFL-1003 14 |, GFL Gesellschaft findrtechnik GmbH, D-30938
Burgwedel

« Waage MC1 Analytic AC 210S, Sartorius AG, D-3707@ttiagen

* Vortex Gene 1 Touch Mixer, SI-0156, Scientific Isthies Inc., N. Y. 11716, USA

» Eismaschine ZBE 30-10, Ziegra Eismaschinen, D-30948hagen

» Stoppuhr digital, TR118, Oregon Scientific GmbH263 Neu-Isenburg

* Medimachine, 340588, Becton Dickinson GmbH, D-69H2&delberg
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3.1 Induktion des experimentellen Asthmas und Behatiung mit Interleukin-1 a

Wie in der Einleitung bereits erlautert, handeltsesh beim allergischen Asthma um eine
Th2-Zell vermittelte allergische Reaktion vom Sdifgs. Um ein murines Modell des
allergischen Asthmas zu verwenden, nutzte ich BALUBAuse, bei welchen im Vergleich zu
C57BL/6 Mausen eine verstarkte Th2-Immunantwortirmuzieren ist [78]. Als potentes
Antigen kam OVA (Albumin chicken egg) zum Einsa&n in der Immunologie haufig
verwendetes Th2-Antigen [95]. In Kombination mitufdinium Potassium Sulfat (Alum)
bildet OVA Komplexe aus, welche sich durch ein nacisgepragteres allergisches Potential
auszeichnen [108]. Um eine Allergie gegen OVA/Almm induzieren, bedurfte es einer
systemischen Sensibilisierung mittels einer intrigpeealen Injektion des Antigens. Das
allergene Agens wird durch das Peritoneum resdrbret induziert eine Differenzierung von
ThO-Zellen zu Th2-Zellen (siehe 1.1.3). Die Senisiigrung wurde nach zwei Wochen erneut
ausgefuhrt. Um ein allergisches Asthma auszultseingden die nun sensibilisierten Mause
erneut OVA exponiert (so genannte Challenge). Hikrdie Inhalation eines OVA-Aerosols
als effektive Methode, da es zu einer homogeneteWieng des Allergens in den oberen und

unteren Atemwegen kommt und die Lunge komplettsstfevird [109].

Zur Durchfuihrung eines Versuches wurden finf Grappe je funf Versuchstieren gebildet,

wobei die Gruppen eins bis vier mit OVA sensibdrsiwurden und die fiinfte Gruppe als
Kontrolle diente. Zur Sensibilisierung wurde denrd(ehstieren am Tag 0 und 14 des
Versuches jeweils 200 pl einer 0,05 % OVA-Alum Logu entsprechend 100 ug OVA,

intraperitoneal appliziert. Die Tiere der Kontraligpe bekamen 200 pl PBS i.p. injiziert. Um
das allergische Asthma auszulésen, wurden die Méugken Tagen 27, 28 und 29 mit einem
0,1 % OVA/PBS- Aerosol fur 20 Minuten behandelt &lénge).

Um den Einfluss von IL-4 auf die immunologische Antwort zu untersuchen, dear den
Gruppen zwei bis vier an definierten Tagen rekomabies murines IL-d in einer

Konzentration von 500 ng in 200 pl PBS pro Mausairitoneal injiziert. Bei Gruppe zwei
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wurde IL-1o an den Tagen null, eins und zwei appliziert, Geugpei wurde an den Tagen

null, eins und 14 mit IL-& behandelt und Gruppe vier an den Tagen 21, 228nd

OVA/Alum
Aerosol
OVA/Alum i.p. OVA/Alum i.p. e;"s“
Vo oy o+
| | | | | ] | | ] ]
| | I | | | | | | |
Tag 0 1 2 14 21 22 23 28 29 30
IL-10.i.p. IL-10i.p. IL-10.i.p.
\ J
[ |
Gruppen: 2 3 4

Abb. 3.1: Induktion des experimentellen Asthmas Betdandlung mit Interleukinel

3.2 Lungenentnahme

Am Versuchsende (Tag 30) wurden die Versuchstiarehddie Injektion von 10 mg Ketamin

und 4 mg Xylazin getétet. Die ventrale Seite wugldégndlich mit Ethanol desinfiziert und

nach einer kleinen medianen Inzision das Fell sfumipgelost. Danach wurde eine
transversale Laparatomie kurz unter dem Rippenbdgechgefiihrt ,das Zwerchfell von den
ventralen inneren Thoraxwand abgeltst und die Rlparietalis ertffnet. Die Rippen wurden
im Bereich der vorderen Axillarlinie beidseits dorennt und die nun abgeldste ventrale
Thoraxwand nach kranial weggeklappt. Die rechtegeuwurde am Hilus abgesetzt und in

toto entnommen, in ein 15 ml Falcon mit PBS Ubetfiind auf Eis gestellt.
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3.3 Zellgewinnung

3.3.1 Mechanische Separation mittels Medimachine

Die Lunge wurde unter sterilen Bedingungen aufreifetrischale mit einem Skalpell in ca. 5
mm kleine Stlcke geschnitten. AnschlielBend wurae Medicon mit den Lungensticken

beschickt und mit 1 ml RPMI- Losung befilllt. Das ditmn wurde in die Medimachine

eingespannt und diese wurde fur 3 min aktiviertsékie3end wurde das Medicon mit 10 ml
RPMI unter gleichzeitigem Aspirieren mit einer $pei gespult und das Aspirat wurde in ein
50 ml Falcon Uber ein 70 um Zellsieb Uberfiihrt. &elRend wurde die Mediconspindel
noch einmal gedreht und erneut mit 10 ml RPMI gispler Inhalt wurde ebenfalls aspiriert

und in das Falcon uberflihrt, welches auf Eis getagerde. Es folgte eine Zentrifugation fir
10 Minuten bei 200 g und 4°C mit anschlieBendenwéeien des Uberstandes.

3.3.2 Mechanische Separation mittels Pinzette

Unter sterilen Bedingungen wurde eine Petrischate5mml RPMI gefillt und ein 70 pm
Zellsieb hineingestellt. Dann wurde die murine Lemig das Zellsieb tberflhrt und mit einer
spitzen Pinzette zerpfliickt und zerrieben. Dassidd wurde Uber der Petrischale mit 10 ml
RPMI gespdult, der Inhalt der Petrischale aspingrt Gber ein frisches Zellsieb in ein 50 ml
Falcon (auf Eis) uberfuhrt. Abschlie3end wurden Zigdlen abzentrifugiert (10 Minuten bei

200 g und 4°C) und der Uberstand verworfen.

3.3.3 Enzymatischer Verdau

Die Lunge wurde unter sterilen Bedingungen in ePetrischale mit Skalpell und Pinzette in
ein bis zwei Millimeter kleine Stiicke geschnittde. eine zerschnittene Lunge wurde in ein
Well einer 24-well Platte Uberfihrt und es wurdebO7ul einer Liberase-L6sung
hinzupipettiert. Die Platte wurde fur 20, 60 und BDBnuten im Brutschrank bei 37°C
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inkubiert, danach wurde der enzymatische Verdayamgsess durch die Zugabe von 750 pl

RPMI-complete gestoppt.

3.3.4 Mechanische Separation mittels Pinzette tZpund Zellsieb

Nach dem Verdau wurden die Lungenstiicke mitsamtibiedn ein in einer Petrischale
stehendes 70 um Zellsieb tberflhrt. Dort wurdenLdiegenstiicke mit einer Pinzette noch
einmal zerkleinert und dann mit dem Kolben einemPR Einmalspritze zermérsert. Das
Zellsieb wurde Uber der Petrischale zweimal mit Rig®bpult, das Eluat aspiriert, in ein 50
ml Falcon verbracht und auf Eis deponiert. Ans@died wurden die Falcons fur 10 Minuten
bei 200 g und 4°C zentrifugiert und danach der Efaexd verworfen.

4]

Q + RPMI

|

Abb. 3.2: Mechanische Separation mittels Pinz&eitze und Zellsieb

3.3.5 Erythrozytenlyse

Die Falcons mit den Zellpellets wurden mit 1,5 mCKLysispuffer fur 2 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und danach mit 5 ml RPMifgefillt. Es folgte eine

Zentrifugation fir 10 Minuten bei 200 g und 4°C,nach der Uberstand verworfen und die
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verbliebenen Zellpellets mit 1 ml PBS resuspendirtden. Die Suspension wurde erneut

mittels eines 70 um Zellsiebes filtriert und aus Gelagert.

3.3.6 Zellzéhlung

Zur Zellzahlung diente eine Neubauer-Zahlkammenuil@er Zellsuspension wurden in einer
96-well Platte mit 90 ul Trypanblau gemischt unddie Zahlkammer tberfihrt. Die nicht
viablen Zellen farbten sich tiefblau an und wurdeei der Zahlung ebenso wie die
verbliebenen Erythrozyten nicht berlcksichtigt. tefgte das Auszahlen der Zellen bei
100facher Vergrof3erung in 16 Feldern. Zur Ermiglaer totalen Zellzahl pro 1 ml wurden
die gezahlten Zellen mit dem Verdiinnungsfaktor (L@ dem Kammerfaktor (1xi0

multipliziert.

3.4 Gewinnung der BAL

Zur Gewinnung der BAL wurden die Versuchstiere woereits in 3.2 beschrieben mit
Ketamin und Rompun getdtet. Dann desinfizierte dah ventrale Seite, inzidierte das Fell
Uber dem Foramen jugulare und praparierte das dtethpf ab. Es folgte die stumpfe
Praparation der Trachea, welche mit einem Spatetduund unterfasst wurde. Mit einem
Skalpell schnitt ich die Trachea unterhalb desear®ingknorpels circa zur Halfte quer ein
und fuhrte einen Trachealkatheter ein, welchen mcittels eines hinter der Trachea
durchgefuhrten Bindfadens fixierte. Uber den Kaghe&turde die Lunge mit sechsmal 0,5 ml
PBS gesplilt, wobei nach jeder Applikation die Lavags der Lunge aspiriert und in einem
15 ml Falcon auf Eis gelagert wurde.

AnschlielRend wurden die Lavage fur 10 Minuten @ g und 4°C zentrifugiert und danach
der Uberstand in ein frisches Falcon dekantiert, darin die Zytokinkonzentrationen zu
bestimmen. Das Zellpellet wurde mit 1 ml PBS resusiert und die Zellen wie in 3.3.6

beschrieben gezabhit.
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3.5 Kultivierung und Restimulation

Je Lunge wurde drei Wells einer sterilen 96-weditfel mit flachem Boden mit 1xi@ellen
beschickt und das Well auf 200 pl mit RPMI complatégefullt. Das erste Well diente als
Negativkontrolle, zu dem zweiten wurden 50 pg/ml ABRrotein zur Restimulation
hinzugegeben, dem dritten Well setzte ich 1 pg/EB &ls Positivkontrolle zu.

Es erfolgte die Inkubation der Platten fur 24 Semdn Brutschrank bei 37°C und 5% €0
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Uberd&ider Zellkulturen abpipettiert und bei
-20°C eingefroren.

3.5.1 Restimulation mit OVA-Peptid

In weiteren Versuchen wurde untersucht, ob es eyrerschied in der Zytokinproduktion
nach Restimulation der Zellen mit OVA-Peptid, bZ@VA-Protein gibt. Zu diesem Zweck
wurden in ein zusétzliches Well 1,81Bellen pipettiert und das Well auf 200 pl mit RPMI
complete aufgefillt. Danach wurde 5 pg/ml OVA-Peégtinzugegeben und die Platten wie

bereits unter 3.5 beschrieben inkubiert.

3.6 Cytospin

Um die Zusammensetzung der aus der murinen Lungerien Zellen histologisch zu
analysieren, wurden Cytospins angefertigt. Dabedem® mittels einer Zentrifuge Fliehkrafte

erzeugt, die die Zellen auf einen Objekttrager eatiérn. Die Zellen werden dann
lichtmikroskopisch nach zytomorphologischen Krgerdifferenziert.

3.6.1 Praparation der Cytospins
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Je anzufertigendem Cytospin wurden 8kZ@llen mit 150 pl PBS resuspendiert. Mit einer
speziellen Metallklemme wurden ein zuvor bescheft®©bjekttrdger mit einem Filterpapier
und einem trichterférmigen Kunstoffapplikator venblen. In den Applikator pipettierte ich
die oben beschriebene Zellsuspension und zeneifiegi den Ansatz mit 500

Umdrehungen/min fur 5 Minuten in der Cytospin 2-#iénge.

3.6.2 Farbung und Auswertung

Nach der Zentrifugation wurden die Objekttrageraahrst an der Luft getrocknet und danach

fur 2 Minuten in Fixierlosung gestellt. Zum Farbemrden sie ebenfalls fur jeweils 2

Minuten in Eosin- und Thiazinlésung getaucht. Ddnaairde die Uberschissige Farbe in

einem Behalter mit Wasser vorsichtig abgeschweakschlie3end lie ich die Praparate

lufttrocknen.

Zur lichtmikroskopischen Auswertung wurden die Ggims mit einem Tropfen

Immersionsdl versehen ,bei 1000facher VergroRe(l@gr Okular plus 100 Ol- Objektiv) bis

zu einer Gesamtzahl von 300 Zellen ausgezéhlt yhidah in basophile-, eosinophile- und

neutrophile Granulozyten, sowie Lymphozyten und Makagen/Monozyten differenziert.

Bezlglich der Unterscheidungsmerkmale bediente naich unter anderem folgender

zytomorphologischen Kriterien (bezogen auf EosifHiazin Farbung und 1000fache

VergroRerung, Beispiel siehe Abbildung 3.3 [110]):

e (B- und T-) Lymphozyten sind relativ klein und rundd haben ein im Verhaltnis zum
Zytoplasma grof3en intensiv gefarbten Kern.

* Eosinophile Granulozyten zeichnen sich durch eiaeualaren Kern mit innenliegenden
und perinuklear lokalisierten feinen roten Graraua.

» Basophile Granulozyten erkennt man durch ihr fetredblau granuliertes Zytoplasma.

* Neutrophile Granulozyten haben je nach Alter eireif. mehrfach segmentierten Kern
und zeigen lichtmikroskopisch allenfalls eine scbimaGranulierung.

* Makrophagen und Monozyten sind die grol3ten zu fiddea Zellen, mit grof3en, teilweise
weniger intensiv gefarbten Kernen, die rund odedeisenformig sind. lhr Zytoplasma

weist keine Granulierung auf.
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Eosinophiler Granulozyt

Cytospin + Ubersicht — 400fache, VergréRerung - HE Neutrophiler Granulozyt

Alle Einzelzellen
in 1000facher
Vergrofierung
dargestellt;
Hamatoxylin-
Eosin-Farbung

Makrophage Lymphozyt

Abbildung 3.3:Lichtmikroskopische Darstellung eines Cytospins unceinzelner Zellen.
Dargestellt ist ein reprasentativer Cytospin aus@A-Gruppe des Versuches Nummer 11.
Alle Zellen sind HE-gefarbt. Die Ubersicht wurdei B@0facher, die einzelnen Zellen bei

1000facher Vergrof3erung aufgenommen (Abbildungiéndise nachbearbeitet).
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3.7 FACS-Analyse

Mit der Durchflusszytometrie (FACS) kann man Zellemttels der an ihrer Oberflache
exprimierten Antigene phanotypisieren. Man verwerdizu mit Fluorochromen markierte
monoklonale Antikérper, welche mit ihrem spezifisnoh Fab-Fragment an das zu

detektierende Oberflachenantigen binden.

CD3, CD4 und CD8 sind Bestandteil des T-Zell-Reasdqmmplexes (TCR) und dienen der
Interaktion mit MHC-Il bzw. MHC-I. Sie sind als Tell-spezifisch zu betrachten und daher
zu ihrer Charakterisierung gut geeignet und auabliett [111-113].

Zur Identifikation von murinen DCs, welche bei deiZell-Aktivierung eine grofRe Rolle
spielen [114-116], benutzte ich einen Antikbrpeggge CD11c. CD11c ist ein beta 2-Integrin
und spielt eine Rolle bei der Migration und Diapselfl 17-119] und ist dartiber hinaus an der
Erfassung und Prasentation von Antigenen durch i@sligt [120-122].

Murine Makrophagen lassen sich durchflusszytonatrisoer ihr F4/80-Oberflachenmolekil
charakterisieren. F4/80 ist ein Mitglied der EGF-MHRezeptorfamilie, zu deren Aufgaben
unter anderem die Signallbertragung und Adhasidrborga [123-125]. Konkret ist der
F4/80-Rezeptor fur die Differenzierung antigensgseibier regulatorischer T-Zellen
verantwortlich und somit ein wichtiger Baustein @amunologischen Toleranz [126,127].

Bei der durchflusszytometrischen Abgrenzung derimear eosinophilen Granulozyten bietet
sich als Marker CCR3 an [128,129]. Hierbei handslsich um einen CC-Chemokinrezeptor,
welcher vor allem auf der Oberflache von eosingrhiGranulozyten exprimiert wird, aber
auch auf Basophilen und Th2-Zellen zu finden i80F1L33]. CCR3 bindet unter anderen
chemotaktisch wirkende Chemokine (Eotaxin, RANTES.() und bewirkt eine Steigerung
der Rekrutierung und Proliferation [131,134,135].

Zur selektiven Darstellung neutrophiler GranulomytEMN) verwendete ich NIMP-R14, von
welchem in Studien gezeigt werden konnte, dass ler irthibierender monoklonaler
Antikdrper PMN effizient depletieren kann [136,137]
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Als weitere Methode zur Abgrenzung von Eosinophilerd Neutrophilen innerhalb der
Granulozytenpopulation mittels FACS ist die Diffiezeerung mittels Granularitat
beschrieben [139-141]. Uber das Ausmaf der Segstéeuung (SSC) lasst sich der Grad der
Granulierung der gemessenen Zellen abschétzerintdiesitat der Vorwartsstreuung (FSC)
korreliert mit der GroRR3e der gemessenen Zelleningphile weisen eine hohere und feinere
Granulierung des Zytoplasmas auf als Neutrophileé aben daher im FACS eine hohere
Seitwartsstreuung (S$€). In der Streulichdarstellung lassen sich dahétebPopulationen

Uber die Intensitat der Seitwartsstreuung (SSQ)trgat von einander trennen.

Oberflachenantigen Reprasentiert auf Zelltyp
CD3 T-Zellen

CD4 T-Helferzellen

CD8 zytotoxische T-Zellen
CD11c dendritische Zellen
F4/80 Makrophagen

CCR3, SSE&v" eosinophile Granulozyten
NIMP-R14, SSEY neutrophile Granulozyten

Tabelle 3.1: Im Rahmen der Durchflusszytometemvendete

phanotypische Marker zur Charakterisierung eirerelielltypen.

Um die unspezifische Bindung des Fc- Teils der eadeten Antikorper am Fc- Rezeptor der
zu untersuchenden Zellen zu verhindern, muss mesedimit einem CD16/32-Antikorper,
dem sogenannten Fc-Block, besetzen. Ein weiterénrfagtor ist die unspezifische
Proteinbindung zwischen Antikérper und Zellobetfiéc Durch den Einsatz von murinen
Fluorochrom markierten Isotyp-Antikorpern lassthsdiese StorgrofRe ermitteln und aus den

Messsignalen heraus rechnen.

Als Fluorochrome verwendete ich Fluorescein Isatydmat (FITC) und R-Phycoerythricin
(PE), welche nach Anregung durch den in unseremcliluisszytometer verwendeten
Argonlaser Licht bei einer Wellenlange von 525-58@ (FITC), bzw. 570-580 nm (PE)
emittieren. Die Intensitat des emittierten Lichtesreliert mit dem Anteil des spezifisch

gebundenen Oberflachenantikoérpers und der dadiatakterisierten Zellen.
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Ich fuhrte alle FACS-Analysen und Auswertungen mém FACS-Calibur Gerat unter
Verwendung der CellQuest-Software durch, welche @uaem Apple Power MAC G4

installiert war.

3.7.1 FACS- Farbung

Je Versuchstier wurden 3,2)1Bellen in je sieben Wells einer 96-well Platteqttiert. Um
die Zellen zu waschen, wurden die beladenen Well@0 pl FACS-Puffer beflllt und die
Platte wurde fur 5 Minuten bei 200 g und 4°C zémgiert. Dann wurde der Uberstand
verworfen und das verbliebene Zellpellet im rebdic FACS-Puffer resuspendiert. Der
Waschschritt wurde noch ein zweites Mal wiederhatischlielend wurden 10 ul Fc-Block
(10 pg/ml) zu den Zellen pipettiert und die PlatieMinuten im Kihlschrank inkubiert. Es
folgte das Aufbringen von 10 pl des 1. Antikdrpéseehe Tabelle 3.2) mit anschliel3ender
30mindtiger Inkubationszeit im Kihlschrank. Danawhurden die Platten wie oben
beschrieben mit 150 pl FACS-Puffer gewaschen und2déntikérper wurde in die Wells
pipettiert, welcher wieder eine halbe Stunde im IK¢iwank binden sollte. Es folgte eine
erneuter Waschschritt mit 150 ul FACS-Puffer. Abbeffend wurden die gefarbten Zellen
mit 100 pl FACS-Puffer resuspendiert, in ein Fal&hrchen Uberfuhrt und auf ein
Gesamtvolumen von 500 pl mit FACS-Puffer aufgefiils folgte die Messung mit dem

Durchflusszytometer.

1. Antikorper 2. Antikorper
R2a-FITC H-1gG-PE
CD3-FITC CD11c-PE
CD4-FITC CD8-PE
MHC II-FITC F4/80-PE

- GR1-bio (+ SA-PE)
NIMP (+ anti-rat-FITC) | -
CCR3-FITC -

N OO B WN

Tabelle 3.2: Im Rahmen der Durchflusszytomedhigesetztes

Antikérperpanel. Dargestellt sind die verwendé{efrbungen.
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3.7.2 FACS-Messung und -Auswertung

Zu Beginn der Messung generierte ich einen Dotpiolyelchem die Vorwartsstreuung gegen
die Seitwartsstreuung dargestellt war, um alle gme@en Ereignisse abzubilden. Dann
definierte ich mittels eines Auswahlfensters (Megée) den Bereich, in welchem sich die
inflammatorischen Zellen befinden und grenzte derllsghrott aus. FUr jede
Antikdrperkombination (siehe Tabelle 3.2) ersteittb einen weiteren Dotplot, in welchem
das eine Fluorochrom (z. B. FITC) gegen das an@er8. PE) dargestellt wurde, um die
entsprechenden positiven Zellen aus dem Mastergat@arstellung zu bringen.

Uber die Justierung der ,Detectors” stellte ich idietypen moglichst genau ein (wichtig, um
den Fehler durch die unspezifische Proteinbinduiglithst gering zu halten), mittels der
~,Ccompensation“ versuchte ich die gefarbten Zellaighehst optimal abzubilden. Nachdem
ich die Parameter fur den jeweiligen Versuchstaglicingestellt hatte, mal ich alle Proben
durch und speicherte die Messwerte.

Wie erwahnt korreliert die Intensitat des emitgertLichtes mit dem Anteil des spezifisch
gebundenen Oberflachenantikérpers, daher lasst dechAnteil der Oberflachenantigen-
positiven von den -negativen Zellen im Mastergatarien und lasst Ruckschlisse z. B. auf
den Gehalt von CD3-positiven Lymphozyten in derewsuichten Probe zu. Bei der GR1-PE
Messung bildete ich den entsprechenden Fluorocltanal zusatzlich gegen die Granularitat
ab (SSC, Seitwartsstreuung). So gelang es, dieetemgl eher stark granulierten
eosinophilen Granulozyten (S3¢) von den gering granulierten neutrophilen Granytiez
(SSC") abzugrenzen. Die durchflusszytometrisch ermételtrelativen Anteile der zu
isolierenden Zellpopulation werden in Prozent dersagnten Zellen im Mastergate
wiedergegeben. Anhand der manuell ausgezahltem@aslizahlen lassen sich die absoluten
Zahlen der jeweiligen Zellen errechnen.

In Abbildung 3.4 ist eine typische Messung im Diisszytometer exemplarisch aufgefuhrt.
Zu beachten ist das Mastergate (R1), welches inplBobben links den zu untersuchenden
Bereich definiert und den Zellschrott abgrenzt. Dieiteren Dotplots reprasentieren
ausschlieflich die jeweiligen Fluorochrom-positiv&llen aus dem Mastergate. Unten links
ist der Dotplot mit den GR1/S$€-positiven (groRer Kreis) und GR1/SSClow-positiven
Zellen (kleiner Kreis) dargestellt.
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Abbildung 3.4:Reprasentative FACS-Analyse muriner Lungenzellen

Dargestellt sind die Daten eines Tieres der PBSHidgruppe aus
Versuch 9. In dem gro3en Dotplot ist die Gesamtzidil gemessenen
Zellen in der Vorwarts-und Seitwéartsstreuung aldehi Die kleineren
Dotplots zeigen spezifisch gefarbte Zellen aus dgate R1. Uber die

Isotypenkontrolle wurden die Uber eine unspezifiscBberflachen-

molekilbindung geféarbten Zellen ausgeschlossen.
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3.8 ELISA

Bei dem ELISA (enzyme-linked immuno-sorbent asdaamdelt es sich um ein indirektes
Verfahren, um Proteinkonzentrationen zu ermittélondchst wird eine Platte mit einem
spezifischen monoklonalen Antikorper (Capture Adtger) belegt, an welchen ein
bestimmtes Epitop des zu detektierenden Zytokiresnar Zellkulturlésung bindet. Dann gibt
man im Verlauf einen ebenfalls monoklonalen Antpeir (Detection Antikérper) hinzu,
welcher an einem anderen Epitop des Zytokins binDet Antikorper verfugt Uber eine
Enzymaktivitdt, welche ein Substrat umsetzt, wobieh dessen optische Eigenschaften
andern. Die optische Dichte korreliert mit der Meran gebundenem Zytokin und kann in

Relation zu einer mittels definierter Standardseditsr Eichkurve quantifiziert werden.

Um die Charakteristik der induzierten Immunreaktiord eventuelle Effekte durch ILalzu
erfassen, analysierte ich als Vertreter der Thiye die Interleukine 4, 5, 10 und 13, deren

Rolle in der Th2-Immunreaktion durch viele Studas gesichert anzusehen ist [142-147].

IL-4 wird in erster Linie von Th2- und Mastzelleroduziert [148]. In seiner Eigenschaft als
Faktor fur die Differenzierung von ThO-Vorlaufertesl zu Th2-Zellen tragt es wesentlich zur
Entwicklung einer humoralen Immunantwort bei, welcurch die weitere Sekretion von IL-
4 aus Th2-Zellen zusatzlich verstarkt und staleittsivird [149]. Dabei induziert IL-4 die

Differenzierung von B-Zellen zu Plasmazellen [150p den Isotyp-Klassenwechsel zu IgE
und IgGl. AufRerdem bewirkt es eine Aktivierung uRekrutierung von Mastzellen,

basophilen und eosinophilen Granulozyten [149].PAactiinflammatorische Effekte, wie die
Hemmung der Differenzierung und Proliferation vohl3Zellen tber die Antagonisierung

von IFN-y und die Inhibition der Makrophagenaktivierung sbeschrieben [151].

Produktionsstatte des Zytokins IL-5 sind T- und Briphozyten, NK-Zellen, Mastzellen und
eosinophile Granulozyten [152-154]. IL-5 wirkt spgiesch auf eosinophile und basophile
Granulozyten und fuhrt zu einer verstarkten broalem Infiltration durch Eosinophile [155-
159]. Zusatzlich ist eine mit IL-4 gemeinsame Siaion von B-Zellen beschrieben
[160,161].
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Die Hauptbildungsstatten von IL-10 sind Monozytdi2-Zellen und B-Zellen [162,163].
Ihm kommt eine bedeutende Funktion als immunsuppres (Th2-) Zytokin zu und es wirkt
in vielen Bereichen als Gegenspieler der Thl-ZytekiL-12 und IFNy. IL-10 inhibiert in
APCs die Produktion von inflammatorischen Zytokingh-12, TNF-a u. a.), sowie die
Expression von MHC-II und kostimulatorischen Mol&uiund férdert dadurch indirekt die
Differenzierung von Th2-Zellen [164,165]. Gleichizgiwirkt IL-10 als Koaktivator der
Proliferation von B-Zellen, fordert die polyklonalenmunglobulinsynthese und aktiviert
Mastzellen. In Makrophagen hemmt IL-10 die Produktvon NO und Sauerstoffradikalen
[152], bei DCs wurde seine Bedeutung zur EntstelwvamgToleranz nachgewiesen [166].

Die Produktion von IL-13 beschrankt sich vornehimliauf Th2-Zellen, Mastzellen und
Basophile. Es vermag eosinophile Granulozyten zivieken und deren Uberlebenszeit zu
verlangern [167]. Bezlglich der Th2-Zell-Differeaming spielt IL-13 eine z. T. mit IL-4
Uberlappende Rolle, obwohl IL-4 als Hauptmediater Th2-Zellentwicklung gilt [168,169].
Beim allergischen Asthma geht eine erhdhte IL-1®+Egsion durch Th2-Zellen und
aktivierte Mastzellen mit einer bronchiale Obstrakt und einer Mukus-Hypersekretion

einher [170,171], eine gezielte Blockade fuihrt zimderung der klinischen Symptome [172].

Zum Nachweis von Thl-Effekten griff ich auf IRNzurtick, ein Gewebehormon, welchem
funktionell eine zentrale Rolle bei der Initialisi@g einer Thl-Immunantwort zukommt
[173,174].

IFN-y wird vornehmlich von Thl-Zellen, CTLs und NK-Zell@roduziert [175-177] und ist
ein Klasse ll-Interferon [178]. Stimuliert durchedIL-12- und IL-18-Sekretion von APCs
sezernieren Thl-Zellen IFMund proliferieren durch eine autokrinen Verstéark{h79,180].
Weiterhin fihrt es zur Aktivierung von NK-Zellen dinMakrophagen [181] und der
Hochregulation von MHC-1 [182] und dient somit j@edsweise einer zellular-vermittelten
Abwehr gegen Bakterien oder Viren [183]. Zusatziicuziert IFNy die IL-12-Produktion
in Phagozyten [184] und hemmt die Synthese von Ih-#h2-Zellen [185]. Darlber hinaus
stimuliert es die Diapedese und Migration von Lywpten [186,187].

Alle Messungen wurden mit dem ELISA Microplate BexaELx808 in Verbindung mit der

KC junior Software durchgefihrt.
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Bei den folgenden Ausfuhrungen soll exemplarischHgrstellerprotokoll der Firma BD und
eines der Firma R&D dargestellt werden. Die andé&telSA wurden analog der Protokolle
durchgefuhrt und unterscheiden sich lediglich dudah verwendeten Kits und Reagenzien
(siehe 2.9.1-2.9.5)

3.8.1 IL-4 ELISA

Am Vortag hatte ich die Platten mit jeweils 100Gdpture Antibody (500 pg/ml) pro Well
belegt und tUber Nacht bei 4°C inkubieren lassen Riatte werden 48 pl Capture AB auf
11,95 ml Coating Puffer benétigt). Am nachsten Tepe ich die Platten dreimal mit
Waschpuffer gewaschen und danach fir eine Stunde2®d pl Assay diluent geblockt.
Inzwischen verdinnte ich meine Proben 1:2 mit AsBadyent und setzte eine aus acht
Proben bestehende Standardreihe an, die ausgebertd®® pg/ml um den Faktor zwei linear
herunter verdinnt wurde. Der achte Standard diaistéeerwert und enthielt ausschlief3lich
Assay Diluent. Nach dem Blocken habe ich die Plattaeut dreimal gewaschen und je 100
pl Standard (Doppelbestimmung) bzw. Probe auf datd® gegeben und fir 2 Stunden
inkubieren lassen. Nach Ablauf der Inkubationsaeitden die Platten finfmal gewaschen,
danach wurden je 100 ul des zuvor angesetzten twiskntikdrpers (500 pg/ml) zugegeben
(pro Platte mischte ich 48 pl Detection-Antikorperd 48 pl Avidin HRP mit 12 ml Assay
diluent). Die Platten wurden dann fur 1 Stunde Raumtemperatur inkubiert. Es folgten
sieben Waschritte, anschlielBend gab ich jeweils f0Gubstrat (TMB und Hydrogen
Peroxide, 1:1 gemischt) in jedes Well und lie3 sallgr etwa 20-30 Minuten bei
Raumtemperatur unter Beachtung der Farbungsgesdigkeit dunkel inkubieren. Nach
ausreichender Reaktionszeit (erkennbar am line&aebabfall der mit Standard belegten
Wells) stoppte ich die Reaktion mit je 50 pl Phamghiure. Dann wurde die optische Dichte
der einzelnen Standards und Proben bei 450 nmatteRteader gemessen.

3.8.2 IL-10 ELISA

Durchfuhrung analog 3.7.1, allerdings mit einem8tadreihe ausgehend von 2000 pg/ml.
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3.8.3 IFNy ELISA

Auch hier wurden die Platten am Vortag mit je 100Qapture-Antikdrper (720 pg/ml)
beschickt und Uber Nacht bei Raumtemperatur inkulfpro Platte 11 ml PBS mit 61 pl
Capture-Antikodrper). Am Versuchstag wurden die tetazweimal gewaschen und mit 300 pl
Block- Puffer je Well belegt. Wahrend des Blockengden die Standartreihe ausgehend von
2000 pg/ml angelegt, und die Proben 1:2 mit ReaBénent verdinnt. Nach dem Blocken
wusch ich die Platten zweimal, beschickte sie rtan8ard und Proben (100 ul je Well) und
liel alles fur 2 Stunden bei Raumtemperatur inkeinieNach zweimaligem Waschen gab ich
jeweils 100 pl Detection- Antikorper(144 pg/ml) jedes Well (pro Platte 11 ml Reagent
Diluent mit 65 pl Antikorper), es folgte eine wegdnkubationszeit Giber 2 Stunden. Danach
wurden (nach zweimaligem Waschen) Streptavidin ugegeben (100 ul je Well, pro Platte
55 ul Streptavidin auf 11 ml PBS) und die Plattén 20 Minuten dunkel inkubiert. Es
erfolgte ein zweimaliger Waschschritt und die Zugalon je 100 pl Substrat mit einer
anschlieenden Reaktionszeit von etwa 20 Minutanndvurde die Reaktion wieder mit je
50 ul Phosphorséaure gestoppt und die optische ®l#it450 nm gemessen.

3.8.4 IL-5 ELISA

Analog 3.8.3, allerdings mit einer Verdinnung deolden von 1:3 und einem hdchsten
Standard von 2000 pg/ml.

3.8.5 IL-13 ELISA

Analog 3.8.3, allerdings mit einer Verdinnung deoden von 1:3 und einem héchsten
Standard von 4000 pg/ml.
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3.9 Statistische Auswertung

Meine statistischen Auswertungen fihrte ich mitt\&&aw fur Windows, Version 5.0 (SAS
Institute Inc., 1992-1998), unter Annahme einemnflganzniveaus von g 0,05 und unter
Verwendung des Students t-Tests flr unverbundenkpsbben durch. Als Hypothese wurde
angenommen, dass es keinen nachweisbaren Untersoliechen den zu vergleichenden
Daten gibt (=0). Es wurden immer mindestens dreirsMehe mit mindestens drei

Versuchstieren je Gruppe ausgewertet.

Alle Daten wurden als Mittelwert + SEM aus n = 312abh&ngigen Versuchen mit3-5

Mausen/Gruppe dargestellt.

Samtliche Abbildungen und Tabellen wurden mit demgPammen Word, Excel und
Powerpoint des Office 2003 Pakets der Firma Midtpssowie dem PDFCreator in der

Version 0.9.7 erstellt.
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4. Ergebnisse

4.1 Methodenetablierung zur Zellgewinnung, Zellausbute und Restimulation
4.1.1 Mechanische und enzymatische Prozessierung

Um bezuglich der Zellisolierung aus der kompletteturinen Lunge ein praktikables
Verfahren zur optimalen Zellausbeute zu ermittelfijhrte ich zunéchst vier
Vorversuchsreihen durch. Wie bereits in Abschnid I3eschrieben, separierte ich die Lunge
mittels Pinzette oder Medimachine, bzw. drickte diror zerteilte Lunge mittels eines
Spitzenstempels durch ein Zellsieb. Im weiteren lAtdr setzte ich zusatzlich eine
enzymatische Aufspaltung unterschiedlicher Daues Hdangengewebes ein. Durch die
Kombination der mechanischen Zerteilung der Lunggtets Pinzette, enzymatischem
Verdau lber 60 Minuten und dem anschlieBenden étaasder Lungenstiicke durch ein
Zellsieb, lieR sich die Anzahl der gewonnene Zelgrtendlich im Mittel auf 18,2 + 4,7x10
je Lunge maximieren (siehe Abb. 4.1 A). In den Eglgrsuchen wurde auschliel3lich diese

Methode zur Gewinnung von Zellen aus der gesamteimen Lunge verwendet.

4.1.2 Gesamtzahl der aus der Lunge bzw. BAL gewoemeellen

Bezogen auf die Gesamtheit der durchgefiuhrten besibetrug die Gesamtzahl der aus
einer rechten murinen Lunge isolierten Zellen int#i23,6 + 1,4 x1® Signifikant mehr
Zellen lie3en sich aus den Lungen der Tiere, wemtlggtzlich mit IL-& an Tag 0, 1 und 2
(26,7+ 1,4x10 Zellen, Mittelwert + SEM, p< 0,002) bzw. an den Tag 21-23 behandelt

worden waren (26,6 + 1,9x4,Q < 0,05), isolieren.

Bei der Betrachtung der Ergebnisse Aealysen der mittels BAL gewonnenen Zellen ist zu
beachten, dass weniger Zellen aus der BAL gewowsgden konnten als aus einer komplett
prozessierten Lunge (durchschnittlich je Tier 1,0,4x1G6 versus 23,6 + 1,4x2p Dariiber

hinaus war die Anzahl der durchgeflhrten Experimentr Analyse der BAL geringer, als die
zur Analyse der kompletten Lunge (4 versus 8 nenhtcschem Protokoll). Demzufolge war
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ebenso die Zahl der lavagierten Tiere niedrigerdis der pneumektomierten (insgesamt
durchschnittlich 17 lavagierte Mause je Gruppe uwersim Mittel 39 einseitig
pneumektomierte Tiere je Gruppe).

Innerhalb der einzelnen Gruppen war die Differewiseghen den isolierten Zellzahlen aus der
BAL und aus der kompletten Lunge unterschiedlicegepragt. Besonders deutlich stellte
sich dies in der Gruppe, welche zusétzlich an degem 0 bis 2 mit IL-d behandelt worden
war, dar. So konnten in dieser Gruppe um mehreskhktor zehn niedrigere Zellzahlen aus
der BAL isoliert werden als aus der kompletten Leingg< 0,002, siehe Abb. 4.1 B).

4.1.3 Restimulation der isolierten Zellen mit OVAeRin bzw. OVA-Peptid

In einer Reihe von weiteren Vorversuchen untersugtl, ob sich die gewonnenen und
kultivierten Zellen durch OVA-Peptid bzw. OVA-Pratebesser restimulieren und zur
Produktion von Zytokinen anregen lassen. Durch iH@mof. Dr. Edgar Schmitt (Institut fur
Immunologie, Mainz) wurde mir freundlicherweise O\R&ptidosa3g (Sequenz
ISQAVHAAHAEINEAGR) zu Verfigung gestellt. Nachdemchi die myeloiden,
inflammatorischen Zellen mittels der in Abschnit8 deschriebenen Methode isoliert hatte,
wurden jeweils 1x10Zellen mit PBS, 5 pg/ml OVA-Peptid, 50 pg/ml OVAeRein bzw. 1
pg/ml SEB versetzt und fur 24, 48 und 72 StundeBmitschrank inkubiert. Es zeigte sich,
dass sich nach Restimulation mit OVA-Protein einaximale Zytokinproduktion erzielen

lasst (im Mittel nach einer Inkubationszeit von&inden, siehe Abb. 4.1 C).
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Abbildung  4.1: Methoden-

etablierung zur Zellgewinnung,
Zellausbeute und Restimulation.
Bei jeweils 5 Mausen wurde
entsprechend dem in Abschnitt 3.1
beschriebenen Protokoll ein
allergisches Asthma induziert. An

Tag 30 wurde die rechte Lunge

entnommen und mittels
unterschiedlicher Methoden
behandelt, um inflammatorische

Zellen zu isolieren. Dargestellt sind
die absolut gewonnen Zellzahlen
(Mittelwerte =+ SEM, Abb.A). Abb.

B stellt die Zahl der an Tag 30 aus
der rechten Lunge und aus der BAL
gewonnen Zellen in Abhangigkeit
von der Behandlung (PBS, OVA, IL-
Abschnitt  3.1) dar
(Mittelwerte £ SEM). Abb.C stellt
ELISA
Konzentration von IL-4 nach 24, 48
und 72 Stunden Inkubation dar
(Mittelwerte + SEM). Jeweils 1x£0

Zellen wurden nach Isolation aus der

la, siehe

die mittels gemessene

Lunge kultivert und mit PBS, 5 pg/ml
OVA-Peptid, 50 pg/ml OVA-Protein
bzw. 1 pg/ml SEB restimuliert.
(n>3; Diff. zu OVA: * = p< 0,05;
** = p <0,005; ***=p< 0,002
Lunge vs. BAL: + = 0,05; + + =
p<0,005; + + +=px 0,002)
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4.2 Histologische Differenzierung mittels Cytospin

In der Auswertung der Cytospins der aus der kortesletechten Lunge isolierten Zellen
zeigte sich in der OVA-Gruppe ein signifikant hdrerAnteil an murinen eosinophilen
Granulozyten verglichen mit der Kontrollgruppe 211% versus 7 = 1%, g 0,002). Im
Gegensatz dazu liel3en sich niedrigere Anteile andhozyten (31 + 1% versus 33 + 1% p
0,002) und Monozyten/Makrophagen nachweisen (45otvérsus 58 + 1%, g 0,002). Die
mit IL-1a behandelten Tiere zeigten im Vergleich zu OVA 211% und 31 + 1%)
signifikant prozentual niedrigere Werte flr eosinitgp Granulozyten und Lymphozyten in
den Gruppen, welche an Tag 0, 1, 14 (21 £ 1% 005 und 23 + 1%, g 0,002) und an Tag
21-23 (16 £ 1%, p£ 0,005 und 24 £ 1%, p 0,002) gechallenged worden waren. Andererseits
waren die Anteile von neutrophilen Granulozyten-{iL an Tag 0-2 und O, 1, 14) und
Monozyten/Makrophagen (ILelan Tag O, 1, 14 und 21-23) in den Cytospins relgisehen
zur reinen OVA-Gruppe erhoht (6 + 1%<p0,002 und 5 + 0,4%, p 0,05 versus 3 £ 1%,
sowie 51 + 1% und 56 + 2% versus 45 + 1%, beigeOp002).

In absoluten Zahlen betrachtet bestatigte sichTaend in der OVA-Gruppe zu erhéhten
Zellzahlen fiir eosinophile Granulozyten (4,3 + 310° versus 1,4+ 0,2x16) und
erniedrigten Werten fiir Monozyten/Makrophagen (8,8,6x10 versus 12,3 + 1,3xfpim
Vergleich zur Kontrollgruppe. Signifikante Untersathe in der Anzahl der isolierten murinen
Lymphozyten zwischen den einzelnen Populationeremvaicht nachweisbar. In der Gruppe
der mit IL-1o behandelten Tiere zeigten sich verglichen mit dgnen OVA-Tieren im
Durchschnitt héhere Zellzahlen fur neutrophile Giamyten (IL-lo an Tag 0-2: 1,5 +
0,2x10; Tag 0, 1, 14: 1,2 + 0,1x%0; Tag 21-23: 1,1 + 0,2xfoversus 0,7 + 0,1xfp und
Monozyten/Makrophagen (Tag 0-2: 12,5 + 0,9%Tag O, 1, 14: 12,3 + 1,0x¥0Tag 21-23:
14,9 + 1,2x18 versus 9,3 + 0,6xfD Divergierend von der Verteilung der relativentdite
bei den murinen eosinophilen Granulozyten ergabUti@echnung in absolute Zellzahlen
statistisch signifikant groRere Werte fir die Madse Gruppe mit der IL-d Behandlung an
Tag 0-2 (6,4 + 0,4xT0versus 4,3 + 0,3xFP. Fir die beiden anderen mit llalbehandelten

Gruppen wurde dieser Trend nicht bestéatigt.
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Bei der Auswertung der zytologischen Praparate BAL zeigten sich beziglich der
relativen Anteile der einzelnen Zellarten zwischdan einzelnen Gruppen weniger
signifikante Unterschiede, als bei der zytomorpbmchen Betrachtung der aus der gesamten
Lunge gewonnen Zellen. Hochsignifikant erhéht war prozentuale Anteil der eosinophilen
Granulozyten in der OVA-Gruppe, verglichen mit déemntrollgruppe (39 + 3% versus 1 +
0,3%, p< 0,002), wie bei einer Th2-vermittelten Immunantivon erwarten war. Zwischen
der reinen OVA-Gruppen und den zusatzlich mit letgtin-1o behandelten Tieren zeigten
sich keine signifikanten Abweichungen. Die neutitggh Granulozyten fanden sich
tendenziell eher in den Lavages der Tiere, welels@izlich zu OVA an den Tagen 0-2 bzw.
0, 1 und 14 mit Interleukindl behandelt worden waren (7 £ 2% und 5 = 1% verst$ B%,

p < 0,002). Bei der Verteilung der Lymphozyten zeigtie OVA-Gruppe signifikant
niedrigere Werte als die Kontrollgruppe (9 £ 1%suesx 14 + 2%, < 0,05). Ebenso im
Vergleich zur Kontrolle erniedrigt war der prozesitiAnteil der Monozyten bei den Tieren,
welche ausschliel3lich OVA-exponiert waren (51 +38tsus 83 + 2%, g 0,002).

Wenn man die relativen Anteile der Zellen mit denvgils aus der BAL gewonnenen
Gesamtzellzahlen korrelierte, spiegelten sich dienobeschriebenen Trends nur bedingt in
den absoluten Zahlen wieder. Hier kamen vor alleen etheblichen Unterschiede in der
Zellausbeute zwischen den einzelnen Gruppen zugehrésiehe Abbildung 4.1 B). In allen
Zellreihen wiesen die BAL der PBS-Tiere die niedtan Zahlen auf (eosinophile
Granulozyten 2 + 5xT0Zellen versus 6 + 0,1x20p < 0,002; neutrophile Granulozyten 1 +
0,1x1d Zellen versus 2 + 1xfpp < 0,05; Lymphozyten 6 + 1xf0Zellen versus 1,6 +
0,3x10, p < 0,05; Monozyten 3,1 + 0,5x1@ellen versus 8,3 + 1,3x10p < 0,002;). Wie
schon bei der relativen Auswertung konnte man imaerder mit OVA behandelten Méause
Unterschiede in der Zahl der neutrophilen Granukizymessen: Bei den Tieren, welche an
den Tagen 0-2 und 0O, 1 und 14 mit lb-behandelt worden waren, zeigten sich signifikant
hohere Werte, verglichen mit der reinen OVA Grugpeé + 0,5x16 und 2,2 + 0,7x10
versus 2 + 1x1%) beide p< 0,002).
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Abbildung 4.2:Histologische Differenzierung der aus der komplette Lunge und aus der BAL
isolierten inflammatorischen Zellen mittels Cytospn. Bei jeweils 5 Mausen wurde ein allergisches
Asthma induziert (Abschnitt 3.1). An Tag 30 wurdaus der gesamten Lunge und aus der BAL
inflammatorische Zellen isoliert und mittels Cytosmlifferenziert. Dargestellt sind die relativen
Anteile (Mittelwerte + SEM, AbbA), bzw, die absolut gewonnen Zellzahlen der jeweiti Zelltypen
(Mittelwerte + SEM, AbbB). (n> 3; Diff. zu OVA * = p< 0,05; * * = p< 0,005; * * * = p< 0,002;
Lunge vs. BAL + = < 0,05; + + = p< 0,005; + + + = £ 0,002 )
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4.3 FACS-Charakterisierung der gewonnenen Zellen

In der Auswertung der Messungen zeigte sich, dabsbei einer durchschnittlichen Tierzahl
von n=32 Tiere je Gruppe aus den kompletten LundemTiere der OVA-Gruppe relativ
gesehen weniger CD8-positive, zytotoxische T-Zekbafieren lie3en, als aus den Lungen der
Kontrolltiere (6 + 0,2% versus 7 = 0,3%, MittelwertSEM, p< 0,002). Erhdohte Anteile an
isolierten Zellen in der OVA-Gruppe konnte ich fid€ (CD11c-positiv: 14 + 1% versus 12 +
1%, p< 0,05), Makrophagen (F4/80-positiv: 12 + 1% vergus 0,3%, p< 0,002), CCR3-
positive eosinophile Granulozyten (6 £+ 1% versug 9,3%, p< 0,002) und Uber die
Granularitat abgegrenzte neutrophile Granulozy®&8d": 11 + 1% versus 5 + 0,4%, P
0,002) messen. Bei den mit llabehandelten Tieren konnte man sehen, dass derl Alptei
CD3-, CD4-, F4/80- und NIMP-R14-positiven Zellen blen Tieren, welche an Tag 21-23
zusatzlich IL-Ix bekommen hatten, im Vergleich zu den ausschlief3init OVA-Protein
behandelten Tieren signifikant verringert war (16% versus 19 + 1%; 11 + 1% versus 14 +
1%; 9 £ 1% versus 12 = 1% und 3 £ 0,4% versus @& alle p< 0,05). Eine isolierte
Erniedrigung der NIMP-R14-positiven Zellen (neutndg Granulozyten) liel3 sich bei den an
Tag 0, 1, und 14 behandelten Tieren beobachtenl@® < 0,002). Relativ gesehen erhoht
waren dagegen die Messwerte fur DC (CD11c-poditrder an Tag 21-23 und an Tag 0-2
behandelten Gruppe (20 + 1% und 22 *+ 1% versus 1%;tbeide p< 0,002). Isoliert erhéht
war der Anteil der Uber die Granularitat differeerzen neutrophilen Granulozyten in der
Versuchspopulation, welchen ich an Tag 0-2 tLidjiziert hatte (14 + 1% versus 11 £ 1%, p
< 0,05, Abbildung 4.3).

In absoluten Werten bestétigten sich die erhohtdlzatden bei Makrophagen und
neutrophilen Granulozyten, welche aus den kompiditengen der OVA-behandelten Mause
gewonnen worden waren (2,5 + 0,2%10vd 2,2 + 0,1x1D Zellen versus 1,3 + 0,1xi0nd
0,9 + 0,1x16, beide p< 0,002). Bei den CCR3-positiven Zellen war keinngiganter
Unterschied zwischen der Kontroll- und der OVA-Quapfeststellbar. Auch in der
Betrachtung der absoluten Zahlen der CD8-positiVefellen war der niedrigere Anteil in
der OVA-Population nicht nachzuweisen. Bei den OBD{1c-positiv) dominierten erneut
die Gruppen der mit IL<¢ an Tag 21-23 und an Tag 0-2 behandelten Tiere{5,8x1¢ und
6,1+ 0,7x10 versus 3,0 + 0,2xF0 beide p< 0,002). Die Zellzahlen der neutrophilen
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Granulozyten spiegelten die Gewichtungen der radatErmittlung in etwa wieder, allerdings
mit starkerer positiver Betonung der an Tag 0-2llmita behandelten Gruppe (S8 3,6 +
0,3x10 versus 2,2 + 0,1xf0p < 0,002). Bei den eosinophilen Granulozyten zeijth &n
Gegensatz zu der relativen Betrachtung eine Vemamehder SSE¥-differenzierten Zellen
zugunsten der IL-d-Tiere. Besonders erhtht waren die Zellzahlen amsldingen der Tiere
mit Challenge an Tag 0-2 (5,7 + 0,6%%0< 0,002) und Tag 21-23 (5,7 + 0,5X19< 0,05),
verglichen mit den isolierten Zellen aus den Lungen reinen OVA-Tiere (3,9 + 0,2x30
Abbildung 4.4).

Die durchflusszytometrische Analyse der mittels B4éwonnen Zellen zeigte heterogene
Ergebnisse, verglichen mit den aus der gesamtengd.ugenerierten Daten. Bei der
Auswertung der relativen Verteilung der Zellen remgsich zum Teil &hnliche Tendenzen
wie bei der Betrachtung der gesamten Lungen (semwar B. erhohte Anteile durch CCR3
charakterisierte Zellen/eosinophile Granulozyten der OVA-Gruppe nachweisbar),

statistisch signifikante Unterschiede wurden allegd nicht ermittelt (Abbildung 4.3).

Die Umrechnung der relativen in absolute Zahlengvergab eine signifikante Erh6hung der
CD3-, CD4- (beides T-Zell-Marker) und F4/80-postivZellen (Makrophagen), sowie den
mittels der Granularitat differenzierten eosinophilGranulozyten in der BAL der OVA-
Gruppe, verglichen mit den ausschlieRlich mit PB®andelten Tiere (6 + 2xirsus 9 +
4x10', 2 + 0,5x10versus 0,5 + 3x1D 6 + 1,1x10 versus 1 + 0,2xTwnd 5 + 1x1Oversus 1

+ 0,2x10, alle p< 0,05). Die ebenfalls iiber die Granularitat errftiéte Werte fiir neutrophile
Granulozyten zeigten eine statistisch relevanteetehzZellzahl bei den Tieren, welche
zusétzlich zu OVA an den Tagen 0, 1 und 14 mit éLkehandelt worden waren (3 + 1X10
versus 1 + 0,4x10p < 0,05). Der Trend zur Erhéhung der CCR3-positivetien in den
OVA-Gruppen deutete sich ebenso wie in der relatBetrachtung auch in absoluten Zahlen

an, war allerdings ebenfalls nicht statistisch sikgnt ausgepragt (Abbildung 4.4).

Bei der Betrachtung der phéanotypischen Unterscingidder isolierten Zellen mittels

Durchflusszytometrie muss man beachten, dass dgebkissen der aus der vollstandigen
Lunge isolierten Zellen eine wesentlich héherezadll zugrunde lag als den Ergebnissen der
Zellen aus der BAL (n = 32 versus n = 3). Daheeben sich bei der Beurteilbarkeit gewisse

Einschrankungen.
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Die relativen Anteile der T-Lymphozyten in den jelgen Untersuchungsmaterialien zeigten
abgesehen von einer isolierten Differenz von CDSitpen Zellen in der OVA-Gruppe keine
wesentlichen Unterschiede. Dagegen unterscheidbrdge prozentualen Anteile der CD11c-
und F4/80-positiven Zellen aus der kompletten LumgyeVergleich zur BAL erheblich. So
lieRen sich vor allem aus den Lungen der Tierekaentrollgruppe ein erheblich niedrigerer
Anteil an CD11c-positiven Zellen isolieren, als ales BAL (12 £ 1% (Lunge) versus 51 *
15% (BAL), p< 0,002). Alle anderen Gruppen, mit Ausnahme dateanTagen 21 bis 23 mit
IL-1a behandelten Tiere, zeigten eine vergleichbare nwarch nicht derartig ausgepragte
Tendenz. Bei den F4/80-positiven Zellen zeigen &iehder Betrachtung der mittels BAL
gewonnen Zellen deutliche Unterschiede zwischenjeeriligen Gruppen, ein Effekt, der
sich in den Ergebnissen der aus der vollstandigemgé isolierten Zellen nicht widerspiegelt.
So sind hier statistisch signifikante Differenzesr @rozentwerte in der Kontrollgruppe, der
reinen OVA-Gruppe und der zusatzlich an Tagen 3128 mit IL-Jo behandelten Gruppe
nachweisbar. Beziglich der CCR3-positiven Zellehduf, dass sich aus der gesamten Lunge
deutlich geringere Anteile CCR3-positiver Zelleolisren liel3en, als aus der BAL (hier mit
deutlicher Tendenz zu den OVA-sensibilisierten @r)p Diese Zahlen Korrelierten
allerdings nicht mit den Ergebnissen der 8%lifferenzierten eosinophilen Granulozyten,
hier zeigte sich in der BAL eine erheblichen Strepider gemessenen Werte.
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Abbildung 4.3:Durchflusszytometrisch bestimmte Anteile an inflamnatorischen Zellen

aus der gesamten Lunge und aus der BALBei vier Gruppen mit jeweils 5 Mausen wurde

mittels OVA ein allergisches Asthma induziert, Zuéh erfolgte bei drei Gruppen eine

Behandlung mit IL-&t an definierten Tagen, Eine PBS behandelte Gruppatel als

Kontrolle (genaues Protokoll siehe Abschnitt 3Ah Tag 30 wurden aus der gesamten
Lunge und aus der BAL inflammatorische Zellen isd)igefarbt und durchflusszytometrisch
analysiert (siehe Abschnitt 3.2 - 3.4 und 3.7). deatellt sind die relativen Anteile der

einzelnen Zelltypen (Mittelwerte £+ SEM; > 3; Differenz zu OVA * = p< 0,05; * * = p<
0,005; * * * = p< 0,002; Lunge vs. BAL + =g 0,05; + + = p< 0,005; + + + = < 0,002 )
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Abbildung 4.4:Durchflusszytometrisch bestimmte Anteile an inflamnatorischen Zellen

aus der gesamten Lunge und aus der BALDer Versuchsablauf gestaltete sich analog der

Beschreibung in der Legende zu Abbildung 4.3. Duteh Multiplikation der gemessenen

Anteile mit der ausgezéahlten Gesamtzellzahl ergesbEndie absoluten Zahlen der einzelnen
Zelltypen (Mittelwerte £ SEM; & 3; Diff. zu OVA * = p<0,05; * * = p< 0,005; * * * = p<
0,002; Lunge vs. BAL + =g 0,05; + + = p< 0,005; + + + = £ 0,002)
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4.4 Bestimmung der durch die gewonnen Zellen gebiden Zytokine

Nachdem ich die aus der kompletten Lunge isolieftelfen ausplatiert (jeweils 1xi@ellen

je Well einer 96-well-Platte) und je Tier jeweilgnmal PBS als Negativkontrolle, sowie
OVA-Protein und SEB als Positivkontrolle zur Stimtibn hinzugefugt hatte, lie3 ich den
Ansatz fir 24 Stunden im Brutschrank inkubierenn&d bestimmte ich mittels ELISA-
Verfahren die Th2-Zytokine IL-4, IL-5, IL-10 und 113, sowie das fur eine Thl-dominierte

Immunantwort typische IFN-in den Uberstanden der Zellkulturen.

Da die Anzahl der aus der BAL isolierten inflammaohen Zellen zu gering war, um eine
Zellkultur anzusetzen, bestimmte ich hier die Zutek in den Zelliberstanden nach
Zentrifugation. Grundsatzlich konnte ich bei dersivertung der aus den Uberstanden mittels
ELISA gemessenen Zytokinkonzentrationen feststeltass die Werte im Mittel deutlich
niedriger waren, als die gemessenen Konzentratiamsnden Uberstanden der kultivierten
Lungenzellen (durchschnittlich etwa um mehr als Baktor 5 geringer). Einzige Ausnahme
bildete IL-10. Auch waren die interindividuellen témschiede zwischen den Gruppen

geringer ausgepragt, bzw. zeigten eine andereeNery.

4.4.11L-4

Bei der Auswertung der mittels IL-4 ELISA gemessedgtokinkonzentrationen zeigte sich
wie erwartet, dass die Zellen aus den Tieren, veeholt OVA sensibilisiert und gechallenged
worden waren, signifikant hohere Raten des Th24dgtIL-4 produzierten als die Zellen
der Kontrollgruppe, besonders nach der Restimulatia OVA (7 £ 7 (PBS) versus 618 + 54
pg/ml (OVA)). Die Zellen der Tiere, welche zusathlian Tag 0-2 mit IL-& behandelt
worden waren, zeigten in der Stimulationskontrditéhere Werte im Vergleich zur reinen
OVA-Gruppe (476 = 68 versus 289 + 32 pg/ml). Adf(alar, dass in den Zelliberstanden
der an Tag 21-23 behandelten Tiere signifikant ngede Konzentrationen von IL-4 im
Vergleich zur OVA-Gruppe gemessen wurden, ein netgli Hinweis auf die Abschwéachung
der Th2-Antwort durch IL-& (63 £ 11 versus 208 + 33 pg/ml (PBS-Kontrolle)33% 65
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versus 618 = 54 pg/ml (OVA) und 111 + 36 versus 28932 pg/ml in der

Stimulationkontrolle).

Die Analyse der Konzentrationen an IL-4 in den $b@mden der BAL ergab ahnliche Werte
in den Uberstanden der PBS- und OVA-Gruppe. Analog 4.2.3.1 zeigten sich bei den
Tieren der Gruppe, welche Ilalan Tag 21-23 erhalten hatten, erniedrigte Konaéntren

von IL-4, die ermittelten Unterschiede waren allegs nicht statistisch signifikant.

4.4.2 IL-5

Die Auswertung der IL-5-Konzentrationen aus denlibarstanden der Uber 24 Stunden
kultivierten Lungenzellen bestatigte in Teilen dtegebnisse der IL-4-Messungen. Erneut
zeigten die Zellen der mit OVA behandelten Tiergeggiber der Kontrollgruppe signifikant
hohere Zytokinantworten (826 = 182 versus 3183 2 gd/ml (Kontrolle); 934 + 195 versus
5656 £ 384 pg/ml (OVA) und 1736 £ 292 versus 485834 pg/ml (SEB)). Zwischen der
reinen OVA-Gruppe und den zusatzlich mit lb-lbehandelten Tieren konnten keine
statistisch signifikanten Unterschiede nachgewieserden. Es zeigte sich allerdings auch
hier, analog zu den Effekten bei IL-4, dass dielefelder Tiere, welche mit OVA

sensibilisiert und gechallenged worden waren, aieeatliche Reaktion auf die erneute
Exposition mit OVA zeigten (sichtbar an einem stign Anstieg der IL-5-

Zytokinproduktion), sowohl verglichen mit der Zytokntwort nach PBS, als auch in der
Stimulationskontrolle. Auffallend war die im Vergie zu den ubrigen untersuchten
Zytokinen hohe Konzentration des IL-5 (z. T. um dEaktor zehn hoéher als die

Messergebnisse flr IL-4).

Auch bei Betrachtung der IL-5 Ergebnisse zeigtech shohe Konzentrationen in den
Uberstanden der BAL der Kontrollgruppe. AuffalligawauRerdem eine Erniedrigung der
Werte bei den mit IL-& behandelten Tieren, verglichen mit OVA. Besondmusgepragt
zeigte sich dieser Effekt in der Gruppe, welchelag 0, 1, 14 mit IL-tr behandelt worden
war (59 = 24 versus 303 + 67 pg/ml, 9 0,05). Ansonsten war auffallig, dass die
Konzentrationen z. T. um mehr als das zehnfachdrigier waren als die in den Uberstanden

der Lungenzellen gemessenen Werte.
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4.4.3 IL-10

Analog zu den Ergebnissen der IL-5 Messung vesdmnelsich die Verhaltnisse bei
Betrachtung der Daten, welche ich mittels der ILEDISA aus den Uberstanden der
kultivierten Lungenzellen generierte. Wie mittlerlgezu erwarten, waren die Mengen des
von den mit OVA behandelten Zellen gebildeten Th2sKins IL-10 hochsignifikant erhéht
gegenuber den Messwerte aus den Uberstanden demamtelten Zellen (22 + 5 versus 90 +
17 pg/ml (Kontrolle), p< 0,002). Besonders deutlich wurde dieser Effeke sghon bei der
Betrachtung von IL-4 und IL-5, nach Restimulatioit dem allergenen Agens (52 + 9 versus
668 £ 73 pg/ml (OVA), < 0,002). Der interindividuelle Vergleich der OVA-+Gpen zeigte
niedrigere Werte der zusatzlich mit llelbehandelten Tiere, allerdings ohne eindeutige

Tendenz.

Im Gegensatz zu den anderen untersuchten Zytokmeen die in den Uberstanden der BAL
gemessenen IL-10 Konzentrationen etwa um den Falger hbher angesiedelt, als die durch
die Lungenzellen produzierten Werte. Tendenzielitea sich bei den Tieren der ,Tag 0-2*-
und ,0, 1, 14“-Gruppe hohere Anteile von IL-10 aisden BAL der OVA-Tiere, aulRerdem
waren die Werte in der Kontrollgruppe erniedrighng@liche Unterschiede erwiesen sich als

nicht statistisch signifikant.

4.4.41L-13

Als Ergédnzung zu den bereits genannten Th2-Zytokivehm ich abschliel3end IL-13 in mein
Untersuchungspanel mit auf. Ahnlich wie bei IL-Ggten sich auch hier vergleichsweise
hohe Absolutwerte in den Uberstanden der kultigiettungenzellen, wenn auch nicht ganz
so hoch wie die gemessenen IL-5 Konzentrationema(étaktor vier, verglichen mit IL-4).
Auch hier Ubertrafen die Werte der OVA-Tiere dig #@ntrollgruppe deutlich (131 + 31
versus 559 + 137 pg/ml,$0,005 (Kontrolle); 161 + 40 versus 2143 * 324 dg@wvA) und
331 + 70 versus 1480 * 299 pg/ml (SEB), beide(@002). Wie auch bei den Messungen der
IL-5 und IL-10 Konzentrationen zeigte sich durche dBehandlung mit IL-& keine

signifikante Beeinflussung der IL-13-Zytokinkonzeatton in den Zelliberstanden.
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Die gemessenen |IL-13-Zytokinkonzentrationen wareden Uberstanden der BAL niedriger
als in den Uberstanden der Lungenzellkulturen. RB8 OVA behandelte Mause zeigten
ahnliche Mengen an Zytokin, deutlich hthere Konzitnen lieRen sich in den Uberstanden
der an Tag 21-23 zusatzlich mit llaelbehandelten Tiere messen, wobei auch hier aufgrund

der relativ hohen Standardabweichung der Mittelevkeiine Signifikanz vorlag.

4.4.5 IFNy

Als Marker fur eine Thl-Zell vermittelte Immunant#obestimmte ich die durch die
kultivierten Lungenzellen produzierte Menge desoKyis IFNy. Grundsatzlich waren
mittels ELISA messbare Zytokinkonzentrationen fasausschlie3lich in  der
Stimulationskontrolle (SEB) nachweisbar, ein Effektelcher sich in allen Gruppen
bestétigte. Wie erwartet zeigten die Zellen der tkalgruppe im Gegensatz zu den
vorherigen Ergebnissen eine signifikant hdhere katation an produziertem IFiNals die
Zellen der OVA-Gruppen (737 = 190 versus 204 + gifrp, p< 0,005). Interessanter Weise
reagierten die Zellen der zusétzlich mit la-behandelten Tiere im Gegensatz zur reinen
OVA-Population &hnlich stark auf die Stimulationskolle wie die Zellen der
Kontrollgruppe (692 + 140 pg/ml (IL-&& Tag 0-2, p< 0,005), 553 + 127 pg/ml (IL.-& Tag

0, 1, 14, p< 0,05) und 830 £ 245 pg/ml (IL-4 Tag 21-23, x 0,005) versus 204 + 47 pg/ml
(OVA)). Am starksten war dieses Phanomen bei ddieZeler Tiere nachzuweisen, welche

an Tag 21-23 IL-& intraperitoneal appliziert bekommen hatten.

Die Auswertung der IFN- ELISA Messungen aus den Uberstanden der BAL zdigte
Verhéltnis sehr geringe Mengen an IlNmit einer heterogenen Verteilung zwischen den
Gruppen ohne statistische Signifikanz. Die Ergedmigder von mir durchgeflhrten
Zytokinbestimmungen sind in Abbildung 4.5 zusamnefagst.
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Abbildung 4.5:

Analyse der aus den
Uberstanden der kulti-
vierten Lungenzellen und

der BAL bestimmten

Zytokine. Bei jeweils 5

Mé&ausen wurde ein
allergisches Asthma
induziert und eine

Behandlung mit IL-&

durchgefuhrt. An Tag 30
wurden aus der gesamten
Lunge und aus der BAL
inflammatorische  Zellen
isoliert. Die Lungenzellen
PBS
OVA-
Protein restimuliert und far

24 Stunden inkubiert, dann

wurden mit

(Kontrolle)  bzw.

wurde in den Uberstanden
die Zytokine mittels ELISA
gemessen (AblA). Die aus

der BAL isolierten Zellen
wurden zentrifugiert und
die Uberstanden wurden
ebenfalls mittels ELISA
(Abb. B).

sind die

analysiert
Dargestellt
Konzentrationen der
jeweiligen Zytokine
(Mittelwerte + SEM; n> 3;
Diff. zu OVA * = p < 0,05;
**=p<0,005; ***=p<
0,002). Man beachte die
zum Teil unterschiedliche

Skalierung der Y-Achse.
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4.5 Zusammenfassende, abschlieRende Betrachtung degebnisse
4.5.1 Ergebnisse der Cytospins und der Zellzahlung

Sowohl bei Betrachtung der aus den kompletten Langelierten Zellen, als auch bei der
BAL konnte man feststellen, dass die Mause, weltliteOVA behandelt worden waren,
signifikant héher mit eosinophilen Granulozytenilinért waren als in der Kontrollgruppe,

eine Bestatigung der erfolgten Induktion des OVAnvigtelten allergischen Asthmas.

Die Applikation vom IL-In fihrte in der Lunge zu einem vom Zeitpunkt der &@wtiung
unabhangigen Anstieg der Gesamtzahl der myeloiddammatorischen Zellen. In der BAL
war dieser Trend nur nach einer frihen Gabe nadlbaei In der Lunge lie3 sich nach
Behandlung mit IL-&r an den Tagen O bis 2 eine Erhdéhung der Anzahlnephiler
Granulozyten beobachten, die spate Gabe fuhrteanas Beduktion, wohingegen es in der
BAL unabhangig vom Zeitpunkt der Behandlung zu eimegcht signifikanten Rickgang der
Eosinophilen kam. In beiden Untersuchungsmatenaliar die Anzahl der ermittelten
neutrophilen Granulozyten nach der frihen Gabe Wefa signifikant erhodht, in der
gesamten Lunge zeigte sich diese Tendenz ebenfalth der spaten Applikation.
Unabhangig vom Zeitpunkt der Behandlung mit ti-@nthielt das Zellisolat aus der Lunge
niedrigere Anteile an Lymphozyten und erhdhte Zalda Monozyten/Makrophagen. In der
BAL hatte IL-1a diesbeziiglich keinen Einfluss (Tabelle 4.1 A)

4.5.2 Ergebnisse der Durchflusszytometrie

In der BAL zeigten sich in den Proben der gegen G¢Asibilisierten Mause erhdhte Werte
fir CCR3- und SS®" positive Zellen verglichen mit der PBS-Kontroligne In der
Analyse der gesamten Lunge war diese Reaktioniauihduktion des allergischen Asthmas

nur im Bezug auf CCR3 nachweisbar.

Auch hinsichtlich des Einflusses von llorJauf die Zusammensetzung der Zellisolate zeigte

sich ein heterogenes Bild zwischen den beiden Batdiungsmaterialien.
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Die friihe und spate Gabe von lrtesultierte in der gesamten Lunge in einer Erhghies
Anteiles der CD11c-positiven Zellen, ausschlieBhelth der spaten Applikation konnte man
erniedrigte Werte fur CD3, CD4 und F4/80 beobachten

In der BAL zeigten sich einige, nicht statistisagnsfikante Effekte. In den Lavages der
Tiere, welche zu einem frihen Zeitpunkt mit lba-lbehandelt worden waren, konnte
niedigere Werte fir CD3-, CD8-, F4/80-, CCR3- undSC¥"positive Zellen
durchflusszytometrisch gemessen werden. Die BAL gpgit behandelten Tiere enthielten
tendenziell héhere Anteile an F4/80-positiven Zelle

In beiden untersuchten Medien zeigten sich naclGadre von IL-&r an den Tagen 0-2, bzw
0, 1, 14 hohere Werte fir NIMP-R14- und S8ositive Zellen (Tabelle 4.1 B).

4.5.3 Ergebnisse der ELISAs

Erwartungsgemald und unseren bisher beschriebegehritssen folgend présentierte sich in
den Untersuchungsmaterialien der gegen OVA sersditen BALB/c Mause eine
signifikant hohere Produktion von Th2-Zytokinenwdl die Konzentrationen von IL-4, als
auch von IL-5, IL-10 und IL-13 waren ausnahmslofdrdals die in der Kontrollgruppe
gemessenen Werte. IFNals Surrogatparameter flir Thl zeigte sich in @éémen OVA-
Gruppe im Verhéltnis zu den PBS-Tieren supprimiBiese Effekte waren sowohl in den
Lungenzellkulturen, als auch in der BAL nachweisbar

Bezuglich des Einflusses von Ilalauf die Sekretion von IL-4 und IL-5 zeigten beide
Untersuchungsmedien ein einheitliches Bild. Dieh&UApplikation von IL-bx fuhrte zu
einem Riickgang von IL-5, sowohl in den Lungenzédikien, als auch in den Uberstanden
der BAL. Bei den Tieren der Gruppe, welche lit-2usatzlich zu OVA an den Tagen 21 bis
23 erhalten hatten, waren in beiden Medien gersg@nzentrationen an IL-4 messbar.

IL-10 dagegen prasentierte sich auschliel3lich mBkL nach einer frihen Behandlung mit
IL-1a erhoht, fur IL-13 zeigten sich nach der spaten lkppon erhdhte Werte. Beziglich
IFN-y konnten keine wesentlichen Effekte durch den Emsan IL-la gemessen werden
(siehe Tabelle 4.1 C)
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A
Cytospin + Zellzahl Lunge BAL
+ IL-1o fruh | + IL-1o spét | + IL-1o frih | + IL-10 spét
Gesamtzellzahl A A (M) -
Eosinophile A N7 (V) (V)
Neutrophile N N N -
Lymphozyten v Vv - -
Monozyten N N - -
B
FACS Lunge BAL
+ IL-1o fruh | + IL-1o spét | + IL-1o frih | + IL-10 spét
CD3* - v (V) -
CD4+ - v - -
cDs* - - (V) -
CD11c* N N - -
F4/80* - N7 2 (M)
CCR3*+ SSChish - - (V) -
NIMP*+ SSClow N - (™) -
C
ELISA Lunge BAL
+ IL-1a frih | + IL-1aspat | + IL-1o frih | + IL-10 spéat
IL-4 - v - (V)
IL-5 (V) - N7 -
IL-10 - - N -
IL-13 - - - (™)
IFN-y - - - -

Tabelle 4.1:Zusammenfassung der Effekte von IL-tx auf die zellulare Zusammensetzung und
die produzierten Zytokine der Zellisolate aus der kbmpletten Lunge und der BAL. Dargestellt
sind die Effekte, die eine friilhe Behandlung der 8&mit IL-1o (Tag 0-2 bzw. Tag 0, 1, 14), bzw.
eine spate Behandlung (Tag 21-23) im Rahmen derktimh des OVA-vermittelten allergischen
Asthmas auf die Gesamtzellzahl und die ErgebnigseQytospins (AbbA), die Ergebnisse der
Durchflusszytometrie (AbbB) und die mittels ELISA gemessenen Zytokine hab&b( C). Die
grinen, nach oben gerichteten Pfeile symbolisigresils einen statistisch signifikanten Anstieg des
dargestellten Parameters, die roten, nach untechtgten Pfeile stehen fir einen signifikanten Albfa

Pfeile in Klammern veranschaulichen deutliche, atbehnt statistisch signifikante Effekte.
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5. Diskussion

5.1 Einfihrung

Dass es sich bei dem allergischen Asthma bronchraleine Th2-vermittelte Erkrankung aus
dem atopischen Formenkreis handelt, wurde benmeitmahlreichen Publikationen dargestellt
[86-89]. Als Tiermodell fir das allergische Asthreaistiert mit der BALB/c Maus ein

System, welches sich dank eines breiten Spektrumetablierten Analyseverfahren gut
Uberwachen lasst [100-104]. H&aufig werden in Studidie invasive Messung des
Atemwegswiderstandes (AHR), die histologische Abé#ung der Lunge und die BAL

eingesetzt [188-193]. Als Surrogatparameter fur-Abhangigkeit dienen in den meisten
Fallen der Nachweis typischer Th2-Zytokine sowiee diermehrte Prasenz von Th2-
assoziierten eosinophilen Granulozyten [102]. EailaBpekt dieser Dissertation beschaftigte
sich mit der Frage, ob die Betrachtung und Proeaasg einer vollstandigen murinen Lunge,
verglichen mit einem Standardverfahren wie der Gewng von BAL, analoge bzw.

Uberlegene Erkenntnisse liefert,

Die Erkenntnisse unserer Arbeitsgruppe Uber dieunotogischen Vorgange beim murinen
allergischen Asthma resultierten bisher aus deetdnothung einer BAL, Lungenhistologien
und AHR-Messungen. Mein Ziel war es, das Spektrar@aellen fur Untersuchungsmaterial
um die vollstdndige murine Lunge zu erweitern. 2as Gewinnung der murinen Zellen
bendtigte Verfahren sollte technisch relativ einfamd mit einem vertretbaren Zeitaufwand
durchzufiihren sein und eine stabil hohe Ausbeutem@monukledren Zellen erbringen. In der
Vergangenheit war es uns nicht gelungen, aus ddr BAausreichendem Mal3e Zellen zu
gewinnen, um diese kultivieren und restimulierenkiéunnen. Daher war ein zuséatzlicher

Anspruch an die neue Methode, eine hohe Ausbeutezallen zu gewahrleisten.

Fur die Entscheidung einer Resistenz bzw. Empfhékit von verschiedenen Mausstammen
gegenuber einer weiteren Th-Zell-vermittelten Méat&rankung, der murinen kutanen
Leishmaniasis, konnte eine wichtige Bedeutung \eh bereits gezeigt werden [78,79]. Von
Relevanz fur den Einfluss durch IL-1 auf die veredenen Th-Zell-Subpopulationen scheint
das Ausmal’ der Expression des hochaffinen IL-1R$ein [76-78,194,195]. In der frihen
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Phase einer Infektion mit. major erfolgt eine Verstarkung einer effektiven (Thl)widhr
durch IL-1a Gber eine Interaktion mit dem auf naiven T-Zellescliregulierten IL-1RI. Zu
einem spéateren Zeitpunkt schwacht lit-dine suffiziente immunologische Antwort, indem es
die Expansion von (inneffektiven) Th2-Zellen ebdisféiber eine Wechselwirkung tber den
dann auf Th2-Zellen hochexprimierten IL-1RI fordgr®6,197].

Aus mehreren Studien ergeben sich deutliche Hirevaisf eine Rolle von IL-1 in der
Pathophysiologie des allergischen Asthmas. So wuiltkreits erhdhte ILf-Spiegel im
Serum und in der BAL von Asthmatikern gemessen urd-1 mittels
Immunfluoreszenzfarbung in der bronchialen Submakosmchgewiesen [198-201]. In
Untersuchungen an IL-1RI-defizienten Mausen kouatgyestellt werden, dass diese nach der
Ausbildung eines OVA-induzierten allergischen As#tareine signifikante Reduktion der
eosinophilen Granulozyten in der BAL, bzw. in dastblogisch aufgearbeiteten Lunge
zeigten [202]. Ebenso prasentierte dieses KnocKkartmodell in einem milden OVA-
induzierten Asthma (ohne Alum) niedrigere WerteQArA-spezifischen Antikérpern im Blut
und der BAL [203]. Weitere Arbeiten mit ILet und IL-13-defizienten Mausen konnten in
der Vergangenheit ebenfalls einen Zusammenhanghkensder Ausbildung einer AHR und
IL-1 bei dem allergischen Asthma zeigen, auRerd@mté die Abwesenheit von I1Ledf3 zu
einer verminderten Produktion von Th2-Zytokinen atuOVA-spezifische T-Zellen [204].
Unsere Hypothese war, dass der Einsatz vonadllinlAnalogie zu den Beobachtungen bei
einer Infektion mitL. major in Abh&ngigkeit vom Zeitpunkt der Applikation zuner
Abschwachung bzw. Verstarkung dieser epidemioltgigwochrelevanten chronischen

Erkrankung fuhrt.

5.2 Interpretation der Ergebnisse beziglich der Zdisolation, Restimulation und dem

Vergleich gesamte Lunge versus BAL

5.2.1 Gewinnung inflammatorischer Zellen aus deaggen Lunge

Zunachst evaluierte ich verschiedene mechanisclpar&snsverfahren und favorisierte

initial den Einsatz der Medimachine, ein System|ctves sich in der Verarbeitung von

Tumorgewebe in Vorbereitung auf durchflusszytorsetre Untersuchungen und DNA-
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Analysen bereits bewahrt h{05,206]. Des Weiteren bietet es den Vorteil, dass es sich
aufgrund des automatisierten Verarbeitungsvorgasgls gut standardisieren lasst und die
Zellausbeute relativ unabhéangig von der durchfidheerPerson ist.

In unserem Fall standen die Vorteile in keinem redaren Verhdltnis zum zeitlichen
Aufwand: Mittels Medimachine war es nicht méglidh, ausreichendem Mal3e Zellen in
einem (berschaubaren Zeitrahmen aus der Lungewinmgn. Ahnlich verhielt es sich bei
der Separierung mittels Pinzette und Zellsieb. #r d@wischenauswertung zeigte sich
schlie3lich, dass ein alleiniges mechanisches Bsozen der murinen Lunge keine

befriedigende Zellausbeute erbringen konnte.

Eine erneute Literaturrecherche ergab, dass duinleneenzymatischen Verdau des
pulmonalen Bindegewebes die Zahl der gewonnen iZgisteigert werden kann [207-209].
Ich generierte einen Enzymkomplex aus LiberasejllRerase, Streptokinase und DNAse
und inkubierte darin die zuvor grob zerstuckeltadg® Giber unterschiedlich lange Zeitraume.
Es zeigte sich, dass ein Verdau Uber 60 Minutenhdehste Zellausbeute erbrachte. Eine

langere Inkubationszeit zeigte zunehmende toxi&dfekte und reduzierte die Zellzahl.

In einem weiteren Schritt kombinierte ich die enayische Aufspaltung tber 60 Minuten mit
den unterschiedlichen mechanischen Separationtverfa Letztlich erwies sich die
Kombination aus enzymatischem Verdau, mechanis8eparation mittels Pinzette und
Passieren des Lungengewebes durch ein Zellsieliclhiish Ausbeute und zeitlichem

Aufwand als tUiberlegenes Verfahren (siehe Abb. 4.1)

Mehrere Arbeiten haben sich bereits mit der Isofatind Anreicherung von T-Zellen aus der
BAL beschaftigt. Neben Methoden der Zentrifugatder Lavages [101] sind des Weiteren
beispielsweise Mdglichkeiten der Aufreinigung nigtenagnetischem Labeling und einer
anschlieBenden Positiv-Selektion beschrieben [2d@er die Trennung Uuber einen
Dichtegradienten. Haufig lassen sich diese Methaden auf die Isolation von T-Zellen aus
Lungengeweben anwenden mit dem grundsatzlichen eNortlass hier eine hdohere

Zellausbeute zu erwarten ist [211].
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5.2.2 Unterschiede in der Restimulation mit OVA{eno bzw. OVA-Peptid

Komplexe Antigene wie Proteine mussen durch die ARGachst zu Peptiden prozessiert
werden, bevor sie mittels MHC-II den differenziert€-Zellen prasentiert werden konnen,
welche dann reaktiv ihre charakteristischen Zyteksezernieren [212-215]. Unter der
Vorstellung, dass im Rahmen der mechanischen ungh@atischen Verarbeitung der Lunge
das Potential der antigenprasentierenden ZellenProzessierung und Prasentation des
allergenen Proteins (OVA) leidet, prifte ich in teeen Vorversuchen, ob die Restimulation
mit OVA-Peptid zu messbar hdherer Zytokinprodukititamch die kultivierten Zellen fuhrt als
die Restimulation mit OVA-Protein.

In der Literatur ist beschrieben, dass nach Sdissdrung mit OVA-Protein etwa 50 Prozent
des OVA-spezifischen 1gGl und IgE gegen das immanodante Epitop OVAps-339
gerichtet sind. Erfolgt im Rahmen einer Immunoéipgg eine Exposition mit OVA, so
resultiert dies in hohen Serumspiegeln der Th24dgto IL-4 und IL-5, wohingegen eine
Restimulation mit OVA3.330 hdufig eine isolierte Erhdhung von IL-5 zur Folgat.hDies
konnte ein Hinweis auf eine alleinige Erkennung idesmunodominanten Epitops durch eine
Subpopulation OVA-spezifischer T-Zellen sein [216ementsprechend kdnnte man die
Verwendung von OVA-Protein als physiologischer lkezeen, da im Rahmen der
Prozessierung neben OVAai3s noch andere Peptide entstehen. Bei gegen OVA
sensibilisierten Mausen reagierten die aus den Ingmgten der Lunge isolierten Zellen nach
Restilmulation mit OVA,3.339mit einer etwa 30% niedrigeréholiferation als die mit OVA-
Protein restimulierten [216]. Dieser Effekt erwiesich als nicht wesentlich
konzentrationsabhangig. Andere Arbeiten konntegerei dass eine Sensibilisierung gegen
OVAs23339 zu einer vergleichbaren Erhohung der AHR fihrt wdee klassischer
Sensibilisierung mit OVA-Protein [217].

Bereits der erste Vorversuch zeigte, dass sich melgi Zytokinkonzentrationen nach der
Restimulation mit OVA-Protein messen liel3en, undsddie Verwendung von OVA-Peptid
zu kaum hoheren Zytokinantworten in Relation zunt#tollgruppe fuhrte. Dieser Effekt liel3
sich in den weiteren Versuchen reproduzieren, sss dair uns schlussendlich fur den

alleinigen Einsatz von OVA-Protein zur Restimulatentschieden.
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5.2.3 Vergleich des Untersuchungsmaterials geshumge versus BAL

Die BAL ist ein etabliertes Verfahren, welches s friihen achtziger Jahren bei einer
Vielzahl von Erkrankungen als diagnostische Methettmgesetzt wird [218]. Auch in der
Grundlagenforschung wird es standardisiert eingésaetn mittels Analyse der enthaltenen
Zellen und Zytokine neue Erkenntnisse Uber die dtphese und Pathophysiologie
verschiedenster atemwegsassoziierter Erkrankungegewinnen [219]. Ansatze, die BAL
durch technisch einfachere Verfahren abzulésen,zwig. die Gewinnung von induziertem
Sputum, haben sich weder in der Klinik noch in [erschung durchsetzen kénnen, auch weil
die breite Abbildung der pathologischen Vorgangden Atemwegen z. T. durch alternative

Methoden nicht erreicht werden kann [220].

Auch die gesamte Lunge mit ihren unterschiedlich€ompartimenten und ihrem

GefalRsystem ist Untersuchungsobjekt mehrere Stugheresen [221,222]. Haufiger kommt
allerdings, besonders bei Untersuchungen an Patigmlie transbronchiale Biopsie oder
pulmonale Probeexzisionen zum Einsatz, welche dagistens um die Ergebnisse der BAL
erganzt werden [223-226]. Besonders Studien, wealoh&Virkung von Medikamenten bzw.

sonstigen wirksamen Substanzen beleuchten, bedmsalerder beschriebenen Kombination
aus Biopsie und BAL [224,225], ohne allerdings diaterschiede der jeweiligen Verfahren
detailiert herauszustellen. So wird in vielen Véiflichungen eine grundsatzliche

Korrelation beider Verfahren postuliert.

Im Detail sind allerdings einige Unterschiede begdten, welche auch bei der Interpretation
meiner Ergebnisse zu beachten sind. So konnte rigieighenden Untersuchungen gezeigt
werden, dass sich in der BAL eher die luminalerz&mdungsvorgange abbilden, wohingegen
die Biopsie starker die mukosale Entzindung beguthf226]. Der direkte Vergleich von
BAL und gesamter (rechter) Lunge in einer Arbeielildie Migration von Lymphozyten
zeigte deutlich hohere Anteile an PMN und Makrommagn der BAL verglichen mit der
gesamten Lunge, dafir waren in der Lunge wesentiehr T-, B- und NK-Zellen enthalten
[222]. Interessanterweise blieb das Verhaltnis @v zu CD8 positiven Zellen in beiden
Medien in etwa gleich. Diese Erkenntnisse werdachld&tudien an Asthmapatienten, welche

die Ergebnisse aus der BAL mit denen aus Biopserglichen haben, bestétigt. Hier zeigte
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sich tendenziell ein Vorherrschen von eosinoph@3eanulozyten in der BAL, wohingegen in

den Biopsien neben Eosinophilen vor allem T-Lymphez und Mastzellen nachzuweisen
waren [227,228]. Bezogen auf die klinische Aussagfelkkonnte eine hdhere Spezifitat flr
die transbronchiale Biopsie gezeigt werden alsdlf@éBAL (100 versus 60%), da bei letzterer
haufig eine Kontamination durch Entzindungszellen oberen Atemwege nachgewiesen

werden konnte [229].

Grundsatzlich muss man die Kompartimente Blut, langgwebe und Atemwege als
dynamisches System begreifen. Der Weg von Lympleozyaus dem Blut in das
Lungenparenchym und tber die bronchiale MukosaaBAL im Rahmen eines allergischen
Asthmas ist in mehreren Studien mittels markiettgmphozyten nachvollzogen worden
[222,230]. Bereits innerhalb der ersten 18-24 Standiar eine Infiltration der Lunge und
auch der BAL mit Entzindungszellen nachzuweiser? 221]. Danach kommt es aber
scheinbar nicht zu einer Stabilisierung des Systeamosdern mehrere Einflisse sorgen fir
eine Fluktuation der Zellzusammensetzung. So istTHLymphozyten in der BAL eine
erhohte Expression von CD95L beschrieben, ein Mamkelcher im Rahmen der Apoptose
eine Rolle spielt [232]. Auch eine Migration vonraphozyten aus dem broncheoalveolaren
Raum in regionalen Lymphknoten konnte innerhalb @wsten 48 Stunden gezeigt werden
[233], wohingegen die Zahl der eosinophilen Granylen und die AHR im Wesentlichen

konstant bleiben.

Hier scheint auch ein entscheidender pathogenetistisammenhang zu bestehen. Dass das
Ausmal’ des Influxes an Eosinophilen in der BAL deit Auspragung von AHR korreliert, ist

in mehreren Arbeiten bereits gezeigt worden [23@}223\ls ursachlich ist der ebenfalls
beschriebene Zusammenhang zwischen dem Gehalserogbilen Granulozyten in der BAL
und der Dicke der bronchialen Basalmembran zu sg@®#. Uber die daraus resultierende
Einengung des Lumens der Atemwege kommt es zunsélian Bild der AHR. Die Analyse
der BAL kann demzufolge als Diagnostikum zur Bestinmg des Schweregrades eines
vorliegenden Asthmas herangezogen werden [238].efdelbtudien konzentrieren sich
dariber hinaus auf die Rolle von eosinophilen Rridgezellen im Lungengewebe als Quelle
fur eosinophile Granulozyten im Rahmen eines abelgen Asthmas [239]. Es wird

vermutet, dass diese Zellen aus dem KnochenmarttignBrennpunkte der pulmonalen
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Entziindung einwandern und dadurch trotz Gegenmatfaralz. B. mittels IL-5-Antikérpern)

die klinische Symptomatik aufrechterhalten.

Betrachtet man meine im Ergebnisteil dargestel@aten, so lasst sich sowohl mittels der
Gewinnung von Untersuchungsmaterial aus der BA& ,aaich aus einer kompletten Lunge
der Th2-Charakter des allergischen Asthmas grunkid@ithachweisen. Unterschiede zeigen
sich unter anderem im Verhaltnis der in den jegeili Medien enthaltenen Zellen. So liel3
sich in der BAL mittels Cytospin und Durchflussaytetrie beispielsweise ein deutlich
hoherer Anteil an eosinophilen Granulozyten nacherials in der gesamten Lunge, so wie
es in der Literatur bereits beschrieben ist [33|2kBder Lunge dagegen konnte ich héhere
Zahlen an T-Lymphozyten, DCs und Makrophagen naideme auch hier decken sich meine
Ergebnisse mit den publizierten Daten [222]. Ob B&ekt der niedrigeren Zahl von T-
Lymphozyten in der BAL auf apoptotische Vorgange bnoncheoalveolaren Raum [232],
bzw. auf die verstarkte Migration in regionale Lymipoten zurtickzufihren ist [233], kann
nicht beantwortet werden, da hierzu keine Untergngkn durchgefihrt wurden.

Bei der Analyse der durch die isolierten Zellen mzdrten Zytokine zeigte sich, dass sich
aus der Kultur der murinen Lungenzellen hdhere lkatationen an IL-4, IL-5 und IL-13
nachweisen lassen als in den Uberstanden der BAds Bt aus meiner Sicht dem hoheren
Gehalt an Zytokin-produzierenden Antigen-spezifisthTh2-Zellen geschuldet. Einzige
Ausnahme bildet IL-10, welches in der BAL in vernteh Menge enthalten war. Hier
vermute ich allerdings eine Stérvariable durch bhaal lokalisierte Tregs, Makrophagen und
DCs, welche ebenfalls IL-10 produzieren [240,241].

Schlussendlich ist die Auswahl des geeigneten Wutdiungsverfahrens von dem zu
untersuchenden Aspekt abhéngig. Mdochte man eheludigalen Entziindungsvorgange
charakterisieren, so bittet sich die BAL an, da gie Zusammensetzung des
broncheoalveolaren Entzindungsinfiltrates gut alebiund nachweislich mit der Auspragung
der AHR korreliert [234-236].

Zur Beschreibung der mukosalen Entzindung sollten maaf die Biopsie bzw. die

Verwendung der gesamten Lunge zurlckgreifen. Auetebsich dieses Verfahren fur die

Generierung von Zellkulturen an, da nur hier ein@isr@eichende Anzahl an
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(antigenspezifischen T-)Lymphozyten gewonnen weirdim, um die Zellen zu kultivieren

und beispielsweise zu restimulieren [222].

Um ein mdoglichst umfassendes Bild von den immunsitdgen Vorgadngen zu erhalten, sollte
man beide Untersuchungsmethoden kombinieren urdwwatdie AHR-Messung erganzen,

hier bedarf es allerdings einer differenziertenr&sttung der gewonnen Ergebnisse.

5.3 Inwieweit wird die immunologische Reaktion durb den Einsatz von IL-1a

beeinflusst?

5.3.1 Aligemeines

Bereits in mehreren Arbeiten wurde ein Zusammenhzangchen dem IL-1 Genkomplex und
dem Auftreten und der Regulation von Erkrankungess dtopischen Formenkreises
nachgewiesen [242-246]. So wurde gezeigt, dasbestimmter IL-1 Haplotyp mit einem
erhohten Risiko fur das Auftreten einer Atopie istegch signifikant korreliert [244]. Auch
im Tiermodell konnte ein Zusammenhang zwischen derfireten eines OVA-induzierten
allergischen Asthmas und dem IL-1RA-Genotyp hemrjkstverden [245]. Genetische
Untersuchungen an Asthmapatienten und einem Kdkatlaktiv erharten den vermuteten
funktionellen Zusammenhang zwischen IL-1 und delargischen Asthma [242,243,246].
Wie unter Abschnitt 5.1 bereits angedeutet, liefamge Studien deutliche Hinweise auf eine
zusatzliche Beteiligung von IL-1 im Rahmen der pathysiologischen Vorgange
[199,247,248] und auch das unterschiedliche AusdeafExpression von IL-RI ist in diesem
Kontext zu interpretieren. Mittels des Einsatzestradisierender Antikérper gegen Ilalund
IL-13, bzw. mittels Deletion von IL-1RI konnte die kksghe Ausbildung eines TDI-

induzierten allergischen Asthmas in Mausen effekéishindert werden [248].

Im Gegensatz zur Sensibilisierungsphase wurde defluEs von IL-ln wéahrend der
Challenge bereits untersucht. Dabei wurde mitteéieregenau zeitlich terminierten ILal
Expression in transgenen Mausen einer Verstark@emgedsinophilie und eine ausgepréagte
Infiltration der Lunge mit neutrophilen Granulozytend Makrophagen beobachtet, sowie die
sekundare Ausbildung eines Lungenemphysems belkehri@49]. In einer anderen Arbeit

wurden mittels des Einsatzes IL-1RA-exprimierendldenoviren nach Sensibilisierung und
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vor Challenge ein Ruckgang der Infiltration mit Emghilen und Neutrophilen, eine
Linderung der AHR und niedrigere IL-5-Spiegel inghuz [250]. Von IL-1RA weil3 man
aul3erdem, dass er die IL-5-und IgE-vermitteltenelg# an der glatten bronchialen
Muskulatur supprimieren kann [251]. An isoliertenntanen und tierischen bronchialen
Muskelstrdngen konnte eine signifikante Verringgrumer Acetylcholin-induzierten

Kontraktion unter dem Einfluss von Il3Jgemessen werden.

In der Literatur gibt es auch indirekte Anzeichéndinen Zusammenhang zwischen IL-1 und
einer Abschwachung der Th2-Immunreaktion. So flleitee intranasale Applikation von
Mycobacterium boviBacillus Calmette-Guérin (BCG) vor der (OVA-)Clalbe in einem
Asthmamodell zu einer Unterdrickung von AHR und immzhilem Influx, auf3erdem
resultierten daraus niedrigere IL-5 Werte und erbdiNFy Spiegel [252]. Aus anderen
Arbeiten ist bekannt, dass eine mykobakteriellektibn mit einer starken Freisetzung von
IL-1 aus dendritischen Zellen und Makrophagen aigblet [253], daher liegt eine

Verantwortung von IL-1 fir die Th2-supressiven Eféenahe.

Wenn man sich einen weiteren Vertreter aus der Rafilie naher betrachtet, IL31 dann

fallt auf, dass fur ihn gemeinsam mit TNieine Induktion von CCL28 beschrieben ist.
Dieses Molekul wirkt einerseits chemotaktisch a@fR10 positive Zellen, wie z. B. T-Zellen
(siehe Abschnitt 5.6.2), andererseits vermitteltageh die zielgerichtete Migration von
CCR3-positiven Zellen (eosinophilen Granulozyte®$4]. Es handelt sich also um einen
direkten Effekt des Zytokins aul3erhalb des Thl/Pa2adigmas. Fur ILffund IL-1a konnte

gezeigt werden, dass eine Behandlung mit spezdisclyegen die beiden Zytokine
gerichteten Antikdrpern die Entwicklung eines Asttaminhibieren kann [248]. Gestitzt wird
diese Beobachtung durch die Entdeckung, dass Miasdgnen die Gene fur IL3lund IL-

la ,ausgeknockt* worden sind, ebenfalls ein im Veirdiezur Kontrolle schwacheres Asthma

entwickeln, wohingegen bei IL-1RA-knockout Mauséa Brkrankung exazerbiert [255].

Die Datenlage suggeriert, dass IL-1 bzw. li-&owohl eine Rolle in der Modulation von
Thl- bzw. Th2-vermittelten Erkrankungen spielt,andes direkt auf die Balance zwischen
Th1 und Th2 Einfluss nimmt. Zusatzlich sind allegh auch weitere, Th1/Th2-unabhangige
Effekte beschrieben, wie die Induktion von CCL2&dudamit auch Wechselwirkung mit
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regulatorischen T-Zellen) und die verstarkte Fieigeg von IFNy aus NK-Zellen. Dieses

gilt es bei der Interpretation meiner Ergebnisséeniicksichtigen.

5.3.2 Effekte auf die zellulare Zusammensetzung

5.3.2.1 Interpretation der mittels Cytospin genégre Daten

Neben den eigentlichen Effektorzellen einer Th-Xelimittelten Immunantwort, den T-
Lymphozyten, spielen noch weitere mononukleédre efieleine wichtige Rolle bei der
Ausbildung einer effektiven Abwehrreaktion (siehbsa&hnitt 1.2). Die zytomorphologische
Differenzierung von beteiligten Zellen kann demnaa@htvolle Hinweise auf die Ausrichtung
einer immunologischen Reaktion geben und gilt &dbleertes Verfahren [256-259].

Eosinophile  Granulozyten sind ein wichtiges Charagtikum Th2-vermittelter
Erkrankungen [260,261]. Ihnen kommt beispielsweisee tragende Aufgabe bei der Th2-
vermittelten Transplantatabstof3ung [262,263] untzdaesonders beim allergischen Asthma
bronchiale zu [264-266]. Das von Th2-Zellen proéua IL-5 spielt eine entscheidende Rolle
bei der Maturation und Proliferation von eosinoghilGranulozyten [267], welche ihrerseits
ebenfalls Th2-Zytokine wie IL-4, IL-5, IL-10 und 413, aber auch das Th1l-Zytokin IRN-
exprimieren und damit die Immunantwort modulierémiken [268,269]. Im Vergleich zu der
durch T-Zellen sekretierten Menge an Th2-Zytokispielen die Eosinophilen allerdings eine

untergeordnete Rolle.

Fur neutrophile Granulozyten ist bereits gezeigtrdea, dass sie bei der Abwehr von
Erkrankungen, welche tendenziell mit einer Th1l-Im@amtwort assoziiert sind, wie z. B. eine
Infektion mit Legionella pneumophilawichtige Funktionen haben. lhre Prasenz ist mit
erhohten Spiegeln der Th1-Zytokine IFNmd IL-12 vergesellschaftet [270-272].

Makrophagen, als Vertreter der APCs, sind potdntietler Lage, je nach immunologischer
Bedrohung sowohl eine Thl- als auch eine Th2-Imrnwo mittels entsprechender
Zytokinsekretion zu initieren [273-275]. Beim aljgschen Asthma wurde fir

Alveolarmakrophagen beschrieben, dass sie UbeBeenflussung der T-Zell-Proliferation
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via NO und PEGimmunsupprimierend wirken [276]. Aul3erdem haben diee Fahigkeit,
AHR und allergische Reaktion im murinen allergisthfesthma abzuschwachen, indem sie
mittels IL-12 die Th1l-Antwort in der bronchialen kasa verstarken und dadurch die Th2-
Reaktion auf das inhalierte Allergen inhibierenq{2778]

Neben der erwarteten Eosinophilie, welche sich ébwoder gesamten Lunge als auch der
BAL zeigte, konnte ich in der bei der zytomorphasofpen Auswertung der gesamten Lunge
eine weitere Besonderheit bezlglich der eosinoph®@anulozyten feststellen. Entgegen
unserer Hypothese einer Hemmung der Th2-Immunahtiusch eine friihe Applikation vom
IL-1a an den Tagen O bis 2 resultierte nicht eine Redmkder Anzahl der eingewanderten
Eosinophilen, sondern vielmehr war eine signifiear8teigerung zu beobachten. In der
Literatur ist dieser Effekt schon frih in Zusammamdp mit der Applikation von IL-1RA und
daraus resultierender Hemmung von IL-1 beschrigB&8]. In einem Tiermodell fur eine
chronische Lungenerkrankung fanden sich nach dee®an IL-1RA weniger Eosinophile,
was im Umkehrschluss einen verstarkenden Effektllféd suggeriert. Auch in aktuellen
Arbeiten finden sich Hinweise auf einen Einflussiva-1 auf eine Persistenz der AHR in
einer Ozon-induzierten Atemwegreizung uber die remshile Granulozyten bzw. deren
Wirkung auf die Muskarin-Rezeptoren des Parasynikagh[280]. Eine weitere Erklarung
liefern Studien, welche nach IL-1 Gabe eine Hocbi®pn von ICAM-1 auf
bronchoepithelialen Zellen beobachten und damitFdileigkeit zur Adhasion und Diapedese
von Eosinophilen verstarken [281].

Ebenfalls Uber diesen Mechanismus lasst sich dealibbeobachtete verstérkte Influx von
neutrophilen Granulozyten erkléaren. Beschriebenaigterdem, dass eine Aktivierung von
Epithelzellen durch IL-f die Transmigration von Neutrophilen erleichter8Zp In vitro
konnte man die IL-1-induzierte transendothelialesddge via gap junctions beobachten
[283,284], dies deckt sich mit friheren Beschregmm wo nach Injektion von IL-1 ein
lokaler Anstieg der PMN zu verzeichnen war [278}etessanterweise scheint es aber auch
einen Einfluss auf den Phanotyp der Zellen zu gebenProliferation der Neutrophilen nach
IL-1 Exposition ist mit einer Hochregulation dergEgssion des C3b-Komplement-Rezeptors
und des IL-1RII vergesellschaftet und steigert delduhr Abwehrpotential [285], ein Effekt,

welcher sich durch die Gabe von Steroiden wieddraeinflussen lasst [286].
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Denkbar ist auch, dass ein IL-1-abhangiges Shifienimmunantwort von Th2 zu Thl die
PMN beeinflusst. Neutrophile zeigen unter dem E®gl von IFNy eine Hochregulation
bestimmter Chemokinrezeptoren (z. B. CCR1 und CQR@) eine Steigerung der Sekretion
chemotaktischer Chemokine im Sinne einer autokrivenstarkung [287,288].

In der gesamten Lunge konnte ich im Rahmen demaytphologischen Auswertung einen
antiproliferativen Effekt der vorherrschenden Th@w&ort auf Makrophagen in der reinen
OVA-Gruppe beobachten, wie er in der Literatur besben ist [274,289]. Durch die Gabe
von IL-1a lasst sich diese Tendenz aufheben. Hierzu gilaten, dass auf der einen Seite
durch IL-1 direkt die Makrophagen uber eine funkéthe Induktion der NOS beeinflusst
werden [181,279], aul3erdem wird eine Hochregulatien Expression von Fc-und IRN-
Rezeptoren auf den Zellen beobachtet [279]. Vonyhst bekannt, dass es stimulierend auf
Makrophagen wirkt, daher ware bei einer starkeretoBung von Thl durch ILel ebenfalls
eine Proliferation der Makrophagen zu erwarten [288ch hier ist von dem Vorliegen eines
Mischbildes an indirekten und direkten IL-1-Effekt@uszugehen.

5.3.2.2 Interpretation der Ergebnisse der Durckytometrie

Der Zusammenhang zwischen der Th2-Dominanz desgaibben Asthmas und dem
vermehrten Auftreten von eosinophilen Granulozystrals gesichert anzusehen [290,291],
von daher war der erhthte Nachweis von CCR3- un@d"®%ositiven Zellen nach OVA-
Sensibilisierung sowohl in der gesamten Lunge athan der BAL zu erwarten. In der BAL
fiel bezlglich CCR3 die Differenz deutlicher augh¥n den unterschiedlichen Eigenschaften
der beiden untersuchten Kompartimente, auf welchein Abschnitt 5.8 néher eingehen
werde, ist auch ein methodisch bedingter Einfligsktar. In anderen Arbeiten ist ein Verlust
der Expression von Chemokin-Rezeptoren nach enichaim Verdau beschrieben [211],
demnach ware eine artifizielle Erniedrigung der G&bberflachenantigene auf den Zellen
aus der gesamten Lunge auszugehen. Zu Beachterbetfalls, dass CCR3 kein
hochspezifischer Eosinophilen-Marker ist, sondarohaauf Neutrophilen nach Stimulation
durch IFNy hochreguliert wird [287]. Dieser Mechanismus wéwech ein IL-Ti-vermitteltes
Shifting von Th2 zu Thl zu erklaren mit einer zaBéh daraus resultierenden indirekten

Suppression der Eosinophilen durch IL-1. Allerdirgyselen auch hier bereits publizierte
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direkte Effekte von IL-1 auf die Persistenz und Migon von eosinophilen Granulozyten eine
Rolle [280,281]. Uber die gesteigerte Prasentatimm Adhasionsmolekillen auf den
Endothelien wird ihnen, wie unter Abschnitt 5.4.Beefalls erlautert, die Diapedese

erleichtert.

In der gesamten Lunge und in etwas abgeschwacbter &uch in der BAL konnte ich nach
Behandlung mit IL-&x erhdhte Werte flr neutrophile Granulozyten durcdgkzytometrisch
nachweisen. Ahnliche Effekte hatte ich bereits den Auswertungen der Cytospins
beobachtet. Bereits Anfang der neunziger Jahrerhaiehrere Studien zeigen kdnne, dass
Neutrophile, nachdem sie inflammatorischen Signalesgesetzt wurden, mehrere Zytokine
aktiv synthetisieren und sekretieren, darunter 2Ltind TGFB1 [292-294]. Von diesen
beiden Zytokinen ist bekannt, dass sie die Diffeirenung der Th-Immunantwort beeinflussen
konnen. IL-12 bewirkt die praferentielle Ausbilduegier Thl-Antwort, ein Umstand, der
sowohl in vitro, als auch in vivo mehrfach demoiestrwurde [295,296]. Bei TGPBA ist die
Ausrichtung des Einflusses etwas komplexer; ablgarngn der Konzentration scheint es
sowohl eine Thl-, als auch eine Th2-Immunantworstéeken zu kdnnen [297,298].

PMN gehoren zu den ersten Zellen, welche in einiemtetes Gewebe einwandern. Dass hier
der genetische Hintergrund einer Spezies eine Rxpielt, konnte ebenfalls anfang der
neunziger Jahre in einer Arbeit aus Munster gezeggtien [299]. In dem Modell der kutanen
Leishmaniasis konnten bezuglich der Neutrophileangtative und qualitative Unterschiede
zwischen empfindlichen BALB/c und resistenten C5/BIMausen gezeigt werden. In
BALB/c Mausen wurde neben anderen Zeichen eineteakintziindung eine fortwahrende
Erh6hung an PMN beobachtet, wohingegen dies beC&&BL/6 Mausen nicht der Fall war.
Schlussendlich gibt es viele Hinweise auf einenafumenhang zwischen neutrophilen
Granulozyten und einer Thl- und Thl7-Immunantwd®7,272,300]. Wenn in unserem
Modell die Applikation von IL-&x einen Shift von Th2 zu Thl induziert, so wirdensilies

mit dem beobachteten Anstieg von PMN in Deckungden lassen.

Nach der Gabe von ILel an den Tagen 21 bis 23 konnte man in der gesaimiage

verminderte Anteile an F4/80-positiven Zellen bexbttan. Von Makrophagen ist eine Thl-
stimulierende Aktivitdt mit konsekutiver Hemmungrv®h2 im allergischen Asthma bereits
beschrieben worden [276]. Die Aktivierung von Thalgn mittels Makrophagen wird auf

deren IL-12-Sekretion zurlckgefihrt, ebenso verledltsich fur die Th2-Zell Inhibition
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[296,301]. In vitro konnte gezeigt werden, dass Makagen die Menge des durch T-Zellen
produzierten IL-5 beeinflussen [311]. In Zellkukar mit Allergen-stimulierten CDA4-
positiven T-Zellen von asthmatischen Patienten ka&a®m nach dem Zusatz von
Alveolarmakrophagen zu einer signifikanten Steiggrder IL-5 produzierenden Zellen und
der IL-5 Konzentration. Bei T-Zellen von Patientemelche nicht an atopischem Asthma
litten, konnte dieser Effekt nicht beobachtet wardeass Makrophagen einen regulierenden
und darliber hinaus sogar supprimierenden EinflussTaZellen haben, ist auch in vivo
mehrfach beschrieben [312,313]. Strickland und Kaam konnten in ihren Studien
demonstrieren, dass die Elimination von Alveolarropkagen aus den Atemwegen von
Ratten zu einer Wiederherstellung der Immunkompeteimonaler T-Zellen fuhrt, und sie
leiteten daraus eine wichtige Rolle der Makrophagender Aufrechterhaltung eines
immunsuppressiven Milieus im peripheren Lungengewveb [312]. Als Mechanismen der
Modulation von T-Zellen durch Makrophagen post@iesie eine Inhibition der Proliferation
trotz einer Hochregulation der Expression des Rezeptors und einer verstarkten Sekretion
von IL-2 durch die T-Zellen [313]. Schlussendlictiarpretiere ich analog der Ausfiihrungen
in Abschnitt 5.4.2 die Effekte von ILed bezlglich der Makrophagen ebenfalls als eine
Kombination des vermuteten shiftens von Th2 zu Th#l einer direkten Stimulation der
Makrophagen durch ILd mit folgenden Makrophagen-assoziierten Auswirkumgef die

Immunkompetenz der Antigen-spezifischen T-Zellen.

Wie beschrieben liel3en sich aus den aus der gesdmitge isolierten Zellen bei den llal
behandelten Mausen héhere Zahlen an CD11c-posiiedlen isolieren als aus der reinen
OVA-Gruppe. Von IL-B ist bekannt, dass es gemeinsam mit Td\N&ne wichtige Rolle bei
der Aktivierung und Migration von DC spielt [305hd auch fur IL-&x ist bereits gezeigt
worden, dass eine lokale Injektion die Motilitateb#lusst [306]. Somit ware denkbar, dass
der vermehrte Nachweis dem erhohten Aktivierungsgder DC Rechnung tragt. Im
Respirationstrakt sind DCs scheinbar primér daspezialisiert, eine Th2-Immunitat in den
Schleimhauten zu mobilisieren [307]. Studien aninaur Modellen des allergischen Asthmas
konnten zeigen, dass DCs essentiell sind, um dediénte Antigen vorher aktivierten Th2-
Zellen zu prasentieren und eine darauffolgenderidcbe allergische Atemwegsentzindung
zu entwickeln [308]. Daneben ist bei DC eine Se&retvon IL-12 beschrieben [165], dessen
Bedeutung fur die Ausbildung einer Th1-Antwort laéreits erlautert habe.
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5.3.2 Interpretation der gemessenen Zytokinmuster

Nachdem die Mause dem in Abschnitt 3.1 beschrigb@mnetokoll unterzogen worden waren,
konnten nach OVA-Exposition in den Uberstanden &AL und der Kkultivierten
Lungenzellen ausnahmslos erhohte Spiegel fur lIL-%, 1L-10 und IL-13 gemessen werden
(siehe Abschnitt 4.4), wie es in der Literatur flih2-vermittelte Immunreaktionen
beschrieben ist [148,149,160,165,169]. Ebenso eagth eine deutliche Suppression des
Thl-zytokins IFNy, ein weitere Hinweis fur das Vorliegen einer Thhibierenden Th2-
Zellantwort [151,164].

Daneben lieBen sich Effekte von lirlauf die Zytokinsekretion beobachten. Ein direkter,
allerdings Th2-férdernder Effekt von ILalauf IL-4 ist in mehreren Arbeiten beschrieben
worden [186,309]. Auch hier kam das IL-1RA-knockduérmodell zum Einsatz, um die
stimulierenden Effekte auf die IL-4 Produktion zeigen. Unsere Daten zeigen allerdings
niedrigere Werte bei den Tieren, welche kit-An den Tagen 21-23 erhalten haben, eine
Tendenz, welche sich weder mit unserer Hypotheseh mit dem zuvor beschriebenen
Mechanismus erkléaren lasst. Eine mdogliche Erklarkégnte in einer beschriebenen IL-4
unabhangigen Th2-Stimulation durch IL-1 liegen [BMbrstellbar ware, dass in diesem Fall
die Th2-Zellen IL-4 herunter regulieren, um eindseltstimulation vorzubeugen. Als weiterer
Punkt ist andererseits der Zusammenhang zwischerRégulation von IL-1RII und IL-4
denkbar. Hierzu haben Studien Anfang der neunzlgére gezeigt, dass IL-4 die Wirkung
von IL-1 antagonisieren kann, indem es die Expoesgon IL-1RII fordert [311]. IL-1RII ist
ein Rezeptor, der keine wesentlichen Signale zmitsin scheint und durch seine hohe
Affinitat far IL-1 mit IL-1RI konkurriert und dadwh die Wirkung von IL-1 abschwéacht
[312]. Im Umkehrschluss erscheint es denkbar, @asdJberangebot von ILel iiber die
Stimulation von IL-1RIl gegenregulatorisch auf Ibwdrken kann.

Eine weitere Verbindung zwischen den beiden Zytekiergibt sich aus funktioneller Sicht.
Fur IL-13 konnte eine Stimulation der Expression von ICAMi#tid VCAM-1 gezeigt
werden, IL-4 fordert lediglich VCAM-1 (IFNrdagegen ICAM-1) [313]. Auch hier kann man
Uber den Mechanismus der negativen Ruckkopplunginagtieren, dass eine starke
Stimulation von VCAM-1 (und ICAM-1) durch ILd4 sich hemmend auf die Sekretion von

IL-4 auswirkt. Einen &hnlichen Ansatz bietet dieStudien demonstrierte Inhibition von IL-4
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und IL-13 auf die iINOS [314]. Die durch Thl-Zytokirund auch IL-f hochregulierte
MRNA-Expression der INOS wird durch IL-4 und IL-&8ektiv gehemmit.

Fur IL-5 lie3 sich zumindest bei Betrachtung derlLBder durch uns proklamierte Effekt
durch die Applikation von IL-&@ nachweisen. Dafir spricht beispielweise, dass IL-5
bezuglich der Expression von ICAM-1 und VCAM-1 keisich mit IL-In Uberschneidende
Funktionen aufweist, wie es fur IL-4 beschrieben34.3]. Aul3erdem ist IL-5 im Gegensatz
zu IL-4 nicht wesentlich an der Initialisierung einTh2-Immunantwort beteiligt und durfte
somit keinem negativen Feedbackmechanismus urmgerlie

Wie bereits erwahnt kdnnen Makrophagen die IL-5r&&bn von Th2-Zellen steigern [302],
ein Effekt, welcher die Tendenzen unsere Hypotheseh betonen sollte und gut zu den
gemessenen Werten fir IL-5 passt. Auch die in Abgch5.6.1 beschriebenen
Zusammenhange zwischen IL-5 und eosinophilen Goagtén sollten in gleicher Weise eine

Amplifikation der durch IL-tx erhéhten Produktion des Th2-Zytokins IL-5 erklaren

Dass IL-In eine Forderung der Thl-Differenzierung und danmt Eroduktion von IFN¢
bewirkt, wurde erwahnt und ist schon mehrfach besibbn worden [78,315]. Auch eine
direkte Stimulation der IFN-Produktion von T-Zellen durch ILEL im Sinne einer
synergistischen Funktion mit IL-12 ist bekannt [BL&d hatte Effekte in dieser Richtung
erwarten lassen. Meine Ergebnisse lassen aus mS®iokt keine seridse Interpretation in
diese Richtung zu, da scheinbar zusatzliche Eisfidksoren die Tendenzen Uberlagern.
Maogliche Griinde konnten Beteiligung von IENan vielen nicht direkt IL-d-abhangigen
Vorgangen sein. So beschrieb ich bereit den Eisflusn IFNy auf die Expression von
verschiedenen Chemokinen und Rezeptoren auf PMM,288]. Auch die Fahigkeit von
Thl-Zellen durch IFN¢ Makrophagen zu aktivieren lasst hier eine gegégsei
Wechselwirkung erwarten [289]. Dass nebenbei noclee Zellen eine Rolle bei der IFN-
Produktion spielen, wie z. B. NK-Zellen, stellt eiweitere Stellgréf3e dar. Fir NK-Zellen ist

zusatzlich ebenfalls eine Stimulation durch dcdeschrieben [70,71].

Meine Ergebnisse zeigen, dass die aus der BALeideh Zellen in Relation zu den Zellen
aus der gesamten Lunge hohere Mengen an IL-10 texkre nachdem die Tiere in der

frihen Phase der Sensibilisierung gegen OVA dLbekommen hatten. Meiner Ansicht nach
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steht dieser Effekt im Zusammenhang mit einer a@dmhPrasenz von regulatorischen T-
Zellen (Tregs) in der bronchialen Mukosa, welchel@.produzieren. Eine Stimulation von
Tregs durch inhalative Antigene wurde bereits besbkn und u. a. fir die Abschwachung
einer allergischen Th2-Antwort verantwortlich gemmiad317,318]. Hinzu kommt eine
wahrscheinlich IL-ti—abhangige Induktion der Produktion von CCL28 (aMIEC, CCK1
und SCYA28) in den Epithelien der Atemwege [254C128 wirkt u. a. chemotaktisch auf
CCR10-positive Zellen, wie z. B. IL-10 produzierendregs [240]. Ich interpretiere diesen
Beobachtungen als das Erfassen der frihen Phase wésentlich von Tregs getragenen
Gegenregulation des Immunsystems als Antwort a@f ablaufende OVA-getriggerte
allergische Reaktion, wie sie bereits in anderebefen beschrieben wurde [319-321].
Daneben gibt es zusatzlich Hinweise auf einen threleffekt von IL-1 auf Tregs. In vivo
Untersuchungen mit ILf konnten einen direkten proliferativen Effekt auéds nachweisen,
zusatzlich steigerte sich die Zytokinproduktion deZellen [241]. Dieser Mechanismus
konnte die erhdhten IL-10-Konzentrationen ebenklidaren.

Ein letzter Ansatz besteht in der nachgewiesengmatorischen Wirkung von IL-10 auf eine
frhe IL-12 vermittelte Thl-Immunatwort [322]. Innem Vakkzinationsversuch mit IL-
12p40- und IL-10-defizienten Méausen konnte ein brégrender Effekt von IL-10 auf die
lokalen Entziindungsvorgénge und insbesondere alHa$hoziierte Zytokine nachgewiesen
werden. Ausgehend von unserer Hypothese, dasdréhme Gabe von IL-d einen Shift von
einer Th2-Reaktion zu einer Thl-getragenen Immuwamtnduziert, konnte man den frihen
Anstieg von IL-10 erneut im Sinne einer Gegenretjutaals Reaktion auf den verstarkten

Thl1-Charakter interpretieren.

5.3.3 Zusammenfassende Betrachtung der Effektdndurta

Gemal unserer Hypothese sollte eine Applikation keha zu einem frihen Zeitpunkt der
Sensibilisierung gegen OVA zu einer Abschwéachumgrevorhandenen Th2-Reaktion durch
Verstarkung von Thl fuhren, eine spate Gabe hatjegkn eine nochmalige Verstarkung der

Th2-Immunantwort zur Folge.

Mittels der im Rahmen meiner Arbeit eingesetzteretbuchungsverfahren fand ich deutliche

Hinweise, die unsere Hypothese stitzen und sich Bimklang mit den bisherigen
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Erkenntnissen zur Thl-Verstarkung mittels i-befanden [78,315]. Der Einsatz von Ib-1
an den Tagen 0 bis 2 resultierte in erniedrigterrt¥veflir eosinophile Granulozyten in der
BAL und spricht fur eine hemmende Wirkung der li-~termittelten Thl-Immunantwort auf
Th2 [22]. Des Weiteren war ein signifikanter Angti@ler Zellzahl der neutrophilen
Granulozyten sowohl in der gesamten Lunge, als auater BAL mittels Cytospins und
FACS zu messen, auch dies lasst sich mit den pettén und bereits beschriebenen Studien
in Deckung bringen [287,288]. Die Werte der von mmitersuchten Zytokine bestatigten in
Teilen ebenfalls den postulierten Thl-stimuliererdb2-inhibierenden Effekt durch die
frothe Gabe wvon IL-@& wahrend der Sensibilisierungsphase. In  beiden
Untersuchungsmaterialien zeigten sich erniedrigieegl fur IL-5, in der BAL zusatzlich
ebenfalls supprimierte IL-13-Werte. Die in der k#wir beschriebene Aktivierung von
Makrophagen durch Thl-Zellen mittels IFN«konnte ich in dieser Form nicht nachweisen
[298].

Das IL-1o auch einen Th2-férdernden Wirkung hat, hatte iereits erlautert [203,204]. Wir
vermuteten, dass eine spate Applikation von dlLdiesen Effekt hervorrufen sollte. Der
niedrigere Anteil an PMN in der gesamten Lunge umdler BAL nach Injektion an den
Tagen 21 bis 23 werte ich als Hinweis fur eine Heltnmung durch Th2-Zellen (Nachweis
mittels Cytospin und FACS). Ebenso kann man denrchdiusszytometrisch geringeren
Anteil an Makrophagen in der gesamten Lunge alsvidighittelten proliferationshemmenden
Effekt interpretieren. Im selben Kontext ist diarktstimulierte IL-5- und IL-13-Produktion,

vor allem in der BAL, als IL-&-induziert zu deuten.

Daneben zeigt die Betrachtung meiner Ergebnisseléireaen, welche sich nicht mittels des
Zusammenhanges von Ilalund dessen Auswirkung auf die Ausrichtung der Th-
Immunantwort im Sinne des Th1/Th2-Paradigmas ezkldssen. Wahrscheinlich liegen hier

unabhangige direkte ILetWirkungen auf unterschiedliche Zielzellen zugrunde

Der durchflusszytometrisch und zytomorphologischledge Anstieg der eosinophilen
Granulozyten in der gesamten Lunge im Zuge derz&iligen Behandlung mit IL€l ist am
ehesten auf eine ILetassoziierte Induktion von CCL28 zu sehen, weladesnotaktisch auf

CCR3-positive Eosinophile und CCR10-positive T-Lympyten wirkt, was wiederum eine
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Erklarung fur die erhdhte Zahl fur T-Zellen ist f35Die direkte positive Wirkung von ILel
auf die Expression von ICAM-1 und VCAM-1 [281,31i8} eine weitere probate Erklarung
fur den dadurch erleichterten Influx an eosinophi@anulozyten und die dadurch héheren
Zellzahlen. Die initial gemessenen hoheren Wertd*BN in der gesamten Lunge hangen
hdchstwahrscheinlich auch mit den bereits ausgefiihdirekten IL-&x-Effekten auf
neutrophile Granulozyten zusammen [282-284]. Ddiferationsférdernde Wirkung von IL-
la auf CD11c-positive DCs in der gesamten Lunge sgle ebenfalls weniger im
Zusammenhang mit Th1/Th2, sondern als direkte $iemande Wirkung von IL-& auf DCs,
wie es fur deren Migrationsverhalten bereits naehggen wurde [276]. Auswirkungen auf
Makrophagen, wie sie nach den bereits verofferidictStudien zu erwarten gewesen waren

[181,279], konnte ich mittels der von mir verweraeMethoden nicht nachweisen.

Der relativ hohe Anteil an IL-10 bei den Tieren derhen Behandlungsphase ist als IL-1-
induzierten CCL28-vermittelter Influx von IL-10 piozierenden regulatorischen T-Zellen zu
interpretieren [240,241]. Als weiteren Rickschlass meinen Daten werte ich die erhdhte
IFN-y-Antworten auf die IL-&x-Injektionen als direkte Stimulation auf die IFNsekretion
von NK-Zellen [70].

Zusammenfassend lasst sich konstatieren, dass digrdtherapie mit IL-@&t eine Modulation
der ablaufenden immunologischen Reaktion im ald&fyggn Asthma maoglich ist. Es kommt in
Teilbereichen zu einem Shifting in Richtung ThlpeeiVerstarkung der reinen OVA-
induzierten Th2-Charakteristik ist scheinbar nickésentlich moglich, da bereits eine
offenbar annahernd maximale Auspragung erreichDiaheben bewirkt IL-d Gber weitere,
direkte Mechanismen ebenso Veranderungen in deardimensetzung der beteiligten Zellen
und Zytokine, so dass man in letzter Konsequenzenoam Mischbild der zu beobachtenden
Effekte sprechen muss. Die Tatsache, dass die tZiesé@n“ Wirkungen teilweise einen den
Th1/Th2-Einflissen gegenlaufigen Charakter habeschevert eine prazise Diskrimination

und eindeutige Bewertung der durch mich erhoberaerD
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5.4 Vergleich mit ahnlichen Arbeiten unserer Arbeisgruppe

Die Ergebnisse meiner Dissertation reihen sichlosli die bisherigen Erkenntnisse unserer
Arbeitsgruppe beziglich der Rolle von lirIm Kontext des Thl/Th2-Paradigmas ein. Fur
das tendenziell eher Thl-lastige Modell der Inf@ktmit L. major konnten wir bereits eine
stark vom Zeitpunkt der Applikation abhangige Matign der Immunantwort durch ILed
zeigen [78]. Als wichtige Funktionstrager in dieséosammenspiel wurden DC identifiziert,
welche ebenfalls im Fokus unserer Forschungen ist3. Meine Hypothese bezuglich der
Wirkung von IL-1o beruht wesentlich auf den Erkenntnissen unsestrebigen Bemihungen
und postuliert eine Ubertragbarkeit der bisherigd&rgebnisse aus einer Thl-

Modellerkrankung in das System des Th2-vermittetteminen allergischen Asthmas.

Die Ergebnisse meiner Untersuchungen legen &hnlichesammenhénge und
Wechselwirkungen fur IL-d und die Immunologie des Asthmas nahe, wie wibgiits flr
die Leishmaniasis zeigen konnten. Allerdings bildeth beispielsweise das Th1-Shifting
nicht mit der in den Vorarbeiten gesehenen Konserjueden Daten ab. Zusatzlich kommen
durch den Einsatz von ILell noch weitere Th1l/Th2-unabhéngige Einflisse zunmgdma
welche teilweise den Th1/Th2-Effekten entgegenwirked dadurch die Aussagekraft meiner

Daten bezuglich Th1/Th2 etwas schmalern.

Parallel zu meiner Dissertation widmete sich einil Tieaserer Gruppe ebenfalls der
Untersuchung des murinen allergischen Asthmas uW@mwendung von ,klassischen®
Untersuchungsmethoden, wie der AHR-Messung, der BAld Lungenhistologie. Die
Erkenntnisse aus diesen Versuchen lassen sich guiem Ergebnissen meiner Arbeit in

Deckung bringen und werden in Kirze publiziert [323
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5.5 Ausblick

Sicherlich ist es aus immunologischer und aus nmadcher Sicht lohnenswert, den
maoglichen therapeutischen Nutzen von li-ih Th2-vermittelten Erkrankungen, speziell im
allergischen Asthma mit seiner hohen Pravalenztewenit Hochdruck zu beforschen. Die
bisherigen Erkenntnisse suggerieren eine moglidims&he Relevanz fir die Behandlung
erkrankter Menschen mit diesem Zytokin, vor einealiation am Menschen sind sicherlich
noch weitere Daten aus der Grundlagenforschungeratigy.

Als zusatzliches Instrument bietet sich mit der hele der Prozessierung der gesamten
murinen Lunge eine viel versprechende Alternative etablierten Verfahren in der
Asthmaforschung an, welche unbedingt weiter vgtfohd verfeinert werden sollte.

Neben dem Fokus auf der Beeinflussung der Thl/Tdlasi@e drangen noch weitere
interessante Schauplatze der beim allergischenmfestiblaufenden Abwehrreaktion in das
Rampenlicht. So ist eine tiefer gehende Betrachtier Rolle von CCL28 sicherlich ein
Thema von groRem Interesse. Aber auch der Gewinwaiterem Wissen Uber die Funktion
von regulatorischen T-Zellen oder eosinophilen Bnitgrzellen im Zusammenspiel der
immunologischen Kréfte ist ein spannendes und weferschungsfeld, welches zukinftig

sicherlich an Bedeutung gewinnen wird.
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6. Zusammenfassung

Dass durch die zusatzliche Gabe von tLdie Thl-vermittelte Immunreaktion der kutanen
Leishmaniasis wesentlich beeinflusst werden karomnte unsere Arbeitsgruppe bereits
zeigen [78]. Als ein wichtiger Faktor erwies sidr Zeitpunkt der Applikation. Meine
Arbeit sollte Uberprufen, ob sich diese Erkennmigs Modell des murinen allergischen
Asthmas reproduzieren lassen, auch im Sinne eudn#tigen therapeutischen Nutzens fir
die Behandlung dieser epidemiologisch hochrelevakt&rankung. Daneben sollte ein neues
Verfahren zur Erforschung dieser Effekte entwickeftd etabliert werden, namlich die
Verwendung der gesamten murinen Lunge als Quallghiersuchungsmaterial.

Fur die Gewinnung von inflammatorischen Zellen aes kompletten Lunge und deren
weitere Untersuchung konnte ich eine Methode etkiincund standardisieren, welche relativ
einfach in der Durchflhrung ist und zuverlassigeeim Verhaltnis zur BAL hohe Zellzahl
liefert, was wiederum ein breites Spektrum an weiteUntersuchungen erlaubt. Durch den
Vorgang der mechanischen und enzymatischen Prerasgi scheinen die funktionellen
Eigenschaften der Zellen nicht wesentlich beeihtiigt zu sein, da sie sich gut kultivieren
und mit Antigen restimulieren lassen und in sidgafitem Mal3e antigenspezifische Zytokine
produzieren.

Der Einfluss von IL-&x auf den Phanotyp der Th2-vermittelten Immunantwiaf sich
ebenfalls auf mehreren Ebenen nachweisen. So egigieil meiner Ergebnisse, dass nach
der frihen Gabe eine Tendenz zur Verlagerung desdBees der Abwehrreaktion von Th2
in Richtung Thl besteht. Ebenso finden sich Hinevdig eine relative Augmentation der
Th2-Antwort durch den Einsatz von Ilalzu einem spateren Zeitpunkt. Eine absolute
Verstarkung der Th2-Reaktion auf OVA durch la-konnte ich nicht messen. Hier scheint
mit OVA allein schon eine maximale Auspragung e@ireizu sein. Neben den Th1l/Th2-
Effekten wurden auch einige gegenlaufige Beobad#nngemacht, welche nicht a priori
durch das Thl/Th2-Paradigma zu erklaren sind, sande Rolle von IL-&x auf andere
Systeme belegen, wie z. B. die Wirkung auf CCL28 regulatorische T-Zellen. Es resultiert
ein Mischbild der durch IL-d hervorgerufenen Veranderungen und es bedarf nodkeree
Studien, um die unterschiedlichen induzierten Maddrmaen sauber voneinander zu trennen.
Unabhangig davon scheint Ilatlein viel versprechender Kandidat fir einen Ansatikp bei

der therapeutischen Modulation der Immunologieallesgischen Asthmas zu sein.
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