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Einleitung

1. Einleitung

Das Immunsystem besitzt die Aufgabe zwischen korpereigenen und korperfremden sowie
zwischen harmlosen und schéddlichen Antigenen zu unterscheiden. Ein Verlust der Toleranz
gegeniiber harmlosen oder korpereigenen Antigenen kann zu allergischen Erkrankungen bzw.
Autoimmunitit fithren [Buckner et al., 2004].

Die Entwicklung allergischer Erkrankungen wie z.B. Nahrungsmittelallergien, allergischen
Atemwegserkrankungen und der atopischen Dermatitis hat im Laufe der letzten Jahrzehnte,
auch aufgrund einer Verdanderung der Umweltbedingungen, in den westlichen Lindern stark
zugenommen. Es ist daher wichtig neue wirksame Therapieformen gegen diese

Uberempfindlichkeitsreaktionen des Immunsystems zu entwickeln.

1.1 Allergien/allergisches Asthma

Bei der Entstehung von Allergien spielen unter anderem die genetische Disposition, die Art
des Antigens sowie Umwelteinfliisse eine wichtige Rolle [Johnson et al., 2002, Akkoc et al,.
2011]. Die Symptome von Asthma konnen unter anderem verstirkt werden durch starke
Emotionen oder Stress, virale Infektionen oder die Luftverschmutzung [Johnson et al., 2002].
Bei Allergenen handelt es sich meist um 16sliche Proteine, die oft eine enzymatische Aktivitit
aufweisen. Darauf und auf den aerodynamischen Eigenschaften und der Partikelgrofie
beruhen moglicherweise ihre allergenen Eigenschaften [Kay, 2000]. Die Hauptallergene in
westlichen industrialisierten Léndern sind Der pl und Der p2 aus dem Kot der
Hausstaubmilbe Dermatophagoides, Fel d 1 aus dem Speichel von Katzen, verschiedene von
Pflanzen abstammende Pollenallergene wie Bet v 1 von der Birke oder Phl p 1 und Phl p 2
vom Wiesen-Lieschgras [Kay, 2000].

Das vermehrte Vorkommen von Allergien in westlichen Lindern wird unter anderem durch
die Hygienehypothese erkldrt. In der 1989 von David P. Strachan formulierten
Hygienehypothese postuliert dieser, dass aufgrund des durch Impfungen und der Verwendung
von Antibiotika bedingten Riickgangs von Infektionskrankheiten viele durch Thl-Zellen
vermittelte Immunreaktionen nicht mehr stattfinden. Dies fiihrt zu einer Disbalance des
Immunsystems und in Folge dessen zu einem verstidrkten Vorkommen von durch Th2-Zellen

vermittelten Reaktionen auf harmlose Umweltantigene sowie damit einhergehend zu einem
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vermehrten Vorkommen von Allergien [Hayashi et al., 2004]. Die Hygienehypothese wurde
im Laufe der Zeit modifiziert und erweitert. Yazdanbakhsh et al. beschrieben 2001, dass in
Bevolkerungen mit hédufig auftretenden Wurmerkrankungen weniger Allergien vorkommen
als bei Bevolkerungsgruppen, bei denen keine Infektionen dieser Art vorkommen
[Yazdanbakhsh et al., 2001]. Eine Helminthen-Infektion induziert zunéichst eine starke Th2-
Antwort, die mit einer Eosinophilie und einer erhohten IgE-Produktion einhergeht, inhibiert
aber durch Th2-Zellen vermittelte Inflammationsreaktionen wie z.B. Allergien. Da wéhrend
der Infektion grole Mengen der Zytokine Interleukin (IL-)10 und Transforming Growth
Factor-B (TGF-B) gebildet werden, scheint es naheliegend zu sein, dass sogenannte
regulatorische T Zellen (Treg) wihrend der Infektion gebildet werden, die eine Rolle bei der
Inhibition sowohl von Thl- als auch von Th2-Antworten spielen [Maizels und Yazdanbakhsh,
2003].

Allergien werden anhand verschiedener Charakteristika wie dem Krankheitsbild, dem
zeitlichen Ablauf, den beteiligten Komponenten des Immunsystems, der Art des Antigens und
dem Wirkmechanismus in vier Gruppen eingeteilt [Coombs und Gell 1968].

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich ausschlieBlich mit Allergien des Soforttyps (Typ-I1
Hypersensitivitit), zu denen auch das allergische Asthma gehort [Kay, 2000]. Der Verlust der
Toleranz gegeniiber Allergenen wie z.B. Aeroallergenen, Nahrungsmittelallergenen oder
Insektengift fiihrt zu dieser Typ-I Hypersensitivitidt [Akkoc et al., 2011]. In industrialisierten
Nationen spielen die Typ-I Allergien eine zunehmende Rolle als Volkserkrankung. Etwa 20
Prozent der Bevolkerung leiden unter solchen Uberempfindlichkeitsreaktionen [Cookson und
Moffatt, 1997]. Eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung von allergischen Typ-I
Reaktionen, spielt die Erkennung von harmlosen Fremdproteinen durch das Immunsystem.
Die Neigung zu solchen Uberempfindlichkeitsreaktionen ist genetisch bedingt und
gekennzeichnet durch einen positiven Pricktest und erhohte IgE-Mengen im Serum und wird
als Atopie bezeichnet [Kay, 2000]. Bei Atopikern kommt es wéhrend einer allergischen
Immunantwort zu einer starken Proliferation von Th2-Zellen, die IL-4, IL-5 und IL-13
sekretieren. Diese von Th2-Zellen sezernierten Zytokine fordern die Bildung
allergenspezifischer IgE-Antikdrper und induzieren eine durch eine Eosinophile
gekennzeichnete Gewebeinflammation. In nicht-atopischen Individuen fiihrt eine
Immunantwort auf Allergene hingegen zu einer antigenspezifischen Produktion von IgG-
Antikorpern und zu einer Thl-polarisierten Immunantwort einhergehend mit einer erhdhten

IFN-y-Produktion [Johnson et al., 2002, Kay, 2000].
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Allergische Erkrankungen konnen immunologisch in zwei Phasen unterteilt werden. Wéhrend
der ersten Sensibilisierung mit dem Allergen, kommt es zur klonalen Expansion von
allergenspezifischen CD4" T-Zellen und zu einer erhdhten IgE-Produktion durch B-Zellen.
Wihrend dieser Phase werden zusétzlich auch T- und B-Gedéchtniszellen gebildet [Akdis und
Akdis 2011, Palomares et al., 2010]. Die vermehrte Bildung des allergenspezifischen IgE
fiihrt zu einer allergischen Sensibilisierung [Lewis, 2002, Morjaria et al., 2007].

Das IgE bindet an hochaffine FceRI-Rezeptoren auf der Oberfliche von Mastzellen,
Basophilen und anderen Zellen [Geha et al., 2003] Die Expression dieser Rezeptoren ist bei
atopischen Individuen gesteigert [Maurer et al., 1994].

In der Provokationsphase, werden bei erneutem Kontakt mit dem Allergen die FceRI-
Rezeptoren iiber die gebundenen IgE-Molekiile kreuzvernetzt, wodurch die Mastzellen oder
Basophilen aktiviert werden und degranulieren. Als Folge werden Mediatoren wie Histamine
und Leukotriene sowie Chemokine und Zytokine freigesetzt [Kay, 2000, Busse und Neaville,
2001]. Dies hat die typischen Symptome einer allergischen Entziindung wie Juckreiz, Niesen,
eine Erweiterung der Blutgefile, eine gesteigerte Gefdlpermeabilitit, eine erhohte
Schleimproduktion und eine Verengung der glatten Muskulatur zur Folge [Durham, 1999,
Johnson et al., 2002]. Des Weiteren kommt es zu einer weiteren Aktivierung von Th2-Zellen
und zu einer Entziindung des Gewebes [Morjaria et al., 2007, Akdis und Akdis, 2011,
Palomares et al., 2010].

Eine wichtige Behandlungsart von allergischen Erkrankungen ist die Ende des 19.
Jahrhunderts am St Mary’s Hospital in London von Freeman und Noon entwickelte
spezifische Immuntherapie (SIT). Bei dieser auch Hyposensibilisierung genannten
Therapieform wird dem Patienten das Allergen, das normalerweise die allergischen
Symptome in den Patienten auslost derart appliziert, dass eine Toleranz gegeniiber dem
Allergen induziert wird [Frew, 2003, Akkoc et al., 2011]. Dazu wird dem Patienten das
spezifische Antigen in ansteigenden Dosen subkutan iiber einen lidngeren Zeitraum von
mindestens drei Jahren verabreicht [Kay, 2000, Frew, 2003, Akkoc et al., 2011]. Die SIT wird
erfolgreich bei der Behandlung von IgE-vermittelten Krankheiten wie der allergischen
Rhinitis, der Hypersensitivitat gegeniiber Wespen- und Bienengift und bei allergischem
Asthma eingesetzt. Die Immuntherapie bei Heuschnupfenpatienten verbessert das saisonale
Asthma und die bronchiale Hyperreaktivitit [Till et al., 2004].

Der Funktionsmechanismus der SIT ist noch nicht vollstindig geklirt. Sie hat unter anderem

Effekte auf die Produktion allergenspezifischer Antikorper. Wihrend der initialen Phase der
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SIT steigt das allergenspezifische IgE zunichst an, fillt allerdings im weiteren Verlauf der
Therapie auf das Niveau vor der Behandlung oder sogar noch weiter darunter ab [Creticos et
al., 1984]. Die SIT induziert ebenfalls die Produktion von IgG-Antikorpern, die als
blockierende Antikorper wirken. Des Weiteren werden die allergenspezifischen T-
Zellantworten durch die SIT beeinflusst. Bei einer erfolgreichen Behandlung kommt es zu
einer Reduktion der T-Zell- und Eosinophilen-Rekrutierung zum Entziindungsherd [Frew,
2003]. AuBlerdem kommt es zu einer Verschiebung der T-Zell-Balance von einer von Th2-
Zellen dominierten Immunantwort hin zu einer eher von Thl-Zellen getragenen Antwort.
Weiterhin werden regulatorische T-Zellen induziert, welche die T-Zell-Proliferation und die
Zytokin-Produktion inhibieren [Durham, 1999, Frew, 2003, Till ef al., 2004, Akkoc et al.,
2011]. Es wurde gezeigt, dass es im Laufe einer erfolgreichen SIT zu einer IL-10-Produktion
durch regulatorische T-Zellen kommt [Bellinghausen et al., 1997, Akdis et al., 1998, Till et
al., 2004]. Das Zytokin IL-10 hat verschiedene antiallergische Eigenschaften wie die
Suppression von Mastzellen, Eosinophilen und T-Zellen. Auerdem wirkt IL-10 auch auf B-
Zellen [Till et al., 2004], indem es einen Klassenwechsel induziert, der bewirkt, dass
allergenspezifische B-Zellen IgG4-Antikorper anstelle von IgE produzieren. Das IgG4
blockiert die Bindung des Antigens an IgE auf Mastzellen und Basophilen und somit die
darauf folgende Degranulierung und Histaminfreisetzung [Till et al., 2004, Akkoc et al.,
2011]. Auf diese Weise kann Toleranz gegeniiber dem verwendeten Antigen induziert und die

allergischen Symptome vermindert werden [Akkoc et al., 2011].

Neben der SIT existieren einige medikamentdse Therapien zur Behandlung von allergischem
Asthma, wie z.B. die Applikation von Kortikosteroiden. Diese supprimieren die
Atemwegsinflammation und lindern die durch das Asthma bedingten Bronchiospasmen.
Allerdings werden hier nur die Symptome behandelt und das Asthma nicht kausal geheilt
[Frew, 2003]. Die SIT hingegen ermdglicht die Verdnderung der Immunantwort und eine
Inhibition der allergischen Immunreaktionen. Allerdings ist diese Art der Therapie nicht in
allen Patienten wirksam und fiihrt nur in seltenen Fillen zu einer kompletten Verminderung
der Symptome [Lewis, 2002, Frew, 2003, Van Oosterhout et al., 1998]. Des Weiteren kann es
bei einigen Patienten zu unerwiinschten Nebeneffekten wie anaphylaktischen Reaktionen

kommen [Kay, 2000, Lewis, 2002].
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1.2 Immuntherapie mit Hilfe der biolistischen DNA-Immunisierung

Neben den zuvor erwihnten Nebeneffekten spielen auch andere Faktoren eine limitierende
Rolle fiir die Wirksamkeit der SIT. Die Angst vor Spritzen hilt viele Patienten davon ab, sich
einer Desensibilisierung oder einer anderen Art der Behandlung, bei der das Medikament
gespritzt werden muss, zu unterziehen bzw. die Therapie bis zum Ende durchzufiihren [Nir ef
al., 2003, Kendall er al., 2006]. Herkommliche Therapien wie die SIT scheitern oft auch
aufgrund der Tatsache, dass Patienten sie wegen der langen Dauer von 3 Jahren vorzeitig
abbrechen [Kendall er al., 2006]. Des Weiteren kann es bei den herkommlichen
Behandlungsmethoden zu schwerwiegenden Nebenwirkungen kommen. Die Injektion des
Medikaments mit Hilfe von Nadeln birgt auch ein Risiko fiir denjenigen, der die Spritze
verabreicht, sich mit anderen Erkrankungen wie z. B. Hepatitis C oder HIV zu infizieren
[Chen et al., 2002]. Es ist daher wichtig alternative Behandlungsarten bzw. weitere Routen
der Desensibilisierung fiir die Behandlung von Typ-I Allergien zu etablieren. Die
Desensibilisierung mit dem Allergen in Proteinform hat aulerdem weitere Nachteile. Um eine
Immunreaktion gegen ein korperfremdes Protein zu induzieren, muss es aufgereinigt werden.
Die Aufreinigung eines Proteins in ausreichenden Mengen ist zeitaufwendig und teilweise
schwierig.

Eine alternative Art der Immunisierung stellt daher die Behandlung mit allergenkodierender
Plasmid-DNA dar. Die DNA kann hierbei intradermal oder intramuskulir injiziert werden.
Eine Immunantwort gegen ein korperfremdes Protein kann aber auch durch eine Applikation
von mit antigenkodierender DNA beschichteten Goldpartikel direkt auf die Haut induziert
werden [Tang er al, 1992]. Hierbei werden mit Hilfe eines biolistischen Systems unter
Verwendung von Heliumdruck Zellen der Haut direkt mit der Plasmid-DNA transfiziert.
[Tang et al., 1992, Porgador et al., 1998]. Im Vergleich mit einer intramuskuldren oder
intradermalen Immunisierung werden bei dieser Methode zehn bis hundertmal geringere
DNA-Mengen benétigt, um eine effektive Immunantwort auszulésen, da bei den beiden
erstgenannten Applikationswegen die Plasmide aktiv durch die Zellen aufgenommen werden
miissen [Fynan et al, 1993, Pertmer et al., 1995]. Des Weiteren spielt die extrazelluldre
Degradation durch Exonukleasen eine wichtige Rolle, da durch diese DNA abgebaut werden
kann, bevor sie letztendlich in die Zellen gelangt [Barry et al, 1999]. Die erreichten
Transfektionsraten sind daher bei der biolistischen DNA-Immunisierung wesentlich hoher

[Scheiblhofer et al., 2006].
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Aus den genannten Griinden konnte die biolistische Immunisierung eine effiziente,
schmerzfreie und sichere alternative Therapieform zu anderen Immuntherapien darstellen, bei
denen mit Hilfe von Spritzen immunisiert wird [Tang et al., 1992, Chen et al., 2002, Kendall
et al., 2006]. Die Applikation der Plasmid-DNA {iber die Haut hat weitere Vorteile, da sie ein
sensitives Immunorgan und somit ein geeignetes Ziel fiir die Administration von Vakzinen ist.
In der Epidermis sind iblicherweise keine BlutgefiBle und sensorische Nervenenden
lokalisiert, was ein wichtiges Kriterium fiir diese Art der Immunisierung ist [Chen et al.,
2002]. In der Haut ist ein Netzwerk aus antigenprisentierenden Zellen und anderen Zellen, die
eine wichtige Rolle bei Immunantworten spielen, vorhanden [Chen et al., 2002]. Ziel der
DNA-Immunisierung sind vor allem die in der Epidermis vorhandenen Keratinozyten,
Melanozyten und Langerhanszellen. [Chen ef al, 2002]. Die darunter liegende Dermis
beinhaltet auBlerdem dermale Dendritische Zellen (DCs), die ein wichtiges Ziel fiir
Immuntherapien darstellen [Chen et al., 2002]. Die Langerhans Zellen und die dermalen DCs
haben die Féahigkeit aus der Haut in die regionalen Lymphknoten auszuwandern, wo sie als
potente antigenprésentierende Zellen wirken und T-Zellen aktivieren konnen [Condon et al.,
1996, Kendall et al., 2006].

Die im Rahmen einer DNA-Immunisierung zu induzierende Transgenexpression kann unter
der Kontrolle verschiedener Promotoren durchgefiihrt werden. Wird das Transgen unter der
Kontrolle eines ubiquitér aktiven, viralen Promotors wie z.B. dem CMV-Promotor exprimiert,
konnen alle transfizierten Zellen das jeweilige Transgen exprimieren. Bei der DNA-
Immunisierung mit Hilfe der Genpistole gelangt die Plasmid-DNA direkt ins Zytoplasma oder
bestenfalls sogar direkt in den Zellkern der antigenprésentierenden Zellen der Haut. Diese
direkte Transfektion von DCs mit antigenkodierender Plasmid-DNA resultiert in einer
endogenen Produktion des als Antigen wirkenden Proteins und es kommt in der Folge zu
einer Priasentation antigener Peptide iiber MHC (,,major histocompatibility complex‘‘)-Klasse-
I-Molekiile und damit zu einer Aktivierung CD8" zytotoxischer T Zellen [Condon et al.,
1996]. Durch den Beschuss mit der Plasmid-DNA werden aber auch Hautzellen, insbesondere
Keratinozyten, transfiziert, die das von dem Plasmidvektor kodierte Protein synthetisieren und
entweder durch aktive Sekretion oder nach Zellschiadigung infolge nekrotischen oder
apoptotischen Absterbens freisetzen konnen. Das freigesetzte Antigen kann im Anschluss von
DCs aufgenommen und prozessiert werden [Maecker et al., 1997]. In Folge dessen kommt es
zu einer von MHC-Klasse-II-Molekiilen restringierten Aktivierung von CD4" T-Helferzellen
[Donnelly et al., 1997]. Ein weiterer Effekt, der eine Rolle bei der DNA-Immunisierung

spielt, ist die sogenannte Kreuzprisentation. Exogene Antigene konnen dabei unter
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bestimmten Umstdnden auch iiber MHC-Klasse-I-Molekiile préasentiert werden [Rock und
Shen 2005].

Fiir eine effektive DNA-Immunisierung konnte es von Vorteil sein die Transgenexpression
nur auf DCs als potenteste antigenprisentierende Zellen zu beschrianken. Durch die
Limitierung der Antigen-Expression auf DCs konnte es vermieden werden, dass andere Zellen
das Antigen freisetzen, welches dann von antigenprisentierenden Zellen internalisiert und
prasentiert wiirde. Durch die Verwendung eines DC-fokussierten Promotors wiirde die Menge
an freiem Antigen somit minimiert, was auch eine Reduktion des anaphylaktischen Potentials
zur Folge hitte. Zu diesem Zweck ist die Verwendung eines moglichst DC-spezifischen
Promotors unerldsslich. Der Fascin-Promotor stellt einen solchen Promotor dar, der eine
starke Transgen-Expression selektiv in DCs erlaubt. Das Aktinbiindelungs-Protein Fascin hat
eine wichtige Funktion bei der Ausbildung der Dendriten reifer DCs [Ross et al., 1998, 2003].
Unreife DCs exprimieren kein Fascin. Nach Aktivierung der DCs kommt es im Verlauf ihrer
Ausreifung dann zu einer deutlich verstirkten Fascin-Expression [Ross et al., 1998, 2000].
Aus diesem Grund und aufgrund dieser Tatsache, dass Fascin ein Strukturprotein ist, das in
maturen DCs in groBen Mengen produziert wird, wurde eine starke Genexpression in reifen
DCs beobachtet, wenn der Fascin-Promotor zur Kontrolle der Transgenexpression verwendet
wurde [Ross ef al., 2003]. Eine Fascin-Expression konnte auBler in DCs noch in wenigen
nicht-hdmatopoetischen Zelltypen wie neuronalen Gliazellen, Kapillar-Endothelzellen und
follikuldren Dendritischen Zellen nachgewiesen werden [Ross et al., 1998, Jaffe et al., 1998].
Bei der biolistischen DNA-Immunisierung spielen allerdings von den eben genannten Zellen
nur die dermalen DC und die Langerhanszellen der Haut eine Rolle. Die anderen Zellen sind
hierbei nicht von Bedeutung, da nur Zellen der Haut direkt transfiziert werden konnen. Daher
eignet sich der Fascin-Promotor im Rahmen der biolistischen DNA-Immunisierung fiir eine
auf DCs fokussierte Transgenexpression.

Bei vergleichenden Analysen, die unter Verwendung des Modellantigens B-Galaktosidase
(BGal) durchgefiihrt wurden, welches unter Kontrolle des ubiquitir aktiven CMV-Promotors
sowie des DC-spezifischen Fascin-Promotors im Rahmen einer biolistischen DNA-
Immunisierung exprimiert wurde, wurde gezeigt, dass die DNA-Immunisierung mit dem
CMV-Promotor zu einer deutlichen humoralen Immunantwort fiihrt, wobei mehr IgG1 als
IgG2a im Serum der immunisierten Miuse nachgewiesen wurden [Sudowe et al., 2003]. Auf
zelluldrer Ebene wurde eine gemischte Th1/Th2 Antwort aufgezeigt, die jedoch deutlich
kompartimentiert war. In den drainiernden Lymphknoten der transfizierten Hautareale wurde

aufgrund der Prisenz IL-4-produzierender CD4" T-Zellen eine durch Th2-Zellen dominierte
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Immunantwort nachgewiesen, wihrend in der Milz IFN-y-produzierende Thl-Zellen
vorherrschend waren. Eine biolistische Immunisierung mit fGal unter Kontrolle des Fascin-
Promotors (pFascin-fGal) hingegen fiihrte zur Induktion einer eindeutigen Th1-Antwort, die
durch eine starke IFN-y-Produktion durch CD4" T-Helferzellen in der Milz und auch den
drainierenden Lymphknoten gekennzeichnet war. Des Weiteren wurde IgG2a als
dominierender Immunglobulinsubtyp im Serum nachgewiesen [Sudowe et al., 2003].
Folgeexperimente im Mausmodell der IgE-vermittelten Soforttyp-Allergie demonstrierten,
dass eine prophylaktische biolistische Vakzinierung mit PBGal-kodierender Plasmid-DNA
sowohl bei Verwendung des CMV- als auch des Fascin-Promotors geeignet war, um die
antigenspezifische IgE- und IgGl-Antwort von anschlielend mit Protein sensibilisierten
Modusen zu inhibieren [Ludwig-Portugall et al., 2004]. Die Bildung von IgG2a hingegen
wurde in den vakzinierten Tieren deutlich gesteigert. Anhand der Anaylse der Zytokin-
Produktion durch antigenspezifische CD4" T-Zellen wurde im Vergleich zu den nicht
vakzinierten Kontrolltieren, die eine deutlich polarisierte Th2-Immunantwort aufwiesen,
gezeigt, dass es in den vakzinierten Méusen zu einer Verschiebung der T-Helferzell-Induktion
hin zu einer gemischten Th1-/Th2-Antwort kam. Es wurde auflerdem eine grofle Anzahl an
CD8" IFNy-produzierenden zytotoxischen T Zellen nachgewiesen [Ludwig-Portugall et al.,
2004]. Die therapeutische biolistische DNA-Immunisierung von Miusen, die zuvor bereits
mit dem Protein sensibilisiert worden waren und die aufgrund dessen deutliche IgE-Titer im
Serum aufwiesen, fiihrte dazu, dass transient eine weitere Erhohung der IgE-Produktion durch
nachfolgende Provokationen verhindert wurden [Sudowe et al., 2006]. Des Weiteren
verhinderte die prophylaktische DNA-Immunisierung die Entwicklung einer Th2 vermittelten
Atemwegshyperreaktivitit (AHR), induzierte aber  eine Thl vermittelte
Atemwegshyperreaktivitdt und eine starke Neutrophilie. Eine DNA-Immunisierung inhibiert
also potent systemische und lokale Th2-Antworten fiihrt aber gleichzeitig zu einer Thl
vermittelten Immunantwort und induziert zytotoxische T-Zellen [Zindler et al., 2008]. Die
Bildung von IgE ist wie bereits erwihnt ein entscheidender Vorgang bei der Entwicklung von
Allergien und ihre Inhibition daher ein wichtiges Ziel von Therapien [Broide, 2001].

Die Inhibition von allergischen Th2-Immunantworten und die Verschiebung hin zu einer Th1-
polarisierten Immunantwort konnte daher einen Vorteil bei der Behandlung des allergischen
Asthmas darstellen. Auch der Fascin-Promotor konnte hierbei eine wichtige Rolle spielen.
Aufgrund der Limitierung der Expression des Antigens auf DCs prisentieren nur diese Zellen,

bei denen es sich um die wichtigsten antigenprisentierenden Zellen handelt, T-Zellen das
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Allergen. Dies konnte dabei helfen eine Uberaktivierung des Immunsystems zu verhindern

und unerwiinschte Immunreaktionen zu reduzieren [Sudowe et al., 2006].

1.3 Dendritische Zellen

Dendritische Zellen sind die potentesten antigenpridsentierenden Zellen des Immunsystems
[Steinbrink er al., 1997]. Sie spielen eine wichtige Rolle sowohl bei der Erlangung von
Immunitét als auch bei der Aufrechterhaltung der Toleranz [Li et al,, 2008]. Eine wichtige
Aufgabe der DCs ist die Aufnahme von Antigen, die Antigenprozessierung und die Induktion
der Differenzierung naiver T-Zellen zu T-Helferzellen und zytotoxischen T-Zellen [De Smedt
et al., 1997, Wu und Dakic, 2004]. Das Vorkommen von DCs in lymphoiden und nicht-
lymphoiden Geweben und ihre Fihigkeit nach der Stimulation mit Antigen durch das Blut
und die Lymphe zu den peripheren lymphatischen Organen zu zirkulieren, spielt eine wichtige
Rolle bei der Induktion von Immunantworten gegen eindringende Pathogene [Steinbrink et
al., 1997, Strobl und Knapp, 1999]. Hauptsichlich findet man DCs an der Grenzschicht
zwischen Korperoberflichen und der Umgebung. Dort konnen sie Antigene auf ihre
potentielle Gefidhrdung fiir den Organismus hin untersuchen. Im respiratorischen Trakt
beispielsweise bilden DCs ein dichtes Netzwerk und konnen Immunitdt gegen inhalierte
schiadliche Antigene oder Toleranz gegeniiber harmlosen Antigenen auslosen. Die
Aufrechterhaltung der Homoostase ist wichtig, damit es nicht zu einer Entziindung der
Atemwege oder zu Reaktionen auf harmlose Antigene kommt, wie es beim allergischen
Asthma der Fall ist [von Garnier und Nicod, 2009]. Antigenprésentierende Zellen spielen also
eine kritische Rolle sowohl bei der Initiierung als auch bei der Kontrolle von allergischem

Asthma.

Dendritische Zellen stammen von hdmatopoetischen Vorldauferzellen ab und kommen als
unreife DCs in peripheren nichtlymphatischen Organen vor, wo sie wie zuvor erwéhnt, das
umliegende Gewebe nach fremden Antigenen und Pathogenen durchsuchen [Strobel und
Knapp, 1999, Sato und Fujita, 2007]. DCs haben eine Reihe von Rezeptoren zur
Antigenerkennung auf ihrer Oberfliche und konnen Fremdpartikel oder -molekiile mittels
Phagozytose oder Endozytose aufnehmen [Iwasaki und Medzhitov, 2004, Novak und Bieber,
2008].
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Als Folge einer Aktivierung, die oftmals auch durch die Bindung eines Antigens an die
Rezeptoren auf der Oberfliche der DCs ausgelost werden kann, wandern DCs aus den nicht-
lymphatischen Geweben zu den T-Zell-Bereichen sekundirer lymphoider Organe wie den
drainierenden Lymphknoten oder der Milz. Wihrenddessen durchlaufen sie phidnotypische
und funktionelle Verdnderungen, die als Ausreifung bezeichnet werden. Diese geht einher mit
der Steigerung der Expression von an der Antigenprisentation beteiligten MHC-Klasse-I- und
MHC-Klasse-1I-Molekiilen sowie von kostimulatorischen Molekiilen wie CD80 und CD86.
Gleichzeitig verlieren die DCs ihre Fihigkeit Antigene aufzunehmen und zu prozessieren
[Strobel und Knap, 1999, Smits et al., 2005].

T-Zellen erkennen Antigenfragmente, die auf der Oberfliche von DCs an MHC-Klasse-I-
oder MHC-Klasse-II-Molekiile gebunden sind. Intrazelluldre Antigene werden im Zytosol der
DCs zu Peptiden prozessiert und iiber MHC-Klasse-I CD8" T-Zellen prisentiert. Diese
werden daraufhin zur Proliferation angeregt, differenzieren in der Regel zu zytotoxischen T-
Zellen und konnen in dieser Funktion Zielzellen direkt abtoten. Extrazelluldre Antigene, die
von DCs aufgenommen werden, werden in endosomalen Kompartimenten ebenfalls zu
Peptidfragmenten prozessiert und assoziiert mit MHC-Klasse-II-Molekiilen CD4" T-Zellen
prasentiert. Diese aktivieren T-Zellen wiederum konnen durch Interaktion mit anderen Zellen
wie B-Zellen oder Makrophagen Immunantworten induzieren und steuern [Bancherau und
Steinman, 1998].

Seit der ersten Beschreibung von DCs durch Ralph Steinman 1973 wurden verschiedene
Subtypen identifiziert. In der Maus wurden basierend auf der Expression von CD4, CDS,
CDl1c, CD205 und CD45RO sechs verschiedene Subtypen charakterisiert. Diese konnen
unterteilt werden in plasmazytoide DC (pDC), die durch die Expression von CD45RO
gekennzeichnet sind, und in fiinf Typen konventioneller DC (cDC). Hierbei handelt es sich
um drei aus dem Blut abgeleitete Subtypen, die vor allem in der Milz vorkommen (CD4" DC,
CD8'DC, und CD4CD8DC) und zwei aus dem Gewebe abgeleitete Subtypen, die
Langerhanszellen in der Haut und die interstitiellen DCs in anderen Geweben [Dullaers und
Thielemans, 2006].

pDCs zirkulieren im Blut und durch lymphoide Gewebe und erlangen eine typische DC-
Morphologie erst nach ihrer Aktivierung. Diese geht einher mit einer fiir diese Zellen
typischen Freisetzung von Typ I-Interferonen [Villadangos und Schnorrer, 2007]. pDCs
haben die Fahigkeit regulatorische T-Zellen (Tregs) zu generieren und spielen daher eine
wichtige Rolle bei der Privention von Allergien und der Entwicklung von allergischem

Asthma [Kool und Lambrecht, 2007, Palomares et al., 2010]. Des Weiteren konnen sie
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Allergene iiber hochaffine Rezeptoren fiir IgE aufnehmen und diese CD8" T-Zellen
kreuzprisentieren [Novak und Bieber, 2008].

Neben ihrer Fihigkeit Immunantworten zu stimulieren kénnen DCs unter verschiedenen
Bedingungen zu tolerogenisierenden antigenprisentierenden Zellen umgewandelt werden
[Adorini et al., 2004].

Tolerogene DCs haben z.B. eine wichtige Funktion bei der Aufrechterhaltung der Toleranz
bei Transplantationen [Li et al., 2008]. Sie verbleiben in einem unreifen Status und sind nicht
sensitiv fiir eine Ausreifung [Li et al., 2008]. Diese DCs exprimieren unter anderem verstarkt
das Enzym Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) und induzieren Apoptose in den T-Zellen des
Transplantats. Des Weiteren induzieren sie regulatorische T-Zellen [Li et al., 2008].

Ein wichtiger Faktor bei der Differenzierung von DCs zu tolerogenen DCs ist IL-10. Unreife
DCs sind in vitro im Gegensatz zu ausgereiften DCs sensitiv fiir eine Behandlung mit IL-10
[Steinbrink et al., 1997]. Die Behandlung der DCs mit IL-10 resultiert in einer reduzierten
Oberflachenexpression von MHC-Klass-I- und -II-Molekiilen sowie kostimulatorischer
Molekiile der B7 Familie. Des Weiteren wird die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine
verhindert. Aufgrund der reduzierten MHC- und B7-Expression konnen mit IL-10
tolerogenisierte DCs T-Zellen schlechter stimulieren als unbehandelte DCs. Mit IL-10
behandelte DCs verbleiben aber nicht nur in einem unreifen Zustand. IL-10 moduliert die
Ausreifung derart, dass sie T-Zellen mit regulatorischen Eigenschaften induzieren [Enk, 2005,
Steinbrink et al., 1997]. Die Fidhigkeit Thl-Antworten auszuldsen ist bei DCs die in
Anwesenheit von IL-10 ausgereift wurden, vermindert. Sie konnen kein IL-12 produzieren,
welches wichtig fiir die Entwicklung von Thl-Zellen ist. Dies fiihrt somit zu einer
bevorzugten Entwicklung von Th2-Zellen. [De Smedt et al., 1997].

Eine therapeutische Verwendung IL-10-modifizierter DCs wird diskutiert, seitdem
herausgefunden wurde, dass eine Injektion von in vitro generierten IL-10-DCs
Autoimmunreaktionen in einem Mausmodell der Multiplen Sklerose (EAE) unterdriicken
kann und TransplantatabstoBungen in einem Mausmodell der GVHD (,,gaft-versus host
disease‘) verzogert [Mueller et al., 2002, Sato et al., 2003].

Ein weiterer wichtiger Faktor, der eine immunsuppressive Wirkung auf DCs hat, ist TGF-f.
TGF-f inhibiert die Aktivierung und Ausreifung von DCs in vitro. Es wirkt der verstirkten
Expression von kostimulatorischen Molekiilen auf der Oberfliche von aktivierten DCs

entgegen, was zu einem verminderten Potenzial zur Aktivierung von T-Zellen fiihrt.
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Einige Subpopulationen von DCs in nicht-lymphoiden Geweben hingegen werden positiv von
TGF-p reguliert. Es gibt Studien, die zeigen, dass epitheliale DCs und Langerhanszellen eine
Stimulation durch TGF- fiir ihre Entwicklung und Funktion benotigen. TGF-f3 steigert die
Antigenprozessierung und die Fihigkeit dieser Zellen T-Zellen zu stimulieren [Strobel und
Knapp, 1999].

Die Fihigkeit von DCs, T-Zellen nicht nur zu aktivieren, sondern auch deren Differenzierung
zu beeinflussen, macht sie zum wichtigen Ziel fiir Inmuntherapien. DCs kdnnen demnach die
Polarisierung einer T-Zellantwort von einer die Allergie fordernden Th2-Antwort hin zu einer
eine Allergie hemmenden Th1-Antwort induzieren. Sie konnen aber auch direkt T-Zellen mit

regulatorischen Eigenschaften induzieren.

1.4 Thl- und Th2-Zellen

T-Helferzellen spielen eine wichtige Rolle bei Immunantworten, da sie Antigen-Peptide, die
von DCs prozessiert werden, erkennen [Durham, 1999]. T-Zellen benétigen drei Signale von
DCs zu ihrer Aktivierung und Differenzierung. Das erste Signal wird durch eine Interaktion
des antigenspezifischen T-Zellrezeptors mit dem Peptid-MHC-Komplex geliefert, der auf der
Oberflache einer DC présentiert wird. Das zweite kostimulatorische Signal ist nicht
antigenspezifisch. Ein solcher kostimulatorischer Signalweg stellt z.B. die Interaktion der
Molekiile CD28, die auf T-Zellen exprimiert werden, und ihrer Liganden B7-1 (CD80) und
B7-2 (CD86), die von DCs exprimiert werden, dar. Die Bindung des CD80-Molekiils auf der
Seite der DC mit dem CD28-Molekiil auf der Oberfliche der T-Zelle liefert ein zweites
Signal, welches T-Zellen zur Proliferation und zur Sekretion von IL-2 anregt. Fehlt dieses
zweite kostimulatorische Signal im Rahmen der Antigenpridsentation kann eine Anergie in
den T-Zellen induziert werden. Wird das zweite Signal durch eine Interaktion von CTLA-4
(,,Cytotoxic T-Lymphozyte-Associated Antigen 4*) mit CD86 vermittelt, wird ein negatives
Signal auf die T-Zelle iibermittelt, welches zur Inaktivierung oder Suppression der T-Zelle
fiihrt [Keane-Myers et al., 1997].
T-Zellen werden auf der Grundlage des Spektrums der von ihnen sezernierten Zytokine, in
verschiedene Subtypen unterschieden. Unter anderem konnen sie in Thl- und Th2-Zellen
differenziert werden [Durham, 1999]. Bakterielle Bestandteile wie Lipopolysaccharide oder
Peptidoglykan induzieren, durch die Bindung an Toll Like Rezeptoren (TLR), die Produktion
von IL-12, und IL-18 in DCs und Makrophagen. Eine Anwesenheit von IL-12 bei der
12



Einleitung

Aktivierung durch DCs fiihrt zu einer Differenzierung naiver T-Zellen zu Thl-Zellen. Dies
dient als drittes Signal [Bancherau und Steinman, 1998, Bancherau et al., 2000]. Th1-Zellen
spielen eine  wichtige Rolle bei Entziindungsreaktionen, Zytotoxizitit und
Hypersensitivititsreaktionen vom verzogerten Typ [Jutel et al., 2003]. Sie produzieren nach
ihrer Aktivierung hauptsichlich IL-2, IFN-y und TNF-a und -B und induzieren starke zellulédre
Immunreaktionen [Durham, 1999, Van Rijt und Lambrecht, 2001]. Die genannten Typ-1
Zytokine aktivieren zytotoxische und phagozytotische Funktionen in Effektorzellen wie
zytotoxischen T Zellen, natiirlichen Killer-Zellen und Makrophagen [Kalinski et al., 1999].
Die Anwesenheit von IL-4 als drittes Signal bei der T-Zellaktivierung fiihrt hingegen zu einer
Differenzierung von Th2-Zellen [Bancherau und Steinman, 1998]. Th2-Zellen und die von
ithnen sezernierten Zytokine koénnen eine starke Antikorperantwort und eine Eosinophilie
herbeifiihren. Eine verstirkte Rekrutierung von Eosinophilen ist daher charakteristisch fiir
eine allergische Immunantwort [Jutel und Akdis, 2011, Rosenberg et al., 2007]. Th2-Zellen
produzieren hauptsichlich IL-4 und IL-5 aber auch IL-9 und IL-13 [Durham, 1999, Till et al.,
2004, Kay, 2000]. Die allergiefordernden Effekte dieser Zytokine sind vielfdltig [Till et al.,
2004, Kay, 2000]. IL-4 und IL-13 verursachen in B-Zellen einen Immunglobulin-
Klassenwechsel, der zu einer IgE-Synthese fiihrt [Durham, 1999]. IL-5 und IL-9 wirken auf
Eosinophile und fordern deren Differenzierung und Aktivierung [Durham, 1999, Kay, 2000].
Des Weiteren fordert IL-5 das Verbleiben der Eosinophilen im betroffenen Gewebe durch
eine Inhibition der Apoptose [Durham, 1999]. IL-3 fordert ebenfalls die Ausreifung der
Eosinophilen und deren Aktivierung, ist allerdings nicht wie IL-5 selektiv fiir diese Zellen
[Durham, 1999]. 1IL-3, IL-4 und SCF (Stammzellfaktor) beeinflussen die
Mastzellentwicklung, IL-9 und IL-13 fordern die Atemwegshyperreaktivitit und 1L-4, 1L-9
und IL-13 die Schleimproduktion [Kay, 2000].

Faktoren, die bestimmen, ob eine Th1- oder Th2-Antwort induziert wird, sind abhidngig von
der Aufnahme, der Route und der Beschaffenheit des Antigens, sowie der Art der APC und
dem Zytokinmillieu wihrend der Antigenprédsentation. Auflerdem sind sie abhingig von dem
jeweiligen Individuum [Till et al., 2004, Lambrecht, 2001]. Aulerdem spielt die Dosis des
Antigens eine Rolle. Hohe Antigendosen z.B. konnen bevorzugt die Induktion einer Thl-
vermittelten Antwort induzieren. Niedrige Dosen eines Antigens hingegen induzieren
bevorzugt die Entwicklung von Th2-Zellen [Secrist et al., 1993, Pfeiffer et al., 1995, Wang et
al., 1996, Sakai et al., 1999].

Die Rolle von T-Zellen bei der Entwicklung allergischer Immunantworten macht sie zum Ziel

fir Immuntherapien durch z.B. die Verschiebung der Immunantwort von einem Th2-
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Phéanotyp hin zu einem Thl-Phédnotyp, die Inhibition der Antigenprisentation und die
Supprimierung der Immunantwort durch T-Zellen mit regulatorischer Aktivitat [Till ef al,

2004].

1.5 Regulatorische T-Zellen und die immunregulatorischen Zytokine I1L-10
und TGF-$

Regulatorische T-Zellen (Treg) spielen eine wichtige Rolle beim Schutz vor
Autoimmunerkrankungen und auch bei der Pravention von Allergien [Robinson et al., 2004].
Verschiedene Studien haben gezeigt, dass Treg fiir die Induktion und Aufrechterhaltung von
Immuntoleranz gegen harmlose und korpereigene Antigene essenziell sind. Die Induktion von
Treg spielt als Therapieform fiir die Behandlung und Heilung allergischer Erkrankungen
daher eine wichtige Rolle [Palomares et al, 2010]. Treg konnen Suppression auf zwei
unterschiedlichen Wegen vermitteln: zum einen zellkontaktabhéngig und zum anderen durch
soluble Faktoren wie IL-10 und TGF- [Buckner und Ziegler, 2004].

Murine Treg sind gekennzeichnet durch die Expression von CD25, der a-Kette des IL-2-
Rezeptors, sowie CTLA-4, GITR (,,glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor®)
und FoxP3 (,,forkhead box P3*) [Jonuleit und Schmitt, 2003, Workman et al., 2009]. Treg
konnen in zwei Gruppen unterteilt werden. Die erstmals 1995 von Sakaguchi beschriebenen
natiirlich vorkommenden CD4"CD25"FoxP3* Treg (nTreg), die sich im Thymus kurz nach
der Geburt entwickeln, und die induzierten Treg (iTreg), die in der Peripherie aus naiven
CD4" T Zellen nach Antigenstimulation unter tolerogenen Bedingungen entstehen [Workman
et al., 2009, Akkoc et al., 2011]. Die natiirlich vorkommenden Treg spielen eine wichtige
Rolle bei der peripheren Toleranz gegeniiber Selbst-Antigenen oder harmlosen Antigenen
sowie symbiotischen Bakterien [Lewis, 2002]. Sie supprimieren die Aktivierung
konventioneller T-Zellen zellkontaktabhingig, aber unabhingig von IL-10 und TGF-f. nTreg
liegen normalerweise in einem anergen Zustand vor. Thre Aktivierung erfolgt
antigenspezifisch iiber den T-Zellrezeptor. Nach ihrer Aktivierung sind nTreg
hypoproliferativ und supprimieren die Proliferation und IL-2-Produktion von naiven und
Gedichtnis-T-Zellen antigenunspezifisch [Buckner und Ziegler, 2004, Jonuleit et al., 2001].
Die iTreg differenzieren aus naiven Vorldufern und sind spezifisch fiir Antigene, die nicht im
Thymus prisentiert werden, wie z.B. Nahrungsmittelantigene, Bakterien und Pathogene. Sie

supprimieren die Aktivierung konventioneller T-Zellen zytokinabhidngig und kénnen in Trl-
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und Th3-Zellen unterschieden werden [Chen ef al. 1994, Buckner und Ziegler, 2004]. Tr1-
Zellen werden durch IL-10 induziert und Th3-Zellen durch TGF-f [Workman et al., 2009,
Jonuleit und Schmitt, 2003].

Allergenspezifische Trl-Zellen sind ein dominierender Zelltyp in gesunden Individuen. Sie
verhindern ungewollte Immunreaktionen auf nichtpathogene Umweltantigene, die Allergien
induzieren konnen [Akkoc et al., 2011]. In gesunden und allergischen Individuen findet man
die drei T-Zelltypen Thl-, Th2- und Tr1-Zellen in unterschiedlichen Verhiltnissen [Akdis e?
al., 2004]. Eine verinderte Balance des Verhiltnisses von Th2- zu Trl-Zellen kann die
Entwicklung von Allergien fordern oder vor Allergie schiitzen, je nach vorherrschendem
Zelltyp [Akdis et al., 2004, Akkoc et al., 2011]. Speziell Trl-Zellen spielen also eine
Schliisselrolle bei der peripheren Toleranz gegen Allergene, Auto-, Transplantat- und
Tumorantigene [Akdis, 2008]. Tr1 Zellen konnen durch die SIT induziert werden [Akkoc et
al., 2011] und potent Th2-Antworten inhibieren sowie einen Wechsel von einer IgE-
Produktion hin zu einer Produktion von protektiven IgG4-Antikorpern induzieren [Robinson
et al., 2004]. Des Weiteren supprimieren Treg allergische Inflammationen direkt, indem sie
auf Mastzellen, Basophile und Eosionophile wirken. Tregs verhindern auBlerdem die
Apoptose von Keratinozyten und bronchialen Epithelzellen und vermeiden somit die
Schidigung von Gewebe [Palomares et al., 2010]. Weitere Zellen, auf die IL-10 wirkt, sind
B-Zellen, zytotoxische T-Zellen, Makrophagen und Mastzellen [de Waal Malefyt et al.,
1991]. Die Wirkung von IL-10 auf Makrophagen ist darauf zuriickzufiihren, dass diese die
IFN-y-Produktion von Thl-Zellen inhibieren [Fiorentino et al., 1991]. IL-10 fordert die
Proliferation von CD8" T-Zellen in Anwesenheit von IL-2 und erhoht deren zytolytische
Aktivitdt [Chen und Zlotnik, 1991]. Einen weiteren stimulierenden Effekt hat IL-10 auf
Mastzellen. In Kombination mit IL-3 oder IL-4 fordert es deren Wachstum [Thompson-
Snipes et al., 1991]. B-Zellen zeigen eine gesteigerte Expression von MHC-II und eine
erhohte Viabilitdt, wenn sie in vitro in Anwesenheit von IL-10 kultiviert werden [Go et al.,

1990].

Die CD4" Th3 Zellen sezernieren hauptsichlich TGF-B, jedoch kein IL-2, IL-4 und wenig IL-
10 [Inobe et al., 1998, Buckner und Ziegler, 2004]. Sie wirken suppressiv auf Th1-Zellen und
haben einen Effekt bei der Kontrolle verschiedener Autoimmunerkrankungen und der
AbstoBung von Allotransplantaten. Sie spielen aber auch eine wichtige Rolle bei der oralen
Toleranz [Chen et al., 1994, 1998, Josien et al., 1998]. In vitro konnen Th3-Zellen durch die

Stimulation von naiven T-Zellen mit TGF-3 generiert werden [Seder et al., 1998].
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TGF-B hat eine wichtige Funktion bei der Umwandlung naiver CD4'CD25 Zellen in
CD4'CD25" T Zellen durch die Induktion von FoxP3 [Akdis, 2008]. TGF-B vermittelt also
die periphere Umwandlung von naiven T-Zellen in FoxP3" Treg [Palomares et al., 2010].

Es wurde gezeigt, dass TGF-B die Expression der Transkriptionsfaktoren RUNX1 (Runt-
related transcription factor) und RUNX3 in CD4" T-Zellen induziert. Diese binden an
RUNX Bindungsstellen des FoxP3-Promotors und induzieren so die FoxP3-Expression [Akoc
et al., 2011]. FoxP3 ist der Haupt-Transkriptionsfaktor fiir die Entwicklung und Funktion von
Treg [Klunker et al., 2009]. Mutationen des FoxP3 Gens fithren bei Médusen zur Entwicklung
einer allergischen Atemwegsinflammation, dem Hyper-IgE-Syndrom, einer Eosinopilie sowie
zu Autoimmunerkrankungen. FoxP3 Mutationen beim Menschen kdnnen ebenfalls das Hyper
IgE-Syndrom und Ekzeme auslosen [Chatila, 2005].

Das immunmodulatorische Zytokin TGF-f hat auBerdem noch weitere Effekte. Es hemmt die
Proliferation von hamatopoetischen Zellen, von T- und B-Zellen und hat einen Einfluss auf
deren Differenzierung. AuBerdem hemmt TGF-§ die IL-2-Produktion [Lingnau et al., 1998,
Jutel et al. ,2003]. Des Weiteren aktiviert TGF-§ den tolerogenen Signalweg des Tryptophan-
Katabolismus, der durch Indolamin-2,3-Dioxygenase vermittelt wird [Belladonna et al.,
2008]. Chen et al. zeigten zudem 1998, dass TGF-f die Entwicklung immunoregulatorischer
CDS8" T-Zellen in vitro fordert [Chen at al., 1998].

1.6 Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO)

Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) ist das erste und limitierende Enzym des Tryptophan-
Katabolismus [Stone und Darlington, 2002]. Sie katalysiert die oxidative Spaltung des
Indolrings von Tryptophan und startet so den Abbau dieser essentiellen Aminosdure zu
verschiedenen neuroaktiven und immunmodulatorischen Molekiilen, den sogenannten
Kynureninen [Frumento et al., 2002, Grohmann et al., 2003].
IDO liegt nur als intrazelluldres Protein vor, es gibt keine sekretierte oder extrazelluldre Form
[Mellor und Munn, 2004]. Das Protein kann sowohl mit als auch ohne enzymatische Aktivitit
gebildet werden. Enzymatisch inaktives IDO-Protein kann durch IFN-y aktiviert werden. Die
Gen-Transkription wird also in Abhéngigkeit von Entziindungsmediatoren kontrolliert und ist
auf bestimmte Zelltypen limitiert [Mellor und Munn, 2004, Fallarino et al., 2003, Grohmann
et al., 2002, 2003, King und Thomas, 2007]. Die Kontrolle der IDO-Expression ist Zelltyp-
spezifisch [Mellor und Munn, 2004]. IDO wird unter anderem von Fibroblasten,
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Makrophagen, DCs, Trophoblasten und Epithelzellen exprimiert [Babcock und Carlin, 2000,
Mellor und Munn, 2001, King und Thomas, 2007]. Die hochste IDO-Expression kann in
Zellen des Immunsystems wie DCs und Makrophagen nachgewiesen werden [Belladonna et
al., 2007]. Neben IFN-y wird die IDO-Expression auch durch proinflammatorische
Mediatoren wie IFN-a und IFN-B induziert und durch IL-10 aufrechterhalten [Grohmann et
al., 2002, King und Thomas, 2007]. Andere Molekiile wie IL-4, IL-6, IL-13 TGF-B, PGE,
(Prostaglandin E2), SOCS3 (,,Suppressor of cytokine signaling 3*), Binl (,,bridging integrator
1) und DAP12 (,,DNAX-activating protein of molecular mass 12 kilodaltons*) modulieren,
abhédngig vom Zelltyp und dem vorhandenen Zytokin-Milieu, ebenfalls die IDO-Expression
[King und Thomas, 2007]. Ein weiterer wichtiger Faktor bei der Regulation von IDO ist
CTLA-4 [Miwa et al., 2005, Puccetti und Grohmann, 2007, Agaugue et al., 2006]. Grohmann
et al. zeigten 2002, dass CTLA-4 iiber die Ligation der B7-Molekiile die Expression der IDO
in murinen DCs verstarkt, indem diese dazu konditioniert werden, IFN-y zu produzieren,
welches autokrin und parakrin wirkt und die IDO-Produktion férdert [Grohmann et al., 2003].
Solubles CTLA-4 induziert ebenfalls die IDO-Expression iiber die Ligation an CD80/CD86
[Grohmann et al, 2002]. In einigen Fillen wird IFN-y fiir die Verstirkung der IDO-
Expression benétigt, in anderen nicht. Durch IFN-y vermittelte Signale sind somit nicht
essentiell fiir die CD80/CD86-induzierte Erhohung der IDO-Expression in DCs [Mellor et al.,
2004, Mellor und Munn, 2004, Munn et al., 2004].

IDO spielt eine wichtige Rolle bei der angeborenen Immunitdt [Taylor und Feng, 1991].
Sobald infektiose Substanzen in das Gewebe eindringen, akkumulieren Leukozyten und
Lymphozyten an der Stelle der Infektion und geben Interferone in die Umgebung ab. Diese
wiederum induzieren die IDO-Expression in denselben oder anderen Zelltypen. Dadurch
kommt es lokal zu einem Abbau von Tryptophan. Durch den Tryptophan-Mangel wird das
Wachstum von z.B. Viren, Bakterien und Parasiten inhibiert, da sie diese Aminosaure fiir ihr
Wachstum benétigen [Grohmann et al., 2003]. IDO kann in vitro auch durch den Abbau von
Tryptophan die Proliferation intrazelluldrer Pathogene und Tumorzellen inhibieren [Taylor
und Feng, 1991].

IDO exprimierende Zellen haben auch eine wichtige Funktion bei der Entfernung
autoreaktiver Zellen und sind mit der Generierung und Aufrechterhaltung von peripherer
Toleranz assoziiert [Hwu et al., 2000, Munn et al., 2002]. Der durch IDO vermittelte

Tryptophan-Abbau und der damit einhergehende Nihstoffmangel sowie die Akkumulation
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von Kynureninen verursachen Stress fiir die Immunzellen und reduziert deren Zellfunktion
[Stone et al., 2002, Fallarino et al., 2006, Munn und Mellor, 2007].

Der durch IDO induzierte Tryptophan-Katabolismus hat aber auch noch andere Effekte. Er
spielt eine Rolle bei der Schwangerschaft, bei der TransplantatabstoBung, bei verschiedenen
Autoimmunerkrankungen und bei Allergien [Hayashi et al., 2004]. 1998 zeigten Munn et al.
dass die Expression von IDO die AbstoBung des Fotus wihrend der Schwangerschaft
unterdriicken kann. IDO wird in der Plazenta gebildet und supprimiert T-Zellen, die ansonsten
in die Plazenta wandern und dort den Fotus schiddigen wiirden. Die IDO-abhingige
Suppression der T-Zell Antworten stellt also einen natiirlichen immunomodulatorischen
Mechanismus dar, der die maternale T-Zell Immunitit gegen fotales Gewebe wihrend der
Schwangerschaft verhindert [Munn et al., 1998, Kamimura et al., 1991].

Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die IDO suppressive Eigenschaften und Toleranz bei
Thl1-vermittelten Krankheiten wie im Mausmodell der Multiplen Sklerose, der sogenannten
EAE (experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis), EAU (experimentelle Autoimmun-
Uveitis) und der Kolitis induziert [Gurtner et al., 2003, Platten et al., 2005, Choi et al., 2006].
Eine erhohte IDO-Expression durch DCs fiihrt zu einer Inhibition von Thl-Antworten
[Orabona et al., 2005, 2006, Fallarino et al., 2003]. Die Inhibition von IDO, in der Maus,
durch den IDO-Inhibitor 1-Methyl-Tryptophan erhdht das Vorkommen Thl-vermittelter
Krankheiten [Kwidzinski et al., 2005].

Verschiedene Metabolite des Tryptophan-Katabolismus induzieren Apoptose von Thl-, aber
nicht Th2-Zellen [Fallarino et al., 2002]. Dadurch kommt es zu einem selektiven Uberleben
von Th2-Zellen und damit einhergehend zu einer Steigerung der Th2-Zytokin-Produktion
[Molano et al., 2008]. Die IDO-Aktivitit fordert demnach Th2-vermittelte Immunantworten
[Xu et al., 2008].

Andere Studien hingegen haben gezeigt, dass die IDO eine protektive Rolle bei Th2-
vermittelten Krankheiten spielen kann. So konnten IDO-exprimierende Zellen in der Lunge
die Th2-Antwort in einem Mausmodel des Asthmas inhibieren [Hayashi et al, 2004]. Die
IDO-Expression wird u.a. iiber TLR-4 und -9 in vivo und in vitro induziert. Die durch TLR-
Liganden induzierte IDO-Aktivitit inhibiert eine Thl- sowie eine Th2-vermittelte
Lungeninflammation [Hayashi et al., 2004].

IDO-exprimierende DCs konnen auf unterschiedliche Weise T-Zellantworten supprimieren.
Die IDO-Expression kann zum einen direkt auf T-Zellen wirken, da aktivierte T-Zellen, die
einem Tryptophan-Mangel ausgesetzt werden, in den Zell-Zyklus-Arrest gehen und dann

sensitiver fiir Apoptose sind [Munn et al., 1998]. Ein weiterer Effekt ist die durch die
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Metabolite des Tryptophan-Abbaus induzierte Apoptose [Fallarino et al., 2002]. Es ist unklar,
ob Kynurenine direkt toxisch wirken oder den Zelltod iiber Rezeptoren vermitteln [Mellor
und Munn 2004]. AuBer T-Zellen sind auch B-Zellen und NK-Zellen von der durch den
Tryptophan-Mangel und die Akkumulation der Kynurenine induzierten Apoptose betroffen,
DCs werden dagegen nicht beeinflusst [Terness et al., 2002]. Eine IDO-Expression kann auch
direkt regulatorische T-Zellen induzieren [Fallarino et al., 2003]. Der Tryptophan-Mangel und
die Akkumulation von Kynureninen kann naive CD4"CD25 T Zellen in CD4"CD25 FoxP3"

regulatorische T-Zellen transformieren [Fallarino et al., 2006].
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1.7 Ziele der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die bereits etablierte Strategie der biolistischen DNA-
Immunisierung ~ weiterzuentwickeln  und im  Mausmodell ~ der  allergischen
Atemwegsentziindung zu evaluieren. In den bisherigen Studien wurde gezeigt, dass eine mit
der Genpistole durchgefiihrte Immunisierung mit Plasmid-DNA, welche das Modell-Allergen
B-Galaktosidase (B-Gal) unter Kontrolle des Fascin-Promotors kodiert, zu einer Inhibition der
durch eine Sensibilisierung ausgelosten Th2-Antwort fiihrt, im Gegenzug allerdings eine
potente Th1/Tcl-Antwort auslost. In Folge der Induktion der Thl- und Tcl-Zellen kommt es
nach einer intranasalen Provokation mit dem Antigen zu einer Infiltration von Neutrophilen in
die Atemwege sowie zur Auslosung einer AHR.

In dieser Arbeit sollte herausgefunden werden, ob die zuvor genannten unerwiinschten
Effekte dieser Form der DNA-Immunisierung durch eine Vakzinierung in Kombination mit
einem Plasmid, das fiir ein immunmodulatorisches Molekiil kodiert, inhibiert werden konnen.
Dazu wurde der Effekt einer Koapplikation von BGal zusammen mit den regulatorischen
Zytokinen IL-10 oder TGF-B bzw. mit IDO untersucht. Hierzu wurde der Einfluss der
Kombinationsvakzine auf die zellulire und humorale Immunantwort sowie die lokalen
Reaktionen in der Lunge untersucht.

In weiteren Versuchen wurde die antigenspezifische Vakzinierung in Kombination mit IDO,
IL-10 oder TGF-B prophylaktisch sowie therapeutisch in einem Mausmodell der allergischen
Atemwegsinflammation untersucht. Hierzu wurden die Méuse nach (protektiv) oder vor
(therapeutisch) der DNA-Immunisierung mit dem PGal-Protein subkutan sensibilisiert.
Darauthin wurde der Einfluss der DNA-Vakzinierung auf die durch die
Proteinsensibilisierung ausgelosten zelluliren und humoralen Immunreaktionen, die
Entwicklung einer Atemwegshyperreaktivitidt und die immunologischen Reaktionen in den
Atemwegen untersucht. In diesem Modell sollte aulerdem iiberpriift werden, ob es durch die
DNA-Immunisierung zu einer Induktion regulatorischer T Zellen kommt, welche einen

inhibitorischen Effekt auf die durch die Sensibilisierung induzierten Zellen ausiiben.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geriite

Geriit Modell Hersteller

Analysenwaage Precisa 120 A Otto Mild Waagen,
Karlsruhe

Autoklav V-150 Systec GmbH, Wettenberg

Bakterienschiittler RBI-112 Benchtop Infors, Bottmingen, Schweiz

Incubator ShakeAerotron

Bestrahlungsgerét Gammacell 2000 Mglsgaard Medical, Risg,
Dinemark

Brutschrank CB 150, CB 210 Binder, Tutlingen

Heraeus KB 600

Heraeus, Hanau

Chemilumineszenzdetektor

ChemiLux ®, Gottingen

Intas®, Gottingen

Digitalwaage Basic Typ 1202 Sartotius, Miinchen
Dispenser Multipette® 4780 Eppendorf, Hamburg
Durchflusszytometer FACScan BD, Heidelberg
Elektrophoresekammer VARIA 1 Roth, Karlsruhe
Elektroporator Gene Pulser™ BioRad, Miinchen
ELISA-Washer Ultrawash plus Dynex, Chantilly, USA
ELISpot- Auswerteeinheit ELISpot Lesesystem AID AID (Autoimmun
Diagnostika GmbH),
Stassberg
Fluoreszenzmikroskop Olympus IX70 Olympus, Hamburg

Folien-EinschweiB-Gerit

Heat Sealer 1295-012

Audion Elektro, Kleve

Gel-Dokumentations-System

Fusion-SL-4.2 MP

PegLab, Erlangen
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Gerit

Modell

Hersteller

Gen-Pistolen System

Helios"Gene Gun, Modell
297BR0O078: Cartridge-Kit
(Nr. 165-2440).
Priparierstation (Nr 165-
2418),
Patronenschneidegerit (Nr.

165.2422)

Bio-Rad, Miinchen

Gewebe-Dissoziator GentleMacs' " Dissociator | Miltenyi Biotec GmbH,
Bergisch Gladbach
Heizblock Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg
Lichtmikroskope Mikroskop CK2 Olympus, Hamburg
Mikroskop CH2
Magnetriihrer IKAMAG®REO Janke & Kunkel, Staufen
Mehrkanalpipette Finnpipette, 8-Kanalpipette, | Thermo Scientific,
30 -300 ul Waltham, United States
Finnpipette, 12- Labsystems, Helsinki,
Kanalpipette, 50 - 300 ul Finnland
Mikrowelle EM-120S Sanyo, San Diego, USA
pH-Meter CG 840 mit Schott, Hofheim am Taunus
Einstabmesskette N2042
Photometer Ultrospec 1100 pro Pharmacia Biotech, Freiburg
Pipetten Eppendorf-Reference®- Eppendorf, Hamburg
Pipetten:
1-10pl, 10 - 100 pl,
200 - 1000 pl
Finpipette-Digital: Labsystems, Helsinki,
0,5 bis 10 ul, 40 bis 200 pul, | Finnland
100 bis 1000ul1
Pipettierhilfe Pipetus®-akku Hirschmann Laborgeriite,

Eberstadt

Pipetboy plus

Tecnomara, Ziirich, Schweiz
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Geriit Modell Hersteller

Plethysmograph PLY 3211 (whole body) Buxco Elecrtronics Inc,
Wilmington, USA

Préparierbesteck - Hammacher, Solingen

Prizisions Mikroplatten Leser

MWG Biotech, Ebersberg

Reagenzglasschiittler Vortex Genie 2™ Bender & Hobein AG,
Zirich, Schweiz
Schiittelinkubator RBI-112 Benchtop Infors AG, Bottmingen,
Incubator Shaker Aerotron | Schweiz
MACS® Seperator MACS® Multi Stand Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach
MACS® Magnet OctoMACS Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach
Spannungsgerit Electrophoresis constant Pharmacia Biotech, Freiburg
power supply ECPS
3000/150
Sterilwerkbank Heraeus Lamin Air® HB Heraeus, Hanau
2448
Stickstofftank BT 40 L’ air liquid, Wiesbaden
Szintillationszihler 1205 Betaplate LKB Wallac, Freiburg
Thermocycler 7900 HT Fast Real-Time Applied Biosystems,
PCR System Darmstadt
DNA Thermocycler 480 PerkinElmer, Zaventem,
Belgien
Ultraschallbad Transsonic T570 Elma, Singen
UV-Tisch N90 MV 312 NM Faust, Schaffhausen,
Schweiz
Wasserbad GFL Typ 1012 Gesellschaft fiir
Labortechnik mbH,
Burgwedel
Wasserdeionisierungsanlage Purelab Classic DI ELGA, Bucks,
GrofBbritannien
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Gerit Modell Hersteller
Zihlhilfe Laboratory Counter Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg
Zahlkammer Neubauer Improved Bright AOQO, Buffalo, USA
Line; 0,1 mm
Zellerntegerit 1295-001 Cell Harvester LKB Wallac, Freiburg
Zentrifuge Sorvall RT 6000D Du Pont, Bad Homburg
Biofuge Heraus, Wiesbaden

Multifuge 1 L-R

Heraeus, Hanau

Biofuge A Heraeus, Wiesbaden
Zytospin-Zentrifuge Cytospin 3 Shandon, Frankfurt
2.1.2 Materialien
Material Modell Hersteller
Abdeckfolie fiir Realtime - Abgene, England
PCR
Abdeckfolie fiir ELISA EASY seal™ Greiner-Bio-one,

Frickenhausen

Alufolie 30u-Qualitit Roth, Karlsruhe

Bakteriologische Petrischalen

@ 94 mm, Hohe 16 mm

Greiner-Bio-one,

(no.633161) Frickenhausen
Brauniile 1,3 x 45 mm Vasofix® B/Braun, Melsungen
Deckgléser 18 x 18 mm Vertrieb durch Diagonal

GmbH 6 Co. KG, Miinster

Dispensiergerit-Aufsatz

PD-Tips 2,5 ml und 5 ml

Brand GmbH &Co. KG,
Wertheim/Main

Einmal-
Feindosierungsspritze,

zweiteilig

Injekt-F 1 ml
0,01 ml/1,0 ml

B/Braun, Melsungen
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Material Modell Hersteller
Omnifix“-F Iml
0,01 ml/ 1,0 ml
Einmalkaniilen 0,4 x 12 mm Sterican® B/Braun, Melsungen
0,5 x 12 mm Sterican®
0,7 x 30 mm Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg
Einmalspritzen Ecoject® 10 ml Dispomed Witt OHG,
Gelnhausen
20 ml TERUMO® SYRINGE,
Belgien
Einfrierbox Cryo 1 Freezing container Thermo Fisher Scientific,
Langenselbold
Einfrierrohrchen Nunc cryo Tube™ vials Nunc, Roskilde, Danemark,
Einschweif3folien 102 x 258 mm Wallac, Turku, Finnland

Elektroporationskiivette

PeqLab, Erlangen

ELISA-Platten

96-Loch-Flachbodenplatten,
Microlon, high binding

Greiner-bio-one GmbH,

Frickenhausen

ELISpot-Platten

Multiscreen 96-

Millipore Corporation, USA

Vertiefungsplatte
FACS-Rohrchen Falcon 5 ml Becton Dickinson GmbH,

Rundbodenréhrchen Heidelberg
gentleMacs' " Tubes C Tubes Miltenyi Biotec GmbH,

Bergisch Gladbach

Gewebekulturschalen Cellstar: Greiner Bio-one,

@ 100 mm, Hohe 20 mm Frickenhausen
Glasfaserfilter 102 x 258 mm Wallac Turku, Finnland
Glaspipetten Precicolor: 5 ml, 10 ml und HBG (Henneberg-Sander

25 ml GmbH), Giessen
Handschuhe Sempercare® Semperit, Osterreich
Kulturflaschen 25 cm’ Greiner Bio-One GmbH,

75 cm? Frickenhausen

175 cm’
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Material

Modell

Hersteller

Kulturplatten

Cellstar Gewebe-Kultur
Platte, 96-Loch (Flachboden)

Cellstar Gewebe-Kultur
Platte, 96-Loch (Rundboden)

Cellstar Gewebe-Kultur
Platte, 6-Loch (Flachboden)

Cellstar Gewebe-Kultur
Platte, 24-Loch (Flachboden)

Cellstar Gewebe-Kultur
Platte, 48-Loch (Flachboden)

Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen

Kiivetten

Einmal-Kiivetten, 1,5 ml

Brand GmbH & Co. KG,
Wertheim

Macs® Separationssiulen

25 MS Columns

Miltenyi Biotec GmbH,
Bergisch Gladbach

Mattrandobjekttriger

76 X 26 mm

Diagonal GmbH & Co. KG,

Miinster

Nitrozellulosemembran

Hybond ™M-ECL™

Amersham Bioscience,

Braunschweig

Parafilm Parafilm N NationalcanTM, Chicago, USA
Pasteurpipetten 150 mm VWR GmbH, Darmstadt
Pipettenspitzen KTristallspitzen: Tip one 0,1 STARLAB GmbH,

bis 10 ul Ahrensburg

Weille Spitzen: bis 200 ul Roth, Karlsruhe

Gelbe Spitzen: bis 200 ul Sarstedt, Niimbrecht

Blaue Spitzen: bis 1000 ul Roth, Karlsruhe
Plastikpipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml Greiner bio-one GmbH,

Frickenhausen

Polypropylen-Rohrchen

15 ml und 50ml (Spitzboden)

Greiner bio-one GmbH,

12 ml (Rundboden) Frickenhausen
Reaktionsgefilie 0,5 ml, 1,5 ml und 2 ml Sarstedt AG, Niirnbrecht
Rontgenfilm CL-XPosure Pierce, Rockford,USA
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Material Modell

Hersteller

Schlauch fiir Gen-Pistolen-

Patronen

Tefzel Tubing

Bio Rad, Miinchen

Sicherheitsreaktionsgefilie

0,5ml, 1,5ml, 2 ml

Eppendorf, Hamburg

Spritzenvorsatzfilter

0,2 um Celluloseacetat

0,45 um Celluloseacetat

Dassel

Sterilfilter 0,45 um Bottle Top Sarstedt AG, Niirnbrecht
0,2 um Bottle Top
Thermo-96-Loch-Platten 96-Loch-Mikrotestplatte, Corning Incorporated,
Thermowell® GOLD Corning, USA
Zellsieb Cell Strainer @ 40 um Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg
Zellschaber 24 cm Renner GmbH,
Dannstadt
2.1.3 Chemikalien
Substanz Hersteller
2,2.2 Tribromethanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

2-Methyl-2-butanol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

2-B-Mercaptoethanol

Roth, Karlsruhe

3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC), Tabletten

Sigma, Deisenhofen

Absolute SYBR Green Rox Mix

Thermo Fisher Scientific, Bonn

AEC

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Agar-Agar, Kobe I

Roth, Karlsruhe

Agarose

Herolab, Wiesloch

Alkopharm 70 (70%iger Alkohol) zur

Desinfektion

Briiggemann, Heilbronn

Ammoniumchlorid (NH4Cl)

Roth, Karlsruhe

Ammoniumsulfat

Roth, Karlsruhe

Ampicillin (C 16H18N3 O4S)

Ratiopharm, Ulm

Borsdure (H;BO3)

Roth, Karlsruhe

Schleicher & Schuell GmbH,
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Substanz

Hersteller

Bovines Serum Albumin (BSA)

PAA Laboratories, Colbe

Bromphenolblau, Na-Salz (C9H3;BrNa)

Roth, Karlsruhe

Calciumchlorid (CaCly,

Roth, Karlsruhe

Dextrose Roth, Karlsruhe

Diff-Quick Firbeset Diff Quick® Medion Diagnostics GmbH,
Diidingen, Schweiz

Dimethylformamid (DMF) Sigma, Deisenhofen

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)

Roth, Karlsruhe

dNTP-Mix (Desoxynukleosidtriphosphat)

Roche, Mannheim

D(+)-Saccharose (C1,H2,01)

Roth, Karlsruhe

DTT (Dithiothreitol) (1 M in H,O)

Sigma, Steinheim

EDTA (Ethylendiamintetraessigsiure)

Roth, Karlsruhe

EGTA (Ethylenglykoltetraessigsédure)

Roth, Karlsruhe

Entellan®

Merck KgaA, Darmstadt

Essigsidure 100%ig (C,H4OH)

Roth, Karlsruhe

Ethanol 96%ig (C,HsOH) vergillt

Martin und Werner Mundo OHG, Mainz-

Kostheim

Ethidiumbromid (3,8-Diamino-6-ethyl-5-
phenylphenantridiumbromid) 1% (w/v)

Roth, Karlsruhe

Losung

FugeneHD Roche, Mannheim
Glukose Sigma, St. Louis
Glycerin Roth, Karlsruhe
Glyzin Roth, Karlsruhe

Gold-Trigerpartikel (1,6 um)

BioRad, Miinchen

Harnstoff (CH4N,0O3)

Roth, Karlsruhe

Hefe-Extrakt

Gibco BRL, Erlangen

HEPES (N-(-2Hydroxyethyl)-piperazin-N-2-

Roth, Karlsruhe

ethansulfonséure)
Isopropanol (CsHsO) Heidinger, Stuttgart
Kaliumchlorid (KCl) Merck, Darmstadt
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Substanz

Hersteller

Kaliumhydrogencarbonat (KHCO5)

Roth, Karlsruhe

Kanamycinsulfat (C1gH236N4O01; x HySOy)

Boehringer, Mannheim

Ketamin (500mg/10 ml)

Ratiopharm GmbH, Ulm

Kollagenase Typ 2

Worthington, St. Katharinen

L(+)-Glutamin (CsHgN,O3)

Roth, Karlsruhe

Lipopolysaccharid (LPS), von E. coli

Sigma-Aldrich, Steinheim

L-Kynurenine

Sigma, Deisenhofen

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Merck, Darmstadt

Methanol Roth, Karlsruhe
Mn(Cl1 , Merck, Darmstadt
MOPS Roth, Karlsruhe
Natrium-Acetat (CH,H3NaO, x 3 H,0) Roth, Karlsruhe
Natriumazid (NaN3) Roth, Karlsruhe
Natriumchlorid (NaCl) Roth, Karlsruhe

Natriumcitrat (CgHsNazO7)

Roth, Karlsruhe

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)

Roth, Karlsruhe

Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
(NaH,PO4 x 2 H,0)

Roth, Karlsruhe

Natriumhydroxid (NaOH)

Roth, Karlsruhe

Natriumpyruvat (CH303 x Na)

SERVA Feinbiochemica GmbH & Co.,
Heidelberg

Ortho-Phenylendiamin-Dihydrochloride

Sigma, Deisenhofen

Paraformaldehyd (PFA)

Merck, Darmstadt

Penicillin/Streptomycin 10* I-U/m1/10*
pg/ml

PAA, Pasching, Osterreich

Pentobarbital

Merial GmbH, Rohrdorf

Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol

AppliChem, Darmstadt

Polyvinylpyrrolidon-Ethanol-Losung (PVP)

BioRad, Miinchen

Rinderserumalbumin Sigma-Aldrich, Steinheim
RNase freie DNase (1500 U) Qiagen, Hilden
RNase freies H,O Qiagen, Hilden
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Substanz

Hersteller

Rompun 2%

Bayer Healthcare, Leverkusen

Roti-Quant®

Roth, Karlsruhe

Salzsdure (HCI) 37%ig

Roth, Karlsruhe

Schwefelsdure (H,SO4) 95 Vol%ig

Roth, Karlsruhe

SDS (Sodiumdodecylsulfat)

Roth, Karlsruhe

Spermidin Sigma, Deisenhofen
T4-DNA-Ligasepuffer (5x) Fermentas, St. Leon Roth
TEMED (N,N,N",N"- Sigma, Deisenhofen

Tetramethylethylendiamin)

Trichloressigsdure

Roth, Karlsruhe

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat(C¢Hsa3;O7 x 2
H>0)

Roth, Karlsruhe

Tris (C4H1 1NO3)

Roth, Karlsruhe

Tris/HC1 (C4H1 1NO3HC1)

Roth, Karlsruhe

TritonX-100
Octylphenoxypolyethoxyethanol, C34HeO11)

Sigma, Deisenhofen

Trypanblau

Sigma-Aldrich, Steinheim

Trypton

Roth, Karsruhe

Tween 20 (Polyoxyethylensorbitan-

Monolaurat)

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Wasser, pyrogenfrei, steril

Braun, Melsungen

Wasserstoffperoxid (H,O,) 30%ig

Merck KGaA, Darmstadt

1 —Methy—D—Tr yptophan (C12H14N>0Oy)

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
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2.1.4 Puffer, Losungen und Zellkulturmedien

2.1.4.1 Puffer und Losungen

Falls nicht anders angegeben wurden die Puffer und Losungen bei 4°C gelagert.

AEC-Losung

Stammldsung:
1 AEC-Tablette

gelost in 2,5 ml DMF

Gebrauchsldsung:

525 ul Stammlésung

10 ml 0,1 M Na-Acetatpuffer (pH 5)

30 min rithren mittels Magnetriihrer

filtrieren (0,45 pm)

kurz vor der Farbereaktion Zugabe von 1 ul H;O,/ml AEC-Losung

Bromphenolblaulésung:
42 g Harnstoff

50 g D(+)-Saccharose
0,0037 g Na,EDTA

0,1 g Bromphenolblau

gelost in 100 ml aqua dest.

Gey’s Lyse Puffer:
10 mM KHCO;

155 mM Ammoniumchlorid
100uM EDTA

gelost in aqua dest.

auf pH 7.5 einstellen

steril filtrieren (0,2 um)
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1 x PBS (Phosphat Buffered Saline):
40,2 g NaCl
7,8 g NaH2P04 X2 HZO

gelost in 5 1 aqua dest.
mit 10 M NaOH auf pH 7,2 einstellen und autoklavieren.

10 x PBS (Phosphat Buffered Saline):
402 g NaCl
78 g NaH,PO,4 x 2 H,O

gelost in 5 1 aqua dest.
mit 10 M NaOH auf pH 6,6 einstellen und autoklavieren

HEPES-Puffer

10 mM HEPES

150 mM NaCl

5 mM KCl

ImM MgCl, x 6 H,O
1,8 mM CaCl x 2 H,O

geldst in aqua dest.
auf pH 7,4 einstellen mit 10N NaOH

steril filtrieren (0,2 pm)

MACS-Puffer:
1 x PBS/2mM EDTA
2% (v/v) FCS steril filtriert (0,2 um)

SO0xTAE (Tris-Acetat-Ethylendiamintetraessigsiure):
2 M Tris

5,7% (vIv) Essigsaure (100%)

0,05 M EDTA

geldst in aqua dest.
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Trypanblau-Losung:

Stammlosung:

0,01% (w/v) Trypanblau,
0,001% (w/v) Na-Azid,
gelost in aqua dest.

Stammldsung im Verhéltnis 1:10 mit 10 x PBS verdiinnen und bei 4°C lagern.

6x DNA-Gelladepuffer:
0,25% (w/v) Bromphenolblau
0,25% /wlv) Xylencyanol
40% (v/v) 30% Glycerin

gelost in aqua dest.

2.1.4.2 Losungen fiir die Anésthesie

Avertin
Avertin-Stammldsung:

10 g 2,2,2-Tribromethanol

gelost in 10 ml tertidrem Amylalkohol
Lichtgeschiitzt lagern

Avertin-Gebrauchsldsung:

2,5%ig aus Stammlosung

250 pl Stammlésung

in 9,75 ml 1 x PBS (pH 7,2) (RT) gelost
Lichtgeschiitzt lagern

Pentobarbital-Gebrauchslosung:

Letale Dosis/Maus
40 ul Pentobarbital
160ul 1 x PBS

200 pl intraperitoneal verabreicht
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Rompun/Ketamin:

Letale Dosis/Maus

0,8 ml 2% Rompun

2 ml 50 mg/ml Ketamin
I ml 1 x PBS

200yl intraperitoneal verabreicht

2.1.4.3 Losungen fiir die FACS-Analyse

FACS-Medium:

2% (v/v) FCS (PAN Biotech)
filtriert (0,45 uM)

in 1 x PBS verdiinnt

Fixierlosung fiir FACS-Analyse (0,7% PFA):
0,7 g Paraformaldehyd (PFA)
gelost in 100 ml 1 x PBS (pH 7,2)

zum Losen auf 56°C erwirmen

Puffer fiir intrazellulire FACS-Firbung:
0,5 % (v/v) FCS (PAN Biotech)

steril filtriert 0,2 pm und
in 1 x PBS /2 mM EDTA verdiinnt.

Permeabilisierungspuffer:

(FoxP3 Staining Buffer Set, Milteny Biotec GmbH, Bergisch Gladbach)

10 x Permeabilisierungspuffer

1:10 in aqua dest. verdiinnt

Fix-Perm-L osung:

(FoxP3 Staining Buffer Set, Milteny Biotec GmbH, Bergisch Gladbach)

ein Teil Losung 1

drei Teile Losung 2
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2.1.4.4 Puffer und Losungen fiir ELISA

Beschichtungspuffer fiir ELISA:
0,1 M NaHCOs-Puffer
8,041 g NaHCOs

gelost in 1 Liter aqua dest.

pH-Wert: 8,2

Blockierungs- und Verdiinnungspuffer fiir ELISA:
PBS/ 1%BSA

1 g BSA

gelost in 100 ml 1 x PBS.

OPD (Orthonitrophenoldiamin) Substratpuffer:
0,2 M NaH2P04 X2 Hzo
0,1 M Na-Citrat x H,O

gelost in aqua dest.
1 mg OPD pro ml Substratpuffer
1 pl/ml HzOz

Stopplosung fiir ELISA:
1 M Schwefelsdure (H,SO4)

in aqua dest

Waschpuffer fiir Mikrotiterplatten:
1 xPBS (pH7,2)
0,1% (v/v) Tween 20

2.1.4.5 Losungen fiir die Herstellung von Gen-Pistolen-Patronen

1M CaClz;
147,02 g CaCl,

gelost in 1 1 aqua dest.
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Polyvinylpvrrolidon (PVP)-Ethanol-Losung

Stammldsung:
20 mg PVP/ml in Ethanol absolut

Gebrauchsldsung:

0,075 mg/ml in Ethanol absolut

frisch ansetzen

Spermidin-Losung (0,05 M):

7,26 mg/ml Spermidin

gelost in endotoxinfreiem aqua dest.

2.1.4.6 Zellkulturmedien und Zellkulturzusitze

Glutamin:

200 mM Stammldsung:
5,84 g L(+)-Glutamin
gelost in 200 ml 1 x PBS
steril filtrieren (0,2 um)

Natriumpyruvat:

100 mM Natriumpyruvat in 1 x PBS

Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep):
10* 1.U/ml Penicillin

10* pg/ml Streptomycin

2-B-Mercaptoethanol:

5 mM Stammosung:

40 ul B-Mercaptoethanol in
114 ml RPMI oder IMDM
steril filtrieren (0,2 um)
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Lungen-Aufbewahrungsmedium:

EMEM (Eagle’s Minimum Essentiell Medium, Bio Whittaker/Cambrex)
1% (v/v) Pen/Strep-Stammldsung

Waschmedium fiir die Zellkultur:

EMEM (Eagle’s Minimum Essentiell Medium, Bio Whittaker/Cambrex)
2% (v/v) FCS (PAN-Biotech)
1% (v/v) Pen/Strep-Stammldsung

Kulturmedium zum Nachweis von Tryptophan und Kynureninen
tryptophanfreies RPMI 1640 (Gibco/Invitrogen)
10% (v/v) ECS (PAA Laboratories)

1% (v/v) L-Glutamin-Stammlésung

1% (v/v) B-Mercaptoethanol-Stammldsung
1% (v/v) Pen/Strep-Stammldsung

20 mM Tryptophan (Sigma-Aldrich)

Kulturmedium fiir 3T3-Zellen
IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Media, Gibco/Invitrogen)
10% (v/v) ECS (PAA Laboratories

1% (v/v) L-Glutamin-Stammlésung

1% (v/v) B-Mercaptoethanol-Stammldsung
1% (v/v) Pen/Strep-Stammldsung

1% (v/v) Natriumpyruvat

Kulturmedium fiir Lungen-, Milz- und Lymphknotenzellen
IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Media, Gibco/Invitrogen)
10% (v/v) ECS (PAA Laboratories)

1% (v/v) L-Glutamin-Stammlésung
1% (v/v) B-Mercaptoethanol-Stammlosung
1% (v/v) Pen/Strep-Stammldsung
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Einfriermediumedium
FCS (PAA Laboratories)
10% (v/v) DMSO

2.1.4.7 Nahrmedien und Nahrboden fiir die Bakterienkultur

LB (Luria Bertani)-Medium

10 g Trypton

Sg Hefeextrakt

10 g NaCl

gelost in 1 1 aqua. dest

pH-Wert auf 7,2 -7,4 einstellen und anschlieend autoklavieren.
Zugabe von 100 pg/ml Ampicillin als Selektionsmarker

oder Zugabe von 100 pg/ml Kanamycin als Selektionsmarker

B (Luria Bertani)-Agar

15 g Agar-Agar
gelost in 1 1 LB-Medium
autoklaviert und nach Abkiihlen auf 65°C in Petrischalen gegossen.

Aufbewahrung der LB-Agarplatten bei 4°C mit der Agar-Seite nach oben

2.1.5 Langenstandards

Liangenstandard Hersteller

Molekulargewichtsmarker (GeneRulerTM 1kb DNA-Ladder Fermentas, St. Leon Roth
Plus, 0,5 mg DNA/ml, 250-10000 Bp)

2.1.6 Bakterienstamm

Eschericha coli TOP10
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Genotyp: McrA A (mrr-hsd RMS-mcrBC) ¢ 80 lac Z AM 15 Alac X 74 deo R rec A Tara B
139 A (ara-lac) 7697 gal U gal K rpsl (strR) end Al nup G

2.1.7 Enzyme
Enzym Hersteller
CIAP Fermentas, St. Leon Roth
DNase I (10 mg/ml) Roche, Mannheim
“Extravidin”, Streptavidin-Peroxidase Konjugat Sigma-Aldrich, Steinheim
Kollagenase Typ 2 (50 mg/ml) Worthington, St. Katharinen
Restriktionsendonukleasen Fermentas, St. Leon Roth
T4-DNA-Ligase Fermentas, St. Leon Roth
2.1.8 Fertigsysteme
Fertigsystem Hersteller
Big Dye Terminator Sequencing Kit Applied Biosystems,Foster City, Kalifornien,
USA
Endofree® Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden
Endofree® Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden
iScript V"cDNA Synthesis Kit Bio-Rad, Miinchen
Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden
Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden
Plasmid Mini Kit Qiagen, Hilden
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden
QIAshredder ™ Qiagen, Hilden
Rneasy® Plus Mini Kit Qiagen, Hilden
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2.1.9 Primer

2.1.9.1 Primer fiir die Realtime-PCR

Murines Zielgen Primersequenz

FoxP3 Sense: 5"-CTCATCCGATGGGCCATCCTGGAA-3"
Antisense: 5-TTCCAGGTGGCGGGGTGGTTTCTG-3"

GAPDH Sense: ..... 5"-CCATCACCATCTTCCAGGAG-3-
Antisense: 5"-TTTCTCGTGGTTCACACCC-3~

IDO Sense: 5"-AAGGGCTTCTTCCTCGTCTC-3"
Antisense: 5"-AAAAACGTGTCTGGGTCCAC-3”

IL-10 Sense:......5-CCAAGCCTTATCGGAAATGA-3"
Antisense: 5"-TTTTCACAGGGGAGAAATCG-3"

TGFB1 Sense: 5"-TTGCTTCAGCTCCACAGAGA-3~
Antisense: 5"-TGGTTGTAGAGGGCAAGGGC-3”

2.1.10 Plasmide

System Hersteller

pCi Promega, Mannheim

2.1.11 Antikorper

2.1.11.1 Antikorper fiir die Absittigung der FCyRII/III-Rezeptoren

Zur Absittigung freier FC-Rezeptoren wurde der Antikorper 2.4G2 verwendet, bei dem es
sich um einen Ratte-anti-Maus FCyRII/III (CD16/32) Antikorper vom Isotyp Ratte-IgG2b

handelt (Unkless, 1997). Dieser wurde aus dem Kulturiiberstand des B-Zell-Hybridoms 2.4G2
gewonnen und 1:100 verdiinnt in FACS-Medium eingesetzt (0,25 pug/Probe).
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2.1.11.2 Antikorper fiir die FACS-Analyse

Antikorper |Isotyp Klon Markierung | Verdiinnung | Hersteller
anti-CD3 Hamster 145-2¢c11 Cy5SPE 1:50 eBioscience, San
IgG Diego, USA
anti-CD4 Ratte IgG2a |RM4-5 Cy5PE 1:50 BD Biosciences
Pharmingen,
Heidelberg
anti-CD4 Ratte IgG2b |GK1.5 FITC 1:25 Miltenyi Biotec
GmbH, Bergisch,
Gladbach
anti-CD8 Ratte IgG2a |53-6.7 Cy5SPE 1:50 BD Biosciences
Pharmingen,
Heidelberg
anti-CD8 Ratte IgG2a |53.-6.7 PE 1:25 Miltenyi Biotec
GmbH, Bergisch
Gladbach
anti-CD25 Ratte-IgM A | 7D4 FITC 1:50 BD Biosciences,
Heidelberg
anti-FoxP3 | Maus IgGl |3G3 PE 1:10 Miltenyi Biotec
GmbH, Bergisch
gladbach

2.1.11.3 Isotypenkontrollantikorper

Antikorper Klon Markierung Verdiinnung Hersteller

Ratte-IgG2a R35-95 FITC 1:100 BD Biosciences
Pharmingen,

Heidelberg

Ratte-IgG2a R35-95 Cy5SPE 1:100 BD Biosciences
Pharmingen,

Heidelberg
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Antikorper Klon Markierung Verdiinnung Hersteller
Ratte-IgG1 R101 FITC 1:100 CALTAG
Maus-IgG1 MOPC-21 FITC 1:5 BD Biosciences

Pharmingen,

Heidelberg

2.1.11.4 Antikorper fiir Inmunglobulin-ELISA

Antikorper Klon/Artikelnummer | Konzentration/eingesetzte | Hersteller
Konzentration

Ziege-anti-Maus | 1070-08 1 mg/ml Biozol, Eching

IgG1, biotinyliert 0,2 pg/ml in NaHCO3

Ziege-anti-Maus | 1080-08 1 mg/ml Biozol, Eching

IgG2a, 0,2 pg/ml in NaHCOs

biotinyliert

Ratte-anti-Maus | EM95-3 1 mg/ml BANIYASH&

IgE Ipg/ml in NaHCOs3 ESHAR 1984

Maus-anti-Ratte |212-065-106 2,2 mg/ml Dianova, Hamburg

IgG, F(ab")- (2,2 mg/ml)

biotinyliert

2.1.11.5 Antikorper fiir Zytokin-ELISA/IFN-y-EliSpot

Capture Antikorper

Antikorper Isotyp Klon Konzentration/ | Hersteller
eingesetzte
Konzentration

anti-Maus IFN-y | Ratte IgG1 R4-6A2 1 mg/ml (Spitalny und

(ELISA) 2 pg/ml in Havell, 1984)
NaHCO;
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anti-Maus IFN-y | Ratte-IgGl R4-6A2 I mg/ml BD Biosciences

(EliSpot) 2 pg/ml Pharmingen,
In sterilem Heidelberg
1xPBS

anti-Maus IL-5 | Ratte IgG2a 11B11 0,5 mg/ml BD Biosciences
1 pg/ml in Pharmingen,
NaHCO; Heidelberg

anti-Maus IL-10 |Ratte IgG2b, k| JES5-16E3 0,5 mg/ml eBioscience, San
1 pg/mlin Diego, USA
1xPBS

anti-rh TGF- Human-IgG1 341-BR 0,5 mg/ml R&D Systems,
0,2 ug/mlin 1x | Wiesbaden
PBS

Detektionsantikorper

Antikorper Isotyp Klon Konzentration/ | Hersteller
Verdiinnung

anti-Maus IFN-y | Ratte IgGl AN 18.17.24 1:5000 Cherwinski ef

biotinyliert al., 1987

anti-Maus IL-5 | Ratte IgG2a TRFK4 0,5 mg/ml BD Biosciences

biotinyliert Tug/ml Pharmingen,

Heidelberg

anti-Maus IL-10 |Ratte IgG1, « JES5-2A5 0,5 mg/ml eBioscience, San

biotinyliert (0,5ug/ml) Diego, USA

anti-human Huhn-IgY BAF240 50 ug/ml R&D Systems,

TGF-p 0,1ug/ml Wiesbaden

biotinyliert

Als Standard im Zytokin-ELISA verwendete Zytokine

Zytokin Artikelnummer Startkonzentration | Hersteller

rm IFN-y 19301T 5ng/ml BD Biosciences,

Heidelberg
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Zytokin Artikelnummer Startkonzentration | Hersteller

rm IL-5 14-8051-62 2ng/ml eBioscience, San
Diego, USA

rm IL-10 417-ML 4ng/ml R&D Systems,
Wiesbaden

rm TGF-f 240-B 10 ng/ml R&D Systems,
Wiesbaden

2.1.12 MACS® MicroBeads (Miltenyi- Biotec)

MA CS® MicroBeads

Aufreinigung von

CDS8 (Ly-2) Microbeads (# 130-049-401)

CD8" T-Zellen (Positivselektion)

CD4 (L3T4) Microbeads (# 130-049-201)

CD4" T-Zellen (Positivselektion)

2.1.13 Peptide

Peptid

Hersteller

BGalaktosidaseg7e sg4 (TPHPARIGL)

Sigma, Deisenhofen

2.1.14 Antigene

Antigen

Hersteller

B-Galaktosidase (# G-31539)

Sigma, Deisenhofen

B-Galaktosidase (# 10745731001)

Roche, Mannheim

2.1.15 Zytokine

Interleukin-2
Cetus, Emeryville, USA
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2.1.16 Zelllinien

NIH-3T3-Zellen:

Bei den murinen NIH-3T3 Zellen handelt es sich um eine Fibroblastenzelllinie.

Es sind plastikadhidrente Zellen, die sich effizient transfizieren lassen und aufgrund dessen in
dieser Arbeit zur Funktionsanalyse hergestellter Expressionsplasmide verwendet wurden. Des
Weiteren ist es moglich mit Hilfe dieser Zellen DNA-Konstrukte unter der Kontrolle des

Fascin-Promotors zu testen, da diese Zellen den Fascin-Promotor exprimieren.

2.1.17 Mause

Fiir die Versuche wurden Inzuchtmiuse der Stimme BALB/cJ (Genotyp H-2¢) ab einem Alter

von 6 Wochen verwendet. Die Méduse wurden in der zentralen Versuchstiereinrichtung der

Universitiat Mainz geziichtet und unter pathogen freien Bedingungen gehalten.

2.2 Tierversuche

2.2.1 Immunisierungsmethoden

2.2.1.1 DNA-Immunisierung mit der Genpistole

Die DNA-Immunisierung mit an Goldpartikel gekoppelter Plasmid-DNA ermdglicht eine
direkte Transfektion von Zellen in der Haut und somit eine gezielte Genexpression. Bei der
biolistischen Transfektion wurden die Goldpartikel mit der Plasmid-DNA durch Heliumdruck

auf die rasierte Bauchhaut der Versuchstiere appliziert und somit die Zellen direkt transfiziert.

2.2.1.1.1 Kopplung von Plasmid-DNA an Goldpartikel

Endotoxinfreie Plasmid-DNA wurde fiir die biolistische Transfektion an Goldpartikel eines

Durchmessers von 1,6 um gekoppelt.
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Dazu wurden pro Patrone je 1 mg Gold und 2 pg je Plasmid-DNA benoétigt. Die Goldmenge
fiir die entsprechende Patronenanzahl wurde in ein pyrogenfreies 1,5 ml Reaktionsgefil3
eingewogen und 100 ul 0,05 M Spermidin zugegeben, auf dem Reagenzglasschiittler
gemischt und die Goldpartikel fiir 15 sec im Ultraschallbad vereinzelt. Die fiir die
Patronenanzahl entsprechende DNA-Menge wurde hinzugegeben, die Suspension erneut
gemischt und rasch 100 ul 1M CaCl, zugegeben und wieder gut durch Riitteln gemischt.
Wihrend einer zehnminiitigen Inkubation bei RT prézipitierte die DNA an das Gold.

Das DNA-Gold-Gemisch wurde 5 sec bei 7000 g in einer Eppendorf-Zentrifuge
abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Gold-Sediment durch anschnicken
aufgebrochen. AnschlieBend wurde das Sediment dreimal mit 1 ml 96%igem Ethanol
gewaschen und dafiir zwischendurch immer wieder abzentrifugiert.

Der Ethanol wurde nach dem letzten Waschen vollstindig entfernt und das Gold/DNA
Gemisch mit insgesamt 1,75 ml pro 30 Patronen in einer frisch angesetzten
Polyvinylpyrrolidon (PVP)-Losung (0,075 mg/ml) in drei Schritten aufgenommen und in ein
15 ml Schraubdeckelrohrchen iiberfiihrt.

Das Schraubdeckelrshrchen wurde mit Parafilm® abgedichtet und bis zur Herstellung der

Patronen bei -20°C gelagert.

2.2.1.1.2 Herstellung von Patronen fiir die Genpistole

Zur Herstellung von Patronen zur DNA-Immunisierung wurde die Gold-DNA-PVP-
Suspension mit Hilfe einer 10 ml Spritze in einen zuvor 4 min mit Stickstoff getrockneten
Plastikschlauch (Tefzel Tubing, BioRad) aufgezogen. Der Schlauch mit dem Gold wurde in
die Schiene einer Priparierstation (,,Tubing Prep Station*, Bio Rad) geschoben. Der Schlauch
wurde fiir 4 min ruhen gelassen, damit sich die DNA-Gold-Komplexe absetzen konnten.
Diese haften aufgrund des Klebstoffes PVP, der in dem Gemisch enthalten ist, an der Wand
des Schlauches. Die iiberschiissige Ethanol-PVP-Losung wurde mit einer 10 ml Spritze
vorsichtig aus dem Schlauch abgezogen und der Schlauch anschlieBend 4 min durch eine
Begasung mit Stickstoff getrocknet.

Der fertige Schlauch wurde aus der Priparierstation entnommen und mit einem Patronen-
Schneidegerit (BioRad) in gleichgroe Patronen zerkleinert. Diese wurden bis zu ihrer
Verwendung in einem mit Parafilm luftdicht verschlossenem 50 ml Schraubdeckelrohrchen

bei 4°C aufbewahrt.
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2.2.1.1.3 Durchfiihrung der biolistischen Transfektion

Zunichst wurde den Versuchstieren mit einem Langhaarschneider die Bauchhaut rasiert. Die
Genpistole wurde laut Herstellerangabe an eine Heliumflasche angeschlossen und der
Arbeitsdruck von 400 psi (,,pound per square inches®) eingestellt. Der Revolver der
Genpistole wurde mit der bendtigten Anzahl an Patronen beladen, d.h. pro Tier zwei Patronen
mit je 2ug DNA. Pro Immunisierung wurden so jeder Maus 4 pg je Plasmid-DNA in zwei
nichtiiberlappenden Schiissen auf die Bauchhaut appliziert.

Die biolistische Transfektion wurde dreimal im Abstand von jeweils einer Woche
durchgefiihrt. Dabei wurde darauf geachtet, jeweils unterschiedliche Stellen der Bauchhaut zu

beschieflen.

2.2.1.2 Proteinimmunisierungsmethoden

2.2.1.2.1 subkutane (s.c.) Immunisierung

Zunichst wurde PGal (Sigma, Deisenhofen) in sterilem deionisiertem Wasser nach
Herstellerangaben gelost und in sterilem 1 x PBS auf 10 pg/ml eingestellt. 200 ul dieser
Losung wurden jeder Maus mit einer 1 ml Feindosierspritze in die Nackenfalte unter die Haut

injiziert. Jede Maus wurde so mit 2 ug BGal immunisiert.

2.2.1.2.2 intranasale (i.n.) Immunisierung

Fiir die intranasale Immunisierung mit fGal wurden die Versuchstiere zunédchst mit 250 ul
einer 2,5%igen Avertin-Losung betdubt.

Den sedierten Tieren wurde in Riickenlage 50 pl einer 1 mg/ml BGal-Losung (Sigma,
Deisenhofen, gelost in 1 x PBS) oder 1 x PBS bei Kontrolltieren tropfchenweise auf die

Nasenlocher pipettiert, so dass die Fliissigkeit von den Méusen eingeatmet werden konnte.
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2.2.2 Nicht-invasive Messung der Atemwegsreaktivitiit

Die Atemwegsreaktivitit (AR) bzw. der bronchoalveolidre Stromungswiderstand ist von
verschiedenen Faktoren, wie der Gro3e und dem Alter des jeweiligen Individuums, abhéngig.
Sie bezeichnet eine Verengung der Atemwege, die aufgrund eines Reizes hin zunehmen kann.
Dies dient zum einen der Anpassung der Ventilation, zum anderen wird das Lungengewebe
vor dem zu tiefen Eindringen toxischer Substanzen geschiitzt.

Die Atemwegsreaktivitit kann iiber das normale Mal3 hinaus erhoht sein, so dass es zu einer
Atemwegshyperreaktivitit (AHR) kommt. Dies ist bei obstruktiven Atemwegserkrankungen,
wie z.B. dem allergischen Asthma, der Fall.

Die Messung der Atemwegsreaktivitdt wurde von der Asthma Core Facility unter der Leitung
von Herrn Prof. Dr. Taube durchgefiihrt.

In den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten wurde an den Versuchstieren 24
Stunden nach der letzten intranasalen Provokation mit dem Allergen eine nicht-invasive
Lungenfunktionsmessung durchgefiihrt. Dazu wurden die Miuse einzeln in Kammern eines
Ganzkorper-Plethysmographen gesetzt und fiir jedes Tier der Druck in der Kammer (P)
wihrend der normalen Atmung gemessen.

Durch ein Ableitungsrohr des Plethysmographen, das an einen Pneumatographen gekoppelt
ist, ist es moglich Druckveridnderungen in der Kammer zu messen, die aufgrund der
Atembewegung der Maus zustande kommen. Durch die Atembewegung des Brustkorbes des
Tieres wird die Luft in der Kammer komprimiert und wieder gedehnt.

Mit einem Potentiometer werden die Messwerte verstirkt und an einen Computer
weitergeleitet.

Um festzustellen ob eine AHR vorliegt, unterzieht man die Versuchstiere -einer
Lungenfunktionsmessung wihrend einer Provokation mit aerosolisiertem Methacholin
(McH). Dabei wird untersucht, ob und wie schnell die Atemwege reagieren.

Zunichst wurde 5 min lang der Atemstrom ohne eine Provokation gemessen und aus den
Werten der Tiere einer Gruppe der Mittelwert berechnet. Aus den gemessenen Werten wurde
eine Baseline erstellt. Diese wurde gleich 100 gesetzt und alle prozentualen Abweichungen
von dieser festgehalten.

AnschlieBend wurde je drei Minuten aerosolisiertes Methacholin verschiedener
Konzentrationen (3,125; 6,25 mg/ml; 12,5 mg/ml; 25 mg/ml in 1 x PBS) in die Kammer

geleitet, wo es von den Versuchstieren eingeatmet wurde.
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Die bei der Atmung entstehende Druckinderung und somit die Anderung des
Stromungswiderstandes wurde wéhrend den folgenden 5 min aufgezeichnet und von den
Tieren einer Gruppe ein Mittelwert berechnet.

Die Gabe der unterschiedlichen Methacholindosen wurde jeweils durch eine siebenminiitige
Pause unterbrochen.

Aus dem durch eine Verengung der Bronchien bedingten Druckabfall der Kammer und dem
Verhiltnis der Maximaldriicke bei In- und Exspiration wurde ein dimensionsloser Parameter
ermittelt, Penh (,,enhanced pause®).

Hierbei steigt der Wert fiir die Penh mit einem zunehmenden Atemwiderstand.

2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Kultivierung von Zellen

Alle Experimente mit der Zelllinie NIH3T3 wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt.
Es wurden nur sterile Zellkulturmedien, die auf 37°C vorgewdrmt wurden, und sterile
Losungen und Materialien verwendet.

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem Brutschrank bei 37°C und 10% CO,, unter
gesittigter Wasserdampfatmosphire.

Aufgrund der Proliferation der Zellen und des Néahrstoffverbrauchs wurden die Zellen in
regelmédBigen Abstinden passagiert. Dazu wurde das Kulturmedium der adhérenten Zellen
mit einer sterilen Pipette abgenommen und die Zellen in frischem Kulturmedium vom Boden
abgeschabt. Die gewiinschte Menge abgeloster Zellen wurde in eine neue Kulturflasche

iberfiihrt und frisches Kulturmedium hinzu gegeben.

2.3.2 Einfrieren von Zellen

Die Zellen wurden mittels Abschaben in Nihrmedium vom Flaschenboden geerntet und in ein
15 bzw. 50 ml Schraubdeckelgefil iiberfiihrt. Die Zellsuspension wurde 7 min bei 300 g, bei
Raumtemperatur (RT) zentrifugiert, der Uberstand entfernt und die sedimentierten Zellen in

0,5 ml kaltem Einfriermedium resuspendiert. Das im Einfriermedium enthaltene DMSO
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schiitzt die Zellmembranen beim Einfrieren vor Beschiddigung durch FEiskristalle. Nach
Uberfiihren der resuspendierten Zellen in ein Einfrierrohrchen konnten sie bei -80°C in einer
Isopropanol-Einfrierbox weggefroren werden. Zur langfristigen Lagerung der Zellen wurden

sie nach 24 h in fliissigen Stickstoff (-196°C) iiberfiihrt.

2.3.3 Auftauen von Zellen

Zum Auftauen der Zellen wurden diese aus dem fliissigen Stickstoff entnommen und in einem
Wasserbad bei 37°C umgehend aufgetaut, bis nur noch ein kleiner Eisrest im Rohrchen
vorhanden war. Die aufgetauten Zellen wurden dann in ein 50 ml Schraubdeckelgefall mit 15
ml kaltem Waschmedium iiberfiihrt und anschlieBend 7 min bei 300 g, bei 4°C zur
Entfernung von DMSO-Riickstinden abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen,
verworfen und die Zellen in 1 ml Kulturmedium (siehe 2.1.4.6) resuspendiert, das in eine 25
cm® Zellkulturflasche mit weiteren 5 ml Medium iiberfithrt wurde. Nach 24 h erfolgte ein

Mediumwechsel zur Entfernung von restlichem DMSO und toten Zellen.

2.3.4 Bestimmung der Zellzahl

Die geernteten Zellen wurden, je nach Volumen und Zelltyp, in ein 15/50 ml
Schraubdeckelrohrchen iiberfithrt und 7 min bei 300 g bei RT/4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Zellen in Wachstumsmedium resuspendiert. Die Zellen
wurden zum ausschlieBen toter Zellen in Trypanblau verdiinnt. Die Bestimmung der Zellzahl
der Zellsuspension erfolgte mit Hilfe einer Neubauer-Ziahlkammer unter dem Mikroskop. Es
wurden vier GroBquadrate ausgezihlt und aus den Werten der Mittelwert gebildet, mit dem
man unter Einbeziehung des Kammerfaktors (1x10%) und der Verdiinnung die Zellzahl pro ml
ermitteln konnte.

Die Zellzahl konnte mit folgender Formel ermittelt werden:

Zellzahl/ml = Anzahl der gezihlten Zellen x Kammerfaktor (10*) x Verdiinnungsfaktor
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2.3.5 Priparation von Milzzellen

Die Milzentnahme erfolgte aus der getdteten Maus unter sterilen Bedingungen. Die Milz
wurde nach der Entnahme in eine Petrischale mit 20 ml kaltem Waschmedium {iiberfiihrt und
zwischen zwei sterilen Mattrand-Objekttrigern zerrieben. AnschlieBend wurde die
Zellsuspension iiber ein Zellsieb (@ 40 um) in ein 50 ml Schraubdeckelrohrchen iiberfiihrt.
Objekttriger und Petrischale wurden mit weiteren 10 ml Waschmedium abgespiilt und die
Suspension ebenfalls iiber das Zellsieb in das Schraubdeckelrohrchen gegeben. Die
Zellsuspension wurde 8 Minuten bei 4°C und 300 g zentrifugiert, der Uberstand verworfen
und nach Aufbruch des Zellsediments eine Lyse mit 1 ml Gey’schem Lysepuffer pro Milz
durchgefiihrt. Nach einer Minute wurde die Lyse durch Zugabe von 10 ml kaltem
Waschmedium je Milz abgestoppt, die Zellen erneut abzentrifugiert und noch zwei weitere
Male mit kaltem Waschmedium gewaschen. AnschlieBend erfolgte eine Bestimmung der

Lebendzellzahl.

2.3.6 Priparation von Lungenzellen

Zur Herstellung von Zellsuspensionen aus Lungengewebe wurden diese unter sterilen
Bedingungen den getoteten Mausen entnommen und in ein 50 ml Schraubdeckelr6hrchen mit
5 ml HEPES-Puffer bis zur weiteren Verarbeitung auf Eis gelagert.

Maximal drei Lungen pro Rohrchen wurden mit einer sterilen Pinzette dem
Schraubdeckelrohrchen entnommen und in gentleMACS™ C Tubes mit 4,8 ml HEPES-
Puffer iiberfithrt und mit 200 pl Kollagenase Typ II (50 mg/ml) und 20 ul DNase I (10
mg/ml) versetzt. Die Lungen wurden mit Hilfe des gentleMACS™ Dissociators (Programm
m_lung 01) fiir 8 sec mit Hilfe der in den Rohrchen befindlichen Rotoren zu einem groben
Gewebebrei verarbeitet. Dieser wurde 30 min bei 300 upm geschiittelt. AnschlieBend wurden
die Lungen mit Hilfe des gentleMACS™ Dissociators (Programm m_lung 02) fiir 38 sec
feiner zerkleinert. Die Zellsuspension wurde iiber ein Zellsieb in ein 50 ml
Schraubdeckelrohrchen iiberfithrt und die Zellen bei 4°C und 300 g fiir 10 min
abzentrifugiert.

Der Uberstand wurde verworfen und mit dem aufgebrochenen Zellsediment eine Gey sche
Lyse mit 1 ml Lysepuffer je Lunge fiir 90 Sekunden durchgefiihrt. Die Lyse wurde durch

Zugabe von 5 ml Waschmedium je Lunge abgestoppt, die Zellen abzentrifugiert und noch
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zwei weitere Male mit Waschmedium gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen in

Kulturmedium resuspendiert und die Anzahl lebender Zellen ermittelt.

2.3.7 Priparation von Lymphknotenzellen

Nach der Immunisierung wurden immer die drainierenden Lymphknoten pripariert. D.h. nach
Immunisierung mit der Genpistole die axialen und inguinalen und nach intranasaler
Provokation die bronchialen und mediastinalen Lymphknoten. Die Entnahme erfolgte unter
sterilen Bedingungen aus der zuvor getoteten Maus. Die entnommenen Lymphknoten wurden
in eine Petrischale mit kaltem Waschmedium iiberfiihrt und zwischen den rauen Seiten von
zwei abgeflammten Objekttriagern zerrieben. Die Zellsuspension wurde iiber ein Zellsieb (40
um) in ein 15 ml Schraubdeckelrohrchen iiberfiihrt und 8 min bei 4°C und 300 g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen, das Zellsediment aufgebrochen und gegebenenfalls eine
Erythrozyten-Lyse mit 1 ml Gey 'schem Lysepuffer durchgefiihrt. Nach einer Minute wurde
die Lyse durch Zugabe von 10 ml kaltem Waschmedium abgestoppt, die Zellen erneut
abzentrifugiert und noch zwei weitere Male mit kaltem Waschmedium gewaschen. Danach

wurde die Zellen in Kulturmedium aufgenommen und die Lebendzellzahl bestimmt.

2.3.8 Antigenspezifische Stimulation von Immunzellen zur Zytokinproduktion

Eine in vitro Stimulation von Immunzellen mit einem Antigen ermoglicht es, spezifisch die
Zytokinproduktion dieser Zellen als Antwort darauf nachzuweisen. Die Zytokine werden in
das Kulturmedium abgegeben und konnen mittels ELISA aus diesen Uberstinden bestimmt
werden.

Zur Bestimmung der Zytokinproduktion wurden Lymphknoten- bzw. Milzzellen zusammen
mit dem entsprechenden relevanten Antigen (B-Gal 25 pg/ml) iiber einen Zeitraum von 72
Stunden bei 37°C und 10%iger CO,-Begasung kultiviert.

Je nach Zellzahl erfolgte die Kultur im 24-Loch-, bzw. 48-Loch-Format.

Zur Kultivierung der Zellen in 24-Loch-Platten wurden 5x10°  Zellen in einem
Gesamtvolumen von 1 ml kultiviert. Nach der 72stiindigen Inkubation wurden je Loch vier
mal 200 pl Kulturiiberstand in 96-Loch-Platten aliquotiert und bei -20°C bis zur

Zytokinanalyse weggefroren.

52



Material und Methoden

Die Kultivierung im 48-Loch-Format erfolgte mit 2x10° Zellen in einem Gesamtvolumen von
0,5 ml. Aus diesen Ansidtzen wurden je Vertiefung zweimal 200ul in 96-Loch-Platten

aliquotiert und bis zur Zytokinbestimmung mittels ELISA weggefroren.

2.3.9 CTL-EliSpot

Mit Hilfe des CTL-EliSpots (Enzyme-Linked-Immuno-Spot-Test) ist es moglich, die Anzahl
IFN-y produzierender CDS8" T-Effektorzellen nach Stimulation mit einem MHC-I
restringierten Peptid (TPHPARIGL) zu bestimmen. Die Stimulation der antigenspezifischen
CD8" T-Zellen fiihrt zu einer Zytokinproduktion der Zellen. An den Stellen, an denen sich
solche IFN-y-produzierenden Zellen befinden, wird vermehrt IFN-y an den mit Antikorper
beschichteten Plattenboden gebunden. Diese IFN-y produzierenden Zellen konnen dann als
einzelne farbige Punkte auf einer Nitrozellulosemembran dargestellt werden.

Dazu wurde zunidchst eine mit dieser Nitrozellulosemembran ausgekleidete 96-Loch-
Mikrotiterplatte (Millipore) mit 50 ul eines unmarkierten Ratte-anti-Maus-IFN-y-Antikorpers
in 1 x PBS in einer Konzentration von 10 pug/ml beschichtet und iiber Nacht bei 4°C inkubiert.
Am Tag des Organaufschlusses wurden zuerst unspezifische Bindungen durch Zugabe von
FCS-haltigem Testmedium abgesittigt. Hierzu wurden die Platten unter sterilen Bedingungen
zweimal mit jeweils 150 ul pro Loch 1 X PBS gewaschen und danach die Platte mit 200 ul
Kulturmedium pro Loch fiir 2 h bei 37°C inkubiert.

AnschlieBend wurden die zu untersuchenden Zellsuspensionen aufgetragen. Die Zellen
wurden hierzu, nachdem die Blockierlosung wieder aus den Platten entfernt wurde, zu 1x10°
bzw. 2x10° bei Milz- und Lymphknotenzellen und 5x10* bzw. 2x10* bei Lungenzellen in die
Vertiefungen der Platte gegeben.

Jedem Ansatz wurden 250 U/ml rekombinantes humanes IL-2 zupipettiert. Pro Gruppe
wurden je 4 Locher ohne Peptid und 4 mit MHC-I restringiertem Peptid inkubiert. Hierzu
wurde diesen 1 ug/ml des Peptids in die jeweiligen Vertiefungen hinzugegeben. Es erfolgte
ein Ausgleich des Gesamtvolumens in allen Ansitzen auf jeweils 200 ul mit Testmedium.
Nach 22stiindiger Inkubation des Testes bei 37°C und 10% CO, wurde die Testplatte zweimal
mit Hilfe eines ELISA-Waschgerites mit Waschpuffer gewaschen und restliche Fliissigkeit
aus den Vertiefungen geklopft.
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Die Detektion des gebildeten IFN-y erfolgte mit Hilfe eines spezifischen biotinylierten
Detektionsantikorpers. Dieser anti-Maus-IFN-y-Antikorper wurde in einer Konzentration von
10 pg/ml in 1 x PBS/1% BSA in 50 pl pro Vertiefung eine Stunde bei 37°C inkubiert.
AnschlieBend wurde die Platte erneut zweimal gewaschen und trockengeklopft. Es wurden 50
ul pro Vertiefung des 1:1000 verdiinnten Enzyms Streptavidin-Peroxidase in 1 x PBS/1%
BSA zugegeben und fiir eine Stunde bei RT inkubiert. Das Enzym bindet iiber das
Streptavidin an den biotinylierten Detektionsantikorper und setzt in einer weiteren Reaktion
das darauthin zugegebene Substrat AEC mit Hilfe von H,0O,, das als Katalysator dient, zu
einem unloslichen roten Farbkomplex um.

Die zur Entwicklung des Testes bendtigte AEC-Losung wurde durch das Losen einer AEC-
Tablette in 2,5 ml DMF hergestellt. 525 pl der AEC-Losung wurden mit 10 ml 0,1 M
Natrium-Acetatpuffer versetzt und die Losung 30 min auf einem Magnetriihrer geriihrt, die
AEC-Losung anschlieBend durch einen 0,45 um Filter filtriert und 1 pl H,O, je ml
Substratlosung hinzugegeben. Die Platten wurden 2 x mit Hilfe des ELISA-Waschgeriites
gewaschen, trockengeklopft und 50 pl Substratlosung je Loch zugegeben. Nach einer
Inkubation von 2 bis 10 min waren rote Farbflecke zu erkennen. Durch Ausschlagen der
Substratlosung aus der Platte wurde die Farbreaktion gestoppt, der Nitrozellulosemembran
stiitzende Plattenboden daraufhin entfernt und die Platte iiber Nacht lichtgeschiitzt getrocknet.
Die Auswertung des Tests erfolgte mit Hilfe einer EliSpot-Auswerteeinheit. Dabei wurden die
einzelnen Farbpunkte anhand festgelegter Kriterien wie Grofe, Intensitit und Aussehen

charakterisiert und anschlieend ausgezihlt.

2.3.10 Bronchoalveolire Lavage (BAL)

Die Versuchstiere wurden mit Rompun/Ketamin getdtet und mit 70%igem Ethanol
eingespriiht. Der Brustkorb wurde getffnet, das Abdomen unterhalb des Sternums entlang des
Rippenbogens aufgeschnitten und durch eine Perforation des Zwerchfells auf Hohe des
Herzens die Lunge zum Kollabieren gebracht.

Die Trachea wurde freigelegt, das darauf liegende Hiautchen entfernt und anschlieBend mit
einer Kaniile im oberen Bereich parallel zu den Verknorpelungen eine Offnung in die
Luftrohre geritzt. In diese wurde ein Brauniile eingefiihrt und mit Hilfe einer 1 ml Spritze 1
ml eiskaltes 1 x PBS/10% FCS in die Lunge gespiilt und direkt wieder in die Spritze zuriick
gesaugt. Die Spiilfliissigkeit wurde in ein 15 ml Schraubdeckelrohrchen iiberfiihrt, das
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Volumen auf 50 pl genau bestimmt und die Zellen in der Losung 10 min bei 4°C und 300 g
abzentrifugiert.

Der zellfreie Uberstand (BALF, BAL-Fliissigkeit) wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefil
iberfiihrt und bis zur Bestimmung der darin vorhandenen Zytokine mittels ELISA bei -20°C
gelagert.

Das Zellsediment wurde aufgebrochen, die Zellen in 0,5 ml 1 x PBS aufgenommen und bis
zur Bestimmung der Zellzahl auf Eis aufbewahrt. Die Zellen wurden zur Herstellung von
Zytospinpriparaten verwendet, um die vorhandenen Leukozyten-Populationen in der BAL zu

charakterisieren.

2.3.11 Herstellung von Zytospinpriparaten

Nach der Bestimmung der Lebendzellzahl der in der BAL vorhandenen Zellen wurden
Zytospinpriparate angefertigt. Zu den Zellen wurden zunichst 2 ml 1 x PBS zur Entfernung
von restlichem FCS zugegeben, die Zellen 10 min bei 4°C und 300 g abzentrifugiert und in 50
ul je 5x10° Zellen aufgenommen. Die Zellen wurden in den Trichter einer Zytospin-
Apparatur pipettiert. Durch Zentrifugation bei 500 g fiir 5 min bei mittlerer Beschleunigung in
einer Zytospin-Zentrifuge wurden die Zellen auf einen Objekttriger aufgebracht und die
vorhandene Fliissigkeit von einem Filter aufgesaugt.

Anschliefend wurden die Objekttrager luftgetrocknet und die unterschiedlichen Zellen mit
Hilfe des Diff-Quick-Féirbesets nach Herstellerangaben fixiert und angefédrbt. Die
Objekttrager wurden mit destilliertem Wasser abgespiilt, um Reste der Férbelosungen zu
entfernen, und danach luftgetrocknet. Die Zellen wurden auf dem Objekttrager mit Entellan®

und einem Deckglédschen eingedeckt.

2.3.12 Differenzierung der Zellen aus der BAL
Aus dem bestimmten Volumen der entnommenen BAL-Fliissigkeit und der darin

vorhandenen Gesamtzellzahl konnen die Zellzahlen der jeweiligen Zellpopulationen, bezogen

auf ein Gesamtvolumen von 1 ml, ermittelt werden.
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Die Zellen wurden mit Hilfe des Systemmikroskops Olympus BXS50 mit integrierter
Digitalkamera und dem Computerprogramm cellF+ differenziert und ausgezihlt. Fiir jedes
Versuchstier wurden 10 Aufnahmen eines Objekttriagers gemacht (20-40fache VergroB3erung).
Aufgrund ihrer Morphologie, Firbung und GroBe konnten Monozyten/Makrophagen,
Lymphozyten, eosinophile und neutrophile Granulozyten sowie Erythrozyten differenziert

und ausgezihlt werden.

Morphologie der in der BAL vorhandenen Zelltypen

Monozyten/Makrophagen
Makrophagen sind fiir gewohnlich die groBten Zellen in der BAL. Sie
sind phénotypisch variabel und unterschiedlich grof. Der Nukleus ist

violett und das Zytoplasma blau geférbt.

Lymphozyten

Lymphozyten sind kleiner als Monozyten und Granulozyten und haben
klar abgegrenzte Konturen. Das Zytoplasma ist kaum sichtbar und das
Chromatin des Zellkerns ist stark kondensiert und nach der Firbung

dunkelblau angefirbt.

Eosinophile Granulozyten
Eosinophile Granulozyten haben im Zytoplasma rot gefirbte Granula

und einen segmentierten, gelappten Nukleus, der blau gefarbt ist.

Neutrophile Granulozyten
Bei den neutrophilen Granulozyten ist das Zytoplasma farblos und der

gelappte segmentierte Nukleus ist blau gefarbt.

Erythrozyten
Erythrozyten sind die kleinsten Zellen in der BAL. Sie sind kugelig,
ohne Zellkern und grau bis hellrot geférbt.
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2.3.13 ELISA zur Bestimmung der Zytokinproduktion in Zellkulturiiberstinden und in
den Uberstiinden der BAL

Mit Hilfe des Zytokin-ELISAs (Enzyme-Linked Immunosorbent-Assay) wurde die Zytokine
IL-5 und IFN-y in den Uberstinden von Milz- und Lymphknotenkulturen sowie der BAL
quantitativ nachgewiesen.

Dazu wurde eine 96-Loch-Mikrotiterplatte mit 50 pl des ,,Capture-Antikorpers® verdiinnt in
0,1 M NaHCOs; pro Vertiefung beschichtet und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach der
Inkubation wurde die Platte zum Entfernen der Losung mit Hilfe eines ELISA-Waschgerites
zweimal mit je 3 x 150 pul PBS/0,05% Tween pro Loch gewaschen. Die Platte wurde zur
Entfernung von Resten der Wachlosung ausgeklopft. Danach wurden mit 150 ul pro Loch 1 x
PBS/1% BSA unspezifische Bindungsstellen blockiert. Nach einstiindiger Inkubation bei
Raumtemperatur wurden die Platten ausgeklopft und 100 ul der Proben mit einer geeigneten
Verdiinnung in 1 x PBS/1%BSA aufgetragen und seriell zweifach (BAL) bzw. dreifach
(Kulturiiberstidnde) 1:2 mit 50 ul 1 x PBS/1% BSA titriert. 100 pl des Standardzytokins
wurden aufgetragen und seriell zweifach in 50 ul 1 x PBS/1% BSA verdiinnt. 50 ul 1 x
PBS/1% BSA wurde als Leerwertkontrolle in mindestens vier Vertiefungen aufgetragen. Die
Proben wurden iiber Nacht bei 4°C inkubiert.

Am nidchsten Tag wurden die Platten zweimal mit Waschpuffer mit Hilfe eines ELISA-
Waschgerites gewaschen und anschliefend trockengeklopft. Daraufhin wurde ein spezifischer
biotinylierter Detektionsantikorper in 1 x PBS/1% BSA verdiinnt und in einem Volumen von
50 pl pro Vertiefung hinzugegeben und eine Stunde bei 37°C inkubiert.

Die Platten wurden danach erneut zweimal mit Waschpuffer gewaschen, trockengeklopft und
mit 50 ul je Loch des Streptavidin-konkungierten Enzyms Peroxidase (1:2000 in 1 x PBS/1%
BSA) 45 min bei RT inkubiert. Die Peroxidase bindet iiber das Streptavidin an den
biotinylierten Antikorper. Sie setzt im letzten Schritt des ELISAs das farblose Substrat OPD
mit Hilfe des als Katalyator dienenden H,O; in ein farbiges, photometrisch messbares Produkt
um.

Die Platten wurden hierzu sorgfiltig dreimal mit Waschpuffer gewaschen und durch
Ausschlagen Reste der Losung entfernt.

Je Vertiefung wurden 50 pl OPD-Substratlosung (1 mg OPD/ml mit 1 ul/ml H;O,)
zugegeben. Dabei entsteht durch die Umsetzung des Substrats eine Gelbfarbung. Spitestens

wenn in den Leerwerten eine leichte Gelbfarbung zu sehen war wurde der Test durch Zugabe
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von 50 ul/Loch 1 M H,SO, abgestoppt. Hierbei erfolgte ein Farbumschlag von gelb nach
orange.

Die optische Dichte der einzelnen Proben wurde spektralphotometrisch bei 490 nm gemessen.
Dabei wurden die Messwerte der Leerwerte von denen der Proben abgezogen.

Mit den gemessenen Extinktionswerten der Proben und des Standards wurden lineare
Regressionsanalysen durchgefiihrt. Fiir die Berechnung der Zytokinkonzentration in einer
Probe wurden die Zytokinkonzentration des Standards und die Verdiinnung der Probe bei

einer optischen Dichte von 0,2 in Bezug gesetzt.

2.3.14 Serumgewinnung

Zur Uberpriifung einer erfolgreichen Immunisierung wurde den Versuchstieren im Anschluss
daran Blut aus dem Augenhintergrund entnommen. Den Méusen wurde durch leichtes drehen
mit einer Glaspasteurpipette Blut aus dem retrobulbidren Venenplexus entnommen und in 1,5
ml Reaktionsgefiflen gesammelt und eine Stunde bei RT inkubiert. Durch die Inkubation
kommt es zur Defibrinierung des Bluts und es wurde im Anschluss ein entstandener
Blutkuchen mit einer schmalen, abgerundeten Pinzette entfernt und verworfen.

Zur Gewinnung des Serums wurde das Blut 5 min bei 7000 g bei RT zentrifugiert, wodurch
die iibrigen zelluldren Bestandteile vom Serum abgetrennt wurden. Das klare Serum wurde in
ein 0,5 ml Reaktionsgefdl iiberfiihrt und bis zur Bestimmung des vorhandenen

Immunglobulin-Titers mittels ELISA bei -20°C gelagert.

2.3.15 ELISA zur Bestimmung antigenspezifischer Immunglobuline (Ig)

Mit Hilfe des Ig-ELISAs wurden die antigenspezifischen Immunglobuline IgE, IgG1 und
IgG2a in den Seren von Versuchstieren nachgewiesen.

Dazu wurde eine 96-Loch-Mikrotiterplatte mit 100 pl des Antigens (BGal) in 0,1 M NaHCO;
pro Vertiefung beschichtet und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Das BGal wurde hierbei in einer
Konzentration von 5 ug/ml eingesetzt.

Die elfte Reihe der 96-Loch Platte wurde bei der Beschichtung ausgelassen. Sie dient als

Kontrolle fiir die Antigenspezifitit der zum Nachweis verwendeten Antikorper.
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Nach der Inkubation wurden die Platten zum Entfernen der Losung ausgeschlagen und mit
150 pl pro Loch 1 x PBS/1% BSA unspezifische Bindungsstellen blockiert. Nach einstiindiger
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Platten ausgeklopft und die Seren mit einer
geeigneten Verdiinnung seriell 1:2 iiber 10 Stufen mit 100 pl titriert. Die Seren wurden hierzu
mit einem Volumen von 200 ul in die nicht beschichtete elfte Kontrollreihe vorgelegt und von
dort aus in 1 x PBS/1% BSA von Reihe 1 aus bis zur Reihe 10 titriert. In Reihe 12 wurde nur
100 pul 1 x PBS/1% BSA gegeben und kein Serum. Sie dient als Leerwertkontrolle. Die Seren
wurden fiir 2 Stunden bei RT oder iiber Nacht bei 4°C inkubiert.

AnschlieBend wurden die Platten zweimal mit Waschpuffer mit Hilfe eines ELISA-
Waschgerites gewaschen und anschlieend trockengeklopft. Darauthin wurde ein spezifischer
biotinylierter isotypspezifischer Detektionsantikorper in einem Volumen von 100 pl pro
Vertiefung hinzugegeben. Die spezifischen Antikorper gegen IgG1 und IgG2a (Ziege anti-
Maus-IgG1/IgG2a) wurden in 1 x PBS/1% BSA 1:5000 verdiinnt und anschliefend fiir 45 min
bei RT auf der Platte inkubiert.

Die Detektion von antigenspezifischem IgE erfolgte in zwei Schritten. Zunédchst wurden 100
ul pro Loch eines in 1 x PBS/1% BSA 1:1000 verdiinnten Primérantikorpers (Ratte-anti-
Maus-IgE EM95-3) fiir 45 min bei RT inkubiert. Die Platte wurde danach zweimal mit
Waschpuffer gewaschen und 45 min bei RT mit 100 pl pro Vertiefung eines biotinylierten
Sekundirantikorper (Maus-anti-Ratte-IgG1:1000 in 1 x PBS/1% BSA) inkubiert.

Die Platten wurden danach erneut zweimal mit Waschpuffer gewaschen, trockengeklopft und
mit 100 ul je Loch des Streptavidin-konkungierten Enzyms Peroxidase (1:2000 in 1 x PBS/1%
BSA) 45 min bei RT inkubiert. Die Peroxidase bindet iiber das Streptavidin an den
biotinylierten Antikorper. Sie setzt im letzten Schritt des ELISAs das farblose Substrat OPD
mit Hilfe des als Katalyator dienenden H,O, in ein farbiges, photometrisch messbares Produkt
um.

Die Platten wurden hierzu sorgfiltig dreimal mit Waschpuffer gewaschen und durch
Ausschlagen Reste der Losung entfernt.

Je Vertiefung wurden 100 pul OPD-Substratlosung (1 mg OPD/ml mit 1 ul/ml H,0,)
zugegeben. Dabei entsteht durch die Umsetzung des Substrats eine Gelbfarbung. Spitestens
wenn in den Leerwerten eine leichte Gelbfarbung zu sehen war wurde der Test durch Zugabe
von 100 pul/Loch 1 M H,SO, abgestoppt. Hierbei erfolgte ein Farbumschlag von gelb nach
orange.

Die optische Dichte der einzelnen Proben wurde spektralphotometrisch bei 490 nm gemessen.

Dabei wurden die Messwerte der Leerwerte von denen der Proben abgezogen.
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Mit den gemessenen Extinktionswerten der Proben wurde mittels linearer Regression der

Antikorpertiter bei einer optischen Dichte von 0,2 ermittelt.

2.3.16 Transiente Transfektion von Zellen mit Fugene HD

Fiir die Transfektion von NIH-3T3-Zellen mit Expressionsvektoren wurden am Vortag 2 bis

5 x 10° Zellen pro Vertiefung in eine 24-Loch-Platte ausgesit und in 1 ml Kulturmedium
(siehe 2.1.4.6) kultiviert.

Die Transfektion erfolgte mit Hilfe des Transfektionsreagenzes Fugene HD. Dazu wurde 1 pg
DNA zusammen mit 4 ul des Transfektionsreagenzes und 20 pl serumfreien IMDM in einem
1,5 ml Reaktionsgefill gemischt und fiir 15 min bei RT inkubiert.

Wurden Plasmide verwendet, die selbst keinen Fluoreszenzmarker tragen, wurde zur
fluoreszenzmikroskopischen Kontrolle der Transfektionseffizienz dem Ansatz zusétzlich 200
ng eines EGFP Konstruktes (pCI-CMV-EGFP) zugegeben.

Bei den zu transfizierenden Zellen wurde das Medium abgenommen und durch 250 ul
frisches Kulturmedium ersetzt. Diesem wurde der Transfektionansatz zugegeben und durch
leichtes Schwenken auf den Zellen verteilt.

Nach einer vier- bis fiinfstiindigen Inkubation bei 37°C und 10% CO, wurde 1 ml frisches
Kulturmedium zu den  Zellen hinzugegeben und die Zellen bis zur
fluoreszenzmikroskopischen Bestimmung der Transfektionseffizienz weitere 24h bis 48h

kultiviert.

2.3.17 Nachweis von Tryptophan und Kynureninen mittels HPLC

Zur Uberpriifung der Funktionalitit von IDO-Expressionsplasmiden wurden NIH-3T3-Zellen
mit Hilfe des Transfektionsreagenzes Fugene HD wie in 2.3.16 beschrieben transfiziert und
anschliefend in den Uberstinden dieser Zellen der Tryptophan- und Kynurenin-Gehalt mittels
HPLC bestimmt.

In den Ansitzen erfolgte nach 24 h nach der Transfektion ein Mediumwechsel, wobei den
Zellen 0,5 ml RPMI Medium supplementiert mit 20 mM Tryptophan zugegeben wurde. Als
Negativkontrolle wurden mit einem Leervektor transfizierte bzw. untransfizierte Zellen und

als Positivkontrolle mit dem zuvor schon getesteten pCi-CMV-IDO Konstrukt transfizierte
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Zellen mitgefiihrt. Nach 24- bzw. 48stiindiger Kultivierung bei 37°C und 5% CO, wurden die
Uberstinde von den Zellen abgenommen und in 1,5 ml ReaktionsgefiBen bis zur Analyse
mittels HPLC bei -20°C aufbewahrt.

Die Zellen selbst wurden zur Isolierung von RNA in 250 pl Puffer RLT+ lysiert und bei
-20°C bis zur Durchfithrung der RNA-Isolierung gelagert.

IDO (Indolamine-2,3-Dioxygenase) ist das Schliisselenzym des Tryptophan-Katabolismus.
Sie katalysiert den Abbau der essentiellen Aminosdure Tryptophan, wobei Kynurenine als
Abbauprodukte entstehen.

Mit Hilfe der HPLC (High-Pressure-Liquid-Chromatography) konnen 16sliche Stoffe
getrennt und quantitativ sowie qualitativ mittels Sdulenchromatographie analysiert werden.
Die Auftrennung der Stoffe erfolgt aufgrund der unterschiedlichen Verteilung der Substanzen
in einer fliissigen und einer stationdren Phase. Die Stoffe verweilen aufgrund dessen
unterschiedlich lange in der Sédule und konnen mit einem Photometer bei ihrer Elution
detektiert werden.

So konnten die Konzentrationen von Tryptophan und Kynureninen in den Kulturiiberstanden
bestimmt werden.

Die Durchfiihrung und Auswertung der HPLC mit den Kulturiiberstinden erfolgte in der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Ellen Closs im Institut fiir Pharmakologie der

Universitiatsmedizin Mainz.

2.3.18 Magnetische Zellseparation mit Hilfe der MA CS®-Technologie - Positive
Anreicherung von CD4" und CD8" T-Zellen

Die MACS®-Technologie ermoglicht es bestimmte Zellpopulationen aus einem Gemisch von
Zellen zu separieren. Die Separation erfolgte laut Herstellerprotokoll.

Die Milz- und Lymphknotenzellen wurden wie in 2.3.5 und 2.3.7 beschrieben isoliert und
anschlieBend die Lebendzellzahl der Zellsuspension bestimmt. 1x10” Zellen wurden in je 90
ul gekiihitem MACS-Puffer aufgenommen und mit 10ul der entsprechenden magnetischen
Micro Beads resuspendiert und 15 min bei 4°C inkubiert. Die fiir die Positivaufreinigung
verwendeten Micro Beads bestehen zum einen aus monoklonalen Antikorpern, die hochatfin
an bestimmte Oberflichenmolekiile auf der Zelle binden. Diese Antikorper sind zum anderen
an magnetische Partikel gekoppelt, durch die eine magnetische Separation ermoglicht wird.

Wihrend der Inkubation binden diese an bestimmte Oberflichenmolekiile der Zellen.
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Nach der Inkubation wurden die Zellen mit dem 10fachen Volumen an MACS-Puffer
gewaschen und anschlieBend 10 min bei 4°C und 300 g zentrifugiert.

Anschlieend erfolgte die magnetische Separation der Zellen. Dafiir wurde eine MS-
Trennsiule in das magnetische Feld eines OctoMACS™-Separators eingespannt und mit 500
ul MACS-Puffer dquilibriert. Die abzentrifugierten Zellen wurden in 500 ul MACS-Puffer
aufgenommen und maximal 1x10® Zellen auf eine MS-Trennsiule geladen. Die unmarkierten
Zellen wandern dabei durch die Sdule hindurch wihrend die an die magnetischen Beads
gekoppelten Zellen aufgrund des Magnetfeldes in der Sdule zuriickbleiben. Die Séaule wurde
danach dreimal mit 500 ul MACS-Puffer gewaschen und anschlieBend dem Magneten
entnommen. Die Zellen wurden mit 1 ml MACS-Puffer durch Herausdriicken mit Hilfe eines
Sédulenstempels aus der Sidule eluiert. Die Zellen wurden 10 min bei 4°C und 300 g

abzentrifugiert und anschlieend die Lebendzellzahl bestimmt.

2.3.19 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie erlaubt eine Untersuchung verschiedener Zelleigenschaften.
Hierbei konnen (semi-)quantitativ Proteine nachgewiesen werden, die sich entweder auf der
Zelloberfliche oder auch in der Zelle befinden. Diese konnen durch die Bindung
epitopenspezifischer Antikdrper an diese Strukturen nachgewiesen werden. Hierbei werden
entweder direkt an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelte Antikorper verwendet oder
unmarkierte Primérantikorper, die dann durch die Verwendung eines fluoreszenzgekoppelten
Sekundérantikdrpers nachgewiesen werden.

Zusitzlich wird eine Isotypenkontrolle mitgefiihrt, um nichtspezifische Bindungen eines
Antikorperisotypen zu bestimmen. Hierbei wird ein Antikorper derselben Spezies und
desselben Isotyps verwendet.

Bei der Durchflusszytometrie werden Zellen, die sich in Losung befinden, durch eine
Kapillare hindurch gesaugt und passieren im Sensormodul des Durchflusszytometers einzeln
einen Laserstrahl. Dort wird der Fluoreszenzfarbstoff bei 488 nm angeregt und die Zellen
emittieren Licht einer bestimmten Wellenldnge. Dieses kann mit Hilfe von
Fluoreszenzdetektoren analysiert werden. Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Gerit stehen
drei Fluoreszenzdetektoren zur Verfiigung. FL1 misst die Emmision bei 500-560 nm (griiner

Bereich), FL2 bei 540-630 nm (roter Bereich) und FL3 bei iiber 650 nm.
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Neben der Emission von Fluoreszenzsignalen konnen auch noch die Grée und Granularitit
einer Zelle bestimmt werden. Diese Informationen erhdlt man aufgrund des
Vorwirtsstreulichts, welches als Maf} fiir die Grofle der Zelle dient und im Forward Scatter
(FSC) detektiert wird. Das Seitwirtsstreulicht, welches mit Hilfe des Side Scatters (SSC)
detektiert wird, dient als MaB fiir Granularitit der Zelle.

Bei der Messung wurden pro Probe 10.000 lebende Zellen gemessen, und mit der
CellQuest™-Software von BD Biosciences analysiert. Die Auswertung der gemessenen

Daten erfolgte mit dem Programm FlowJo (FlowJow, Ashland, USA).

2.3.19.1 Oberflichenfiarbung zur Kontrolle der Reinheit von Zellen nach der MACS-

Separation

Nach der MACS-Isolierung wurde die Reinheit der Zellen mit Hilfe einer Oberfldchenfarbung
kontrolliert. Dazu wurden je 5x10° Zellen in FACS-R&hrchen verteilt und 10 min bei 4°C und
300g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen in 25 ul 2.4G2-
Uberstand zur Absittigung von Fc-Rezeptoren aufgenommen. Die Proben wurden auf dem
Reagenzglasschiittler gemischt und anschlieBend fiir 10 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert.
Anschlieend wurden die entsprechenden direkt Fluoreszenz-gekoppelten Antikorper in 25 pl
FACS-Medium verdiinnt, zu den Zellen pipettiert und auf dem Reagenzglasschiittler
gemischt. Die Zellen wurden 20 min im Dunkeln bei 4°C mit dem Antikorpercocktail
inkubiert wobei sie nach der Hilfte der Zeit erneut auf dem Reagenzglasschiittler durchmischt
wurden.

Der Absittigungsiiberstand mit den iiberschiissigen Antikérpern wurde durch Zugabe von 1
ml FACS-Medium und anschlieBender Zentrifugation fiir 10 min bei 4°C und 300 g von den
Zellen gewaschen. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen zur Fixierung in 400 pl
PBS/0,7% PFA aufgenommen, durchmischt und bis zur Messung bei 4°C im Dunkeln
aufbewabhrt.
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2.3.19.2 Oberflachenfiarbung und intrazellulire FoxP3-Fiarbung

Mit Hilfe der FoxP3-Fidrbung lassen sich regulatorische T-Zellen nachweisen. Fiir die
Farbung wurde das FoxP3 Firbeset von Miltenyi (Bergisch Gladbach) verwendet. Alle

genannten Puffer wurden gekiihlt verwendet.

Féarbeschema:

1: CD4-Cy5PE / Ratte-IgM-FITC / Maus-IgG1-PE

2: CD8-Cy5PE / Ratte-IgM-FITC / Maus-IgG1-PE

3: CD4-Cy5SPE / CD25-FITC / FoxP3-PE

4: CD8-CySPE /CD25-FITC / FoxP3-PE

5: Ratte-IgG2a-CySPE / Ratte-IgM-FITC / Maus-IgG1-PE
6: Ratte-IgG2a-Cy5SPE / CD25-FITC / Maus-IgG1-PE

7: Ratte-1gG2a-Cy5PE / Ratte-IgM-FITC / FoxP3-PE

Jeweils 5x10° der wie in 2.3.5 und 2.3.7 beschrieben isolierten Zellen wurden auf FACS-
Rohrchen verteilt. Die Farbungen 1 bis 4 wurden fiir alle Gruppen durchgefiihrt und die
Féarbungen 5 bis 7 nur fiir eine Gruppe. Diese dienen der Durchfiihrung der Voreinstellungen
am Durchflusszytometer. Die Zellen wurden zusammen mit 1 ml FACS-Puffer 10 min bei
4°C und 300g abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen mit 25 ul
2.4G2-Uberstand zur Absittigung unspezifischer Bindungen versetzt und auf dem
Reagenzglasschiittler durchmischt.

Nach einer 10miniitigen Inkubation bei 4°C wurden die Antikdrper zur Oberfldchenfiarbung
bzw. die Isotypenkontrollantikoérper in einem Volumen von 25 ul hinzugegeben und nach
dem Durchmischen fiir 20 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert, wobei die Proben nach der
Hilfte der Zeit erneut durch Riitteln auf dem Reagenzglasschiittler durchmischt wurden.

Nach der Inkubation wurden die Zellen nach Zugabe von 1 ml FACS-Puffer 10 min bei 4°C
und 300 g abzentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Pro Réhrchen wurden 500 ul kalte,
frisch angesetzte Fix/Perm-Losung (Miltenyi-FoxP3 Staining Kit) bestehend aus 1 Teil
Losung 1 und 3 Teilen Losung 2 hinzugegeben, die Rohrchen auf dem Reagenzglasschiittler
geriittelt und 30 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert.

Anschlieend wurden die Zellen nach Zugabe von 2 ml FACS-Puffer abzentrifugiert, der
Uberstand abgesaugt und die Proben mit 1 ml frisch angesetzten Permeabilisierungspuffer

(Miltenyi-FoxP3 Staining Kit), bestehend aus 1 Teil 10 x Perm und 9 Teilen Aqua dest,
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versetzt, geriittelt und erneut abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen
in 50 pl 2.4G2, verdinnt in Permeabilisierungspuffer, aufgenommen, auf dem
Reagenzglasschiittler geriittelt und 5 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert.

Zu den Proben wurden anschlieBend 5 pl des FoxP3 Antikorpers bzw. des entsprechenden
Isotypkontrollantikorpers hinzupipettiert. Die Proben wurden auf dem Reagenzglasschiittler
gemischt und 30 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert, wobei sie nach 15 min erneut geriittelt
wurden. Die nicht gebundenen Antikorper wurden nach der Inkubation durch Zugabe von 1
ml Permeabilisierungspuffer und anschlieBende 10miniitige Zentrifugation ausgewaschen.
Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen in 400 ul PBS/0,7% PFA, aufgenommen, und

bis zur durchfluzytometrischen Bestimmung bei 4°C im Dunkeln gelagert.

2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 Photometrische Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von Nukleinsiduren

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte durch Messung der Absorption bei 260
nm. Eine Aussage iiber die Reinheit der DNA ldsst sich anhand des Absorptionsquotienten
treffen. Dieser setzt sich aus den Absorptionswerten bei 260 und 280 nm zusammen und sollte
bei DNA-Losungen zwischen 1,7 und 2,0 liegen. Mit der Messung der Absorption bei 280 nm
kann eine Verunreinigung mit Proteinen nachgewiesen werden.

In einer Quarzkiivette wurde zunichst mit 100 ul H,O dest. der Leerwert bestimmt. Danach
wurden die Proben in einer Verdiinnung von 1:100 in H,O dest gemessen.

Es wurde eine Quarzkiivette mit einer Schichtdicke von 1 cm verwendet. Eine OD,¢y von 1

entspricht hierbei einer DNA-Konzentration von ca. 50 pg/ml.

2.4.2 Agarosegelelekrophorese

Mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese konnen Nukleinsduren anhand ihrer Grofie
aufgetrennt werden. Die negativ geladenen DNA-Fragmente wandern in einem homogenen
elektrischen Feld je nach GroBe unterschiedlich schnell zur Anode, wodurch sie sich ihrer
GroBe nach auftrennen. Die GroBle der Fragmente kann mit Hilfe eines DNA-

GroBenstandards bestimmt werden.
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Zur Herstellung des Agarosegels wurde die entsprechende Menge an Agarose in 1 x Tris-
Acetat-Ethylendiamintetraessigsdure (TAE)- Puffer in der Mikrowelle so lange erhitzt, bis
eine klare Losung entstand. Nach Abkiihlen der Losung wurde Ethidiumbromid in einer
Endkonzentration von 0,5 pg/ml zugegeben und die Losung in eine horizontale Gelkammer
gegossen, in die ein Kamm fiir die Herstellung von Geltaschen eingesetzt wurde. Nach der
Polymerisation wurde das Gel in eine Elektrophoresekammer mit 1 x TAE {iberfiihrt.

Vor dem Auftragen der Proben wurden diese mit 5 x DNA-Ladepuffer versetzt und
anschliefend in die Geltaschen pipettiert.

Durch Anlegen einer Spannung je nach GroBle des Gels zwischen 90 V und 120 V und einer
Laufzeit von ca. 60-90 min konnten die DNA-Fragmente, durch das zwischen die Basen
interkalierte Ethidiumbromid, unter UV-Licht bei 310 nm sichtbar gemacht und dokumentiert

werden.

2.4.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR ermoglicht es, verschiedene spezifische Nukleinsdureabschnitte zu amplifizieren.
Hierbei macht man sich die Eigenschaft der Polymerasen zu Nutze, einzelstringig
vorliegende DNA zu duplizieren. Die DNA-Polymerase benétigt ein freies 3°-OH-Ende zum
Beginn der DNA-Synthese. Diese freien Enden werden in Form von Oligonukleotiden
(Primern) dem PCR-Ansatz beigefiigt.

Die verwendeten Primer miissen komplementér zu einer Teilsequenz links und rechts des zu
amplifizierenden DNA-Abschnitts sein. Fiir die PCR wird ein Primerpaar so gewihlt, dass der
zu amplifizierende Bereich von ihnen flankiert wird und ein Primer an den ,,sense* und einer
an den ,,antisense* Strang der DNA bindet.

Die Primer binden am Ende eines einzelstringigen DNA-Stranges, wodurch die Synthese
eines neuen Stranges ermoglicht wird. Diese DNA-Einzelstriange entstehen dadurch, dass die
DNA zu Beginn der PCR 5 min erhitzt und somit die beiden Stringe getrennt (denaturiert)
werden. AnschlieBend wird die DNA abgekiihlt, damit die Primer {iber Wasserstoffbriicken an
die Zielsequenzen an den Enden des zu amplifizierenden Bereichs binden konnen.

Danach verldngert die DNA-Polymerase die Primer, indem sie Nukleotide anhingt, wobei der
Einzelstrang als Matrize dient.

Durch wiederholte Denaturierung und Synthese neuer DNA wird das gewiinschte DN A-Stiick

vervielfaltigt.
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Ansatz:

200 ng cDNA

1 ul ANTP (10 mM pro dNTP)
1 pul Primer 1 sense

1 ul Primer 2 antisense

0,5 ml Tag-Polymerase

ad 20 pl aqua dest.

¥ =20 ul

Das Reaktionsgemisch wurde in 500 ul PCR-Gefi3en zusammenpipettiert.
Fiir die Wasserkontrolle wurde die DNA in einem Ansatz durch steriles entsalztes Wasser
ersetzt.

PCR-Programm:

Zyklus Zyklenzahl Zeit Temperatutr | Phasen
1 1 1 min 94°C Denaturierung
2 1 min 64°C Annealing
3 30 sec 72°C Elongation
4 1 1 min 94°C Denaturierung
5 1 min 62°C Annealing
6 30 sec 72°C Elongation
7 34 1 min 94°C Denaturierung
8 1 min 60°C Annealing
9 30 sec 72°C Elongation
10 1 1 min 94°C Denaturierung
11 1 min 60°C Annealing
12 4 min 72°C Elongation
13 1 00 4°C Stopp der PCR

67




Material und Methoden

2.4.4 Quantitative (,,Realtime*‘)-PCR

Bei der ,,Realtime PCR* handelt es sich um eine Methode zur quantitativen Untersuchung der
mRNA-Expression von Genen.

Bei der ,,Realtime PCR* werden die PCR-Produkte nach jedem Zyklus durch den in die DNA
interkalierenden Farbstoff SYBR Green markiert. So konnen nach jedem Zyklus die neu
entstandenen Produkte durch Anregung der Fluoreszenz detektiert werden. Hierbei korreliert
die Menge an gebildeter doppelstringiger DNA mit der Fluoreszenzintensitét.

Fiir die quantitative PCR wurde in dieser Arbeit der ,,Absolute QPCR SYBR®Green Mix*
(Thermo Fisher Scientific, Bonn) verwendet. Dieser enthilt neben dem SYBR-Green 490
noch einen Reaktionspuffer, dNTP’s, eine Polymerase und den zusitzlichen
Fluoreszenzfarbstoff ROX. Dieser dient wihrend der PCR als Beladungskontrolle.

Die spezifischen Primer wurden als Primer-Mix bestehend aus ,,sense- und ,,antisense‘-

Primer in einer Konzentration von jeweils 1 pmol/ul hinzugefiigt.

Reaktionsgemisch fiir einen Ansatz:

1,75 pl Primer- Mix (je 1pmol/ul)

9,75 ul H,O (Aqua B. Braun, B.Braun, Melsung)
12,5 ul SYBR Green 490-Losung

1 ul cDNA (200ng/ul)

T =25ul

Zunichst wurde die cDNA (1 ul) in die Vertiefungen einer Thermo-96-Loch-Platte (Corning)
pipettiert und anschlieBend 24 pl des Reaktionsgemisches zugegeben. Die Platte wurde mit
einer Abdeckfolie (Absolute QPCR Seal, Abgene, Hamburg) sorgfiltig verschlossen und fiir 5

min bei 300 g zentrifugiert. Die Platte wurde bis zur Messung bei -20°C gelagert.
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Die Messung erfolgte im Thermocycler nach folgendem Protokoll:

Zyklus Zyklenzahl Zeit Temperatur
1 1 15 min 95°C (,,Hot-Start")
2 50 15 sec 95°C
1 min 60°C
3 1 30 sec 95°C
30 sec 60°C
15 sec 95°C

2.4.5 Analytische Restriktionsspaltung von Plasmid-DNA

Zur DNA-Analyse wurden sequenzspezifische Restriktionsendonukleasen vom Typ II

verwendet. Diese  Restriktionsenzyme  erkennen  spezifisch  kurze  definierte
Nukleotidsequenzen der zu schneidenden DNA-Molekiile und schneiden an bestimmten
Stellen innerhalb dieser Erkennungssequenz. Bei der Erkennungssequenz handelt es sich um
Palindrome, das heift, man findet dieselbe Folge von vier bis acht Nukleotiden auf beiden
DNA-Striangen in gegenldufiger Orientierung.

Bei der Restriktionsspaltung entstehen doppelstringige DNA-Molekiile mit einzelstringigen
Uberhingen, den so genannten ,,sticky ends (klebrige Enden). Diese Uberhinge erlauben es,
dass sich komplementire Uberhinge eines anderen DNA-Molekiils mit Hilfe von
Wasserstoffbriicken damit paaren.

Die Ansitze enthielten neben der zu analysierenden DNA, die entsprechenden spezifischen

Enzyme und den bestmoglichen Reaktionspuffer.

Ansatz:

1 ug DNA

0,5 ul Enzym (10 U/ul)
2 ul Puffer (10x)

ad 20 pl aqua dest.

Der Ansatz wurde zum Verdau 90 min oder iiber Nacht bei 37°C inkubiert.
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2.4.6 Transformation elektrokompetenter Bakterien

Zur Amplifizierung von Plasmid-DNA wurde diese in kompetente Bakterien des Escherichia
coli Stammes TOP10 transformiert. Bei der Elektroporation der Bakterien kommt es durch
einen kurzen Elektroschock zu einem kurzzeitigen Aufbrechen des positiv geladenen
Mureinsacculus und somit zu einer Aufnahme der Plasmid-DNA in die Bakterienzelle.

Pro Ansatz wurden 50 pl der Bakterien mit 200 ng Plasmid-DNA in einem vorgekiihlten 1,5
ml Reaktionsgefdl resuspendiert. Der Ansatz wurde anschlieBend in eine vorgekiihlte
Elektroporations-Kiivette iiberfiihrt und die elektrokompetenten Zellen bei 2,1 kV, 200 Q und
25 pF im Elektroporator transformiert.

Die Bakterien wurden ziigig in 200 pl warmen LB-Medium aufgenommen und in ein 15 ml
Schraubdeckelrohrchen iiberfiihrt und 1 h bei 37°C unter Schiitteln inkubiert.

Nach der Transformation wurden weiterfiilhrende groBere Fliissigkulturen angesetzt. Zur
Plasmid-Minipridparation wurden 5 ml Kulturen in 15 ml Schraubdeckelrohrchen angesetzt,
fiir die Midipraparation 250 ml Kulturen in 500 ml Erlenmeyerkolben und fiir die Plasmid-
Maxipriparation 500 ml Kulturen in 1 1 Erlenmeyerkolben. Die Kulturen wurden in LB-
Medium mit dem entsprechenden Selektions-Antibiotikum (Ampicillin oder Kanamycin)

angesetzt und iiber Nacht unter schiitteln bei 37°C inkubiert.

2.4.7 Aufreinigung von Plasmid-DNA

2.4.7.1 Plasmid-Mini-/Midi-/Maxipriparation

Fiir die DNA-Minipréparation wurden 5 ml LB-Medium in einem 15 ml
Schraubdeckelrohrchen mit 50 ug/ml des entsprechenden Antibiotikums versetzt, mit
Bakterien angeimpft und iiber Nacht bei 37°C geschiittelt.

Fiir die Midi- bzw. Maxiprédparation wurden 250 bzw. 500 ml Kulturen iiber Nacht bei 37°C
geschiittelt.

Zur Isolierung von Plasmiden aus Bakterienkulturen wurde fiir kleinere DNA-Mengen das
QIAprep® Spin Miniprep Kit und fiir groBere DNA-Mengen das QIAGEN® Plasmid Midi
bzw. Maxi Kit nach Anleitung des Herstellers verwendet.

Der Aufschluss der Bakterien zur DNA-Priparation beruht auf einer modifizierten alkalischen

Lyse. Die so isolierte Plasmid-DNA wurde an eine &quilibrierte Sdule gebunden, die aus
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einem Gelbett mit einem Anionenaustauscherharz besteht. AnschlieBend werden
Verunreinigungen, wie z.B. Proteine und RNA durch Waschen entfernt, die Plasmid-DNA
aus der Sidule eluiert und dann mit Isopropanol prézipitiert und anschlieBend mit Ethanol
gewaschen, getrocknet und in 100 pul H,O dest. aufgenommen. Die DNA wurde bei -20°C
gelagert.

2.4.7.2 Isopropanol-Minipriparation

1,5 ml einer Bakterienkultur wurden in einem 1,5 ml Reaktionsgefafl 5 min bei 14000 upm
abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Bakteriensediment in 250 ul Puffer P1
(QIAGEN) resuspendiert. Zur Suspension wurden 250 ul P2-Puffer (QIAGEN) zur Lyse der
Bakterien hinzugegeben, durch Invertieren gemischt und 5 min bei RT inkubiert.
Anschliefend wurden zur Neutralisation 350 ul Puffer P3 (QIAGEN) hinzugegeben und
durch Invertieren gemischt. Die Suspension wurde 10 min bei 12500 g zentrifugiert und der
plasmidhaltige Uberstand in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefiB iiberfiihrt und mit 1 ml
Isopropanol vermischt. Die Fillung der Plasmid DNA erfolgte bei -20°C fiir 30 min oder bei
-80°C fiir 10 min. Die gefillte Plasmid-DNA wurde im Anschluss 10 min bei 12500 g
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die DNA mit 0,5 ml 70%igem Ethanol gewaschen.
Hierzu wurde die DNA mit dem Ethanol 10 min bei 12500 g zentrifugiert und anschlieBend
wieder vorsichtig abpipettiert. Die DNA wurde an der Luft getrocknet, in 40 ul deionisiertem

Wasser aufgenommen und bei -20°C aufbewahrt.

2.4.7.3 Endotoxinfreie Aufreinigung von Plasmid DNA

Zur Herstellung von Gold-Patronen fiir die biolistische DNA Immunisierung wurde
ausschlieBlich endotoxinfreie DNA verwendet.

Die endotoxinfreie Aufreinigung von Plasmid DNA erfolgte aus 250 bzw. 500 ml Kulturen
mit Hilfe des EndoFree Plasmid Midi-/Maxi-Kits von QTAGEN® nach Herstellerangaben.
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2.4.8 Fillung von DNA

Zu der zu fiallenden DNA wurde das 2,5 fache Volumen Ethanol absolut und 1/10 Volumen 3
M Na-Acetat pH 5,3 gegeben. Die Fillung erfolgte iiber 30 min bei -20 C° oder 10 min bei

-80°C. Anschliefend wurde die DNA 20 min bei 12500 g, bei RT zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und 100 pl 70% Ethanol zugegeben. Danach wurde erneut 20 min bei 12500 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die DNA luftgetrocknet und anschliefend in

30 ul H,O dest. aufgenommen.

2.4.9 RNA-Isolierung

In dieser Arbeit wurde RNA aus transfizierten, sowie aus Milz- und Lymphknotenzellen mit
Hilfe des RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben prépariert.

Bei der Herstellung von RNA ist auf eine RNase freie Umgebung zu achten. Da RNasen auf
allen Korperoberflaichen vorkommen ist es wichtig Handschuhe zu tragen und alle
verwendeten Gebrauchsgegenstinde RNase-frei zu halten. Des Weiteren wurden alle fiir die
RNA-Isolierung benotigten Arbeitslosungen mit DEPC  (Diethylpyrocarbonat)-Wasser
angesetzt. Der Enzyminhibitor DEPC deaktiviert eventuell vorhandene RNasen im Wasser.
Vor der Priparation wurde der Arbeitsplatz sorgfiltig mit 70%igem Ethanol gereinigt und es
wurden ausschlieBlich Pipetten verwendet, die nur fiir die RNA-Isolierung eingesetzt wurden.
Die Zelllysate zur RNA-Gewinnung wurden bis zur RNA-Isolierung in 250 ul des
Lysepuffers RLT+ bei -20°C gelagert und zur Pridparation auf Eis aufgetaut. Der Lysepuffer
enthilt chaotrope Ionen. Diese zerstoren die dreidimensionale Struktur von Proteinen und
somit auch die Proteine der Zellwinde. Dadurch werden die Zellen lysiert.

Die Lysate wurden mit Hilfe einer QIAshredder-Zentrifugensidule gekldrt und das Lysat iiber
eine gDNA-Eliminatorsidule gegeben, anschlieBend mehrfach zur Entfernung von Salzen
gewaschen und die RNA mit RNase freiem Wasser aus der Sdule eluiert.

Die so gewonnene RNA wurde zum Teil direkt fiir eine Reverse Transkription (2.4.10)

eingesetzt und der Rest bei -80°C gelagert.
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2.4.10 Reverse Transkription

Die Reverse Transkription dient dazu, eine RNA-Matritze mit Hilfe einer Reversen
Transkriptase enzymatisch in ¢cDNA (komplementire DNA) umzuschreiben. Bei der
Reversen Transkriptase handelt es sich um eine RNA-abhidngige DNA-Polymerase. Sie fiigt
anhand einer vorhandenen RNA-Matritze komplementdre dNTPs an. Den Startpunkt fiir die
Reverse Transkription bilden Primer, die sowohl genspezifisch und unspezifisch sein konnen
und an die einzelstringige RNA binden.

Die Reverse Transkription wurde mit dem ,,iSript’” cDNA Synthesis Kit“ (BioRad)
durchgefiihrt. Dieses Kit beinhaltet das Enzym (iScript’'Reverse Transkriptase), und eine 5 x
iScript-Reaktionsmischung. Diese besteht aus dNTPs und zwei verschiedenen Arten von
Primern. Bei den Primern handelt es sich um einen Oligo(dT)-Primer, der an den Poly-A-
Schwanz der RNA bindet und einen Random Hexamer-Primer, der aus randomisiert
kombinierten 6bp groBen Abschnitten besteht und zufillig statistisch verteilt an die RNA
bindet.

Bei der Reversen Transkription wurden zuerst 11 ul RNA mit 4 ul Nuklease-freiem Wasser, 4
ul 5x iScript-Reaktionsmischung und 1 pl iScript Reverse Transkriptase in einem 0,5 ml
PCR-Reaktionsgefi3 gemischt.

Das Reaktionsgemisch wurde in einem Thermocycler zunichst fiir 5 min bei 25 °C, dann fiir
40 min bei 42°C und zuletzt fiir 5 min bei 85°C inkubiert.

Im Anschluss wurde der cDNA-Gehalt jeder Probe bestimmt und die cDNA bis zur weiteren

Verwendung bei -20°C gelagert.
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3. Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Untersuchungen zur Modulation
antigenspezifischer Immunantworten durchgefiihrt. Hierzu wurde im Mausmodell der
allergeninduzierten Atemwegsentziindung analysiert, ob die Koexpression eines
immunmodulatorischen Molekiils zusammen mit einem Antigen einen Einfluss auf die
Entstehung einer antigenspezifischen Immunantwort hat, bzw. ob eine bereits bestehende
Immunantwort inhibiert werden kann.

In frilheren Arbeiten aus diesem Labor wurde gezeigt, dass eine biolistische DNA-
Immunisierung mit Plasmiden, die B-Galaktosidase als Modellallergen unter Kontrolle des
Fascin-Promotors kodieren, in BALB/c Miusen zur Inhibition einer Th2-Immunantwort fiihrt
[Sudowe et al., 2006]. Dabei wird durch die Vakzinierung eine starke Th1-Antwort induziert,
die mit einer starken IFN-y-Produktion durch T-Helferzellen in der Milz und den
drainierenden Lymphknoten sowie einer erhohten Produktion von antigenspezifischen IgG2a-
Antikorpern im Serum der Méuse einhergeht [Sudowe et al, 2003, 2006, 2009]. Des
Weiteren kommt es durch die biolistische Transfektion zur Induktion einer Thl/Tcl-
vermittelten Atemwegshyperreaktivitit [Zindler et al., 2008].

Bei der in dieser Arbeit durchgefiihrten biolistischen DNA-Immunisierung wird BALB/c
Miusen mit Hilfe von Heliumdruck an Goldpartikel gekoppelte Plasmid-DNA auf die rasierte
Bauchhaut appliziert. Dabei werden alle Zellen der Haut direkt transfiziert. Die Verwendung
des Fascin-Promotors anstelle des ubiquitdr aktiven CMV-Promotors ermoglicht eine
Transgenexpression spezifisch nur in dermalen Dendritischen Zellen und Langerhanszellen
[Ross et al., 2003; Sudowe et al., 2003]. Keratinozyten konnen aufgrund der Verwendung des
DC-spezifischen Promotors das Transgen nicht exprimieren und eine Kreuzprésentation von
Antigen, das von transfizierte Keratinozyten produziert wird, bleibt somit aus [Sudowe et al.,
2003].

In den durchgefiihrten Versuchen wurde untersucht, ob eine Koapplikation von Plasmiden,
die fiir das mit Toleranzinduktion assoziierte Enzym Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) oder
fiir ein regulatorisches Zytokin wie IL-10 oder TGF-f kodieren, zu einer Inhibition der durch
Vakzinierung mit fGal-kodierender Plasmid-DNA induzierten Th1-Immunantwort fiihrt. Des
Weiteren wurde untersucht, ob durch diese Form der DNA-Immunisierung antigenspezifische
regulatorische T-Zellen entstehen, die dariiber hinaus auch einen inhibierenden Effekt auf die
durch Sensibilisierung mit BGal-Protein induzierte Immunantwort haben und so Toleranz
gegen das Modellallergen fGal insgesamt induzieren.
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Als Kontroll-Plasmid wurde in allen Versuchen pFascin-EGFP verwendet, da sich aufgrund
der Anzahl an Basenpaaren eine vergleichbare Gesamt-Plasmidgrofle wie die von pCMV-
IDO, pCMV-IL-10 bzw. pCMV-TGF- ergibt. Wenn nicht anders angegeben, wurden in den

Experimenten vier Miuse pro Gruppe immunisiert.

3.1 Untersuchungen des Einflusses einer biolistischen DNA-Immunisierung
mit pFascin-pGal zusammen mit IL-10 und TGF-p kodierender Plasmid

DNA auf die Entstehung einer allergenspezifischen Immunantwort

Zuniachst wurde der Effekt einer Koapplikation von PGal-kodierender Plasmid DNA
(pFascin-BGal) zusammen mit IL-10 oder TGF-$ kodierender Plasmid-DNA unter Kontrolle
des ubiquitdr aktiven CMV-Promotors (pCMV-IL-10 bzw. pCMV-TGF-B) untersucht. Der
Einfluss der Koapplikation von pFascin-pGal zusammen mit DNA, die fiir die regulatorischen
Zytokine IL-10 und TGF-f3 kodiert wurde mit dem Einfluss einer Koapplikation von pFascin-
BGal zusammen mit pFascin-EGFP (,,enhanced green fluorescent protein‘) als Kontroll-
Plasmid verglichen. Die Applikation des Kontroll-Plasmids zusitzlich zu dem pGal-
kodierenden Plasmid sollte die gleichen Versuchsbedingungen schaffen wie eine
Koapplikation zusammen mit pPCMV-TGF- oder pCMV-IL-10. Dies soll sicherstellen, dass
sich in allen Gruppen die gleiche Menge an PGal und dem zweiten Plasmid auf den

Goldpartikeln befindet.

Im Anschluss an die DNA-Vakzinierung wurde der antigenspezifische Immunglobulin-Titer
der mit den verschiedenen Plasmid-Kombinationen immunisierten Méiuse ermittelt.
AuBerdem wurde die Zytokinproduktion von Milz- und Lymphknotenzellen untersucht. Des
Weiteren wurden Tests zur CTL-Induktion durchgefiihrt, die Atemwegsreaktivitit der Tiere
bestimmt und die Zusammensetzung der Zellen in der bronchoalveoldren Lavage

nachgewiesen sowie die Menge der darin vorhandenen Zytokine bestimmt.
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3.1.1 Effekt einer biolistischen Koimmunisierung von pFascin-pGal mit pCMV-IL-10

bzw. pCMV-TGF-§ auf die transgenspezifische humorale Immunantwort

BALB/c-Méuse wurden zundchst dreimal im Abstand von jeweils sieben Tagen mit der
Genpistole immunisiert. Eine Woche spéter erfolgte eine Blutentnahme zum Nachweis von

antigenspezifischem IgG1 und IgG2a (Abb. 1).

Immunisierungsschema:
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Abb. 1: Immunisierungsschema fiir die biolistische DNA Immunisierung BALB/c Miuse wurden dreimal
im Abstand von jeweils einer Woche mit der Genpistole immunisiert. Die Immunisierung erfolgte jeweils mit
4ug des jeweiligen DNA-Plasmids. An Tag 21 erfolgte eine Blutentnahme zur Untersuchung der
allergenspezifischen Immunglobulin-Titer im Serum. An Tag 27 wurden den Mausen die Milz sowie die axildren
und inguinalen Lymphknoten zur Bestimmung der Zytokinproduktion und der Induktion von IFN-y-

produzierenden zytotoxischen T-Zellen entnommen.

In Abbildung 2 ist der Gehalt des PGal-spezifischen IgG im Serum der immunisierten Mause
dargestellt. Eine biolistische DNA-Immunisierung mit pFascin-fGal zusammen mit dem
Kontroll-Vektor fiihrte zu einer vermehrten Bildung von IgG2a durch die Tiere. IgG1 war
vergleichsweise in geringeren Mengen nachweisbar. Das vermehrte Vorkommen von IgG2a
im Vergleich zu IgG1l deutet auf die Induktion einer Thl-polarisierten Antwort hin. Die
Koapplikation von pFascin-fGal zusammen mit pCMV-TGF-J fiihrt zu einer Reduktion des
BGal-spezifischen IgG1 und IgG2a im Serum der Miuse, welche im Fall des vorherrschend
produzierten IgG2a auch statistische Signifikanz erreichte. Auch die Koapplikation von
pCMV-IL-10 resultierte in einer deutlichen und signifikanten Reduktion der IgG-Titer, die im
Vergleich sogar noch stérker ausfiel als die nach Koapplikation von pPCMV-TGF-f.

Nach einer Koimmunisierung mit pCMV-IL-10 liefen sich im Serum der Mause also die

geringsten Mengen an Gal spezifischen Antikorpern nachweisen.
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Abb. 2: Einfluss einer Koapplikation von pFascin-pGal und pCMV-IL-10 oder pCMV-TGF-§ auf die
PGal-spezifische IgG-Produktion nach Immunisierung mit pFascin-pGal BALB/c Mause wurden dreimal
im Abstand von einer Woche mit pFascin-fGal und einem Kontroll-Plasmid (n=18) oder mit pFascin-fGal und
pCMV-IL-10 (n=12) bzw. pFascin-pGal und pCMV-TGF-B (n=12) mit der Genpistole immunisiert. Eine Woche
nach der letzten Immunisierung wurde den Méusen Blut entnommen und der Gehalt an BGal-spezifischem IgG1
und IgG2a im Serum wurde mittel ELISA nachgewiesen. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SEM der IgG-Titer
individueller Seren aus drei Experimenten. Signifikante Unterschiede in der Antikdrperproduktion im Vergleich
zu Miusen, die mit pFascin-BGal zusammen mit dem Kontroll-Vektor immunisiert wurden, sind mit Sternchen

gekennzeichnet, (* p < 0,05, *** p <0,001).

3.1.2 Effekt einer biolistischen Koimmunisierung von pFascin-fGal mit pCMV-IL-10
bzw. pCMV-TGF-p auf die antigenspezifische Zytokinproduktion

Aus biolistisch mit den verschiedenen Plamidkombinationen immunisierten Médusen wurden
die drainierenden Lymphknoten und die Milz entnommen und die daraus gewonnen Zellen
wurden fiir 72 h mit PGal stimuliert. AnschlieBend wurde der Zytokingehalt im
Kulturiiberstand mittels ELISA bestimmt (Abb. 3). In den Kulturiiberstanden der mit pFascin-
BGal und dem Kontroll-Plasmid immunisierten Miduse wurde sowohl in den Milz- als auch in

den Lymphknotenzellkulturen eine starke antigenspezifische Produktion des Thl-Zytokins
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IFN-y festgestellt. Die Immunisierung mit pFascin-fGal zusammen mit pCMV-IL-10 fiihrte
zu einer nicht signifikanten Reduktion der antigenspezifischen IFN-y-Produktion sowohl in
den Kulturen der stimulierten Milzzellen als auch der Lymphknotenzellen, wohingegen nach
Immunisierung mit pFascin-BGal und pCMV-TGF-$ nur in den Lymphknotenzellkulturen
eine Reduktion des IFN-y nachweisbar war, die zudem gering ausfiel. Das Th2-spezifische
Zytokin IL-5 wurde in den Kulturiiberstinden von Milz- und Lymphknotenzellen nur in
geringer Konzentration nachgewiesen. Eine Ausnahme bilden die
Lymphknotenzelliiberstinde der mit pFascin-fGal und pCMV-TGF-3 immunisierten Tiere.
Hier war eine erhohte Produktion von IL-5 nachweisbar. Allerdings war hier eine sehr grofie
Streuung der Werte innerhalb der Tiere dieser Gruppe erkennbar. Die Immunisierung mit
pFascin-fGal zusammen mit dem Kontroll-Plasmid fiihrte also zu einer Thl-polarisierten
Immunantwort. Die Koimmunisierung mit pCMV-IL-10 fiihrt zu einer Reduktion von IFN-y,
aber im Gegenzug zu keiner Erhohung von IL-5. Es fand also keine Verschiebung hin zu
einer Th2-Immunantwort statt. Die Koapplikation von pCMV-IL-10 hatte dabei im Vergleich
einen groBeren Effekt in Bezug auf die Inhibition der IFN-y-Produktion.

Die Ergebnisse der Analyse der antigenspezifischen IgG-Produktion und des Zytokinprofils
der Milz- und Lymphknotenzellen nach Restimulation weist demnach darauf hin, dass in allen
drei Gruppen eine Thl-polarisierte Immunantwort vorliegt, die aber im Fall einer

Koimmunisierung mit pCMV-IL-10 und pCMV-TGF-f abgeschwécht ist.

78



Ergebnisse

A Milz
10
1 - BGal
I + fGal
8 -
=
E
B3
=
=
3
Z 44
=
=]
2 -
0
pFascin-BGal
+ Kontrolle + pCMV-IL-10 +pCMV-TGF-B
C Milz
2,0
3 - BGal
N + BGal
1,5 1
=
E
B
E 1,04
'
—
=1
0,5 1
nd nd |—T—|
0,0
pFascin-BGal
+ Kontrolle +pCMV-IL-10 +pCMV-TGF-B

5
/3 - gGal
N + fGal
4 -
=
E
W
=
=
-
Z 21
=
Ll
| V;Ii
0
pFascin-BGal
+ Kontrolle + pCMV-IL-10 + pCMV-TGF-B
2,0
3 - BGal
N .+ fGal
1,5 1
=
g
=W
E 1,01
0
-
Ll
0,5 1
0,0 nd nd nd nd nd
pFascin-fGal
Kontrolle +pCMV-IL-10 + pCMV-TGF-8

Abb. 3: Einfluss einer Koapplikation von pFascin-pGal und pCMV-IL-10 oder pCMV-TGF-p auf die

IFN-y- und IL-5-Produktion nach Immunisierung mit pFascin-pGal nach antigenspezifischer

Restimulation in vitro BALB/c Miuse (n=12) wurden dreimal im Abstand von jeweils einer Woche mit

pFascin-fGal + Kontroll-Plasmid, pFascin-fGal + pCMV-IL-10 oder pFascin-fGal + pCMV-TGF-B

immunisiert. 13 Tage nach der letzten Immunisierung wurden die Milz- und drainierenden Lymphknotenzellen

isoliert und in An- (schwarze Balken) bzw. Abwesenheit (weifle Balken) von 25 ug/ml fGal fiir 72 h kultiviert.

AnschlieBfend wurde das von den Zellen gebildete IFN-y (A Milz, B Lymphknoten) und IL-5 (C Milz, D

Lymphknoten) in den Kulturiiberstiinden mittels ELISA nachgewiesen