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1. Einleitung

1.1. Die Lunge

Die Lunge ist bei allen lungenatmenden Lebewesen die gréfite mit der Umwelt direkt
in Kontakt stehende Fliche. Sie hat beim Menschen eine innere Oberfliche von ca.
1 m? pro kg Kérpergewicht [Notter 2000]. Daraus resultiert bei einem durchschnittli-
chen Erwachsenen in etwa die Fliche eines Badmintonfeldes. Sie ist im Wesentlichen
fiir den Sauerstoffaustausch, sowie zum Schutz vor externen Stoffen und Organismen
verantwortlich.

Die Lunge ist dabei essentiell fiir den Austausch von Atemgasen. Genauer zur Aufnah-
me von Sauerstoff, welcher fiir nahezu alle Stoffwechselprozesse essentiell ist, unter Ab-
gabe von Kohlenstoffdioxid und Stickoxiden, welche bei verschiedenen Stoffwechselpro-
zessen (wesentlich im Zitratzyklus) entstehen [Berg et al. 2013]. Um diesen Austausch
in ausreichendem Umfang zu gewéhrleisten, ist die Lungenoberfliche im Vergleich zur
Korperoberfliche massiv vergrofert. Diese Oberflichenvergrofserung wird durch in Ab-
héngigkeit mit dem Veréstelungsgrad (bis zu 23) der Lunge immer kleiner werdenden
Strukturen erreicht. Sie gliedert sich in absteigender Grofe in die Bronchien, Bron-
chiolen und iiber die Alveolarkanile hin zu den Alveolen. Die gesamte Struktur wird
als Bronchialbaum bezeichnet. Dieser wird weiterhin in den konduktiven, luftleitenden
Abschnitt und den distalen, gasaustauschenden Bereich (vor allem die Alveolen) un-
terteilt [Benninghoff and Detlev 2003].

Der Gasaustausch findet in den Alveolen (lat. ,,Alveoli pulmonis®) iiber passive Dif-
fusion statt. Dabei konnen die Atemgase frei iiber das diinne Alveolarepithel (Blut-
Luft Schranke) zwischen dem Alveolarblut und der Luft diffundieren [Benninghoff and
Detlev 2003|. Dabei entstehende Atemgase konnen dabei Riickschliisse auf physiologi-

sche Verdnderungen liefern. So lassen sich Stickoxide, vor allem das Stickstoffmonoxid



(NO) welches durch Stickstoffmonoxid-Synthasen, z.B. auf Epithelzellen des Atemtrak-
tes synthetisiert wird, als Indikator zur Bestimmung einer Atemwegserkrankung (z.B.

Asthma bronchiale oder chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD)) verwenden

[Holz et al. 2007].

Unterschiede zwischen humaner und muriner Lunge

Die Lunge ist bei allen hoheren Sdugetieren nahezu identisch aufgebaut. Sie besteht
aus zwei Lungenfliigeln, welche sich aus insgesamt fiinf (sechs bei Karnivoren) Lungen-
lappen zusammensetzen. Da im Brustkorb aller h6heren Lebewesen das Herz lokalisiert
ist, befindet sich auf der Herzseite normalerweise ein Lungenlappen weniger als auf der
gegeniiberliegenden Seite (Abbildung 1.1A). Eine Ausnahme bildet die murine Lunge,
in dieser sind auf der rechten Seite vier Lappen lokalisiert, wobei der post-cavale Lap-
pen unterhalb des Herzens auf die rechte Brustkorbseite hiniiberreicht. Auf der linken
Seite befindet sich nur ein einzelner, grofer Lungenlappen (Abbildung 1.1B). Funk-
tionell unterscheidet sich die humane Lunge nicht von der murinen [Benninghoff and

Detlev 2003, Cook 1965, Ickel et al. 1999].

Trachea

Superiorer
~ Linker Bronchus

Medianer
Linker Lappen

Oberer
Lappen

Inferiorer

Unterer
Lappen

Abbildung 1.1.: Vergleich zwischen humaner und muriner Lunge. A) Schema der humanen
Lunge (modifiziert; ibernommen von Patrick J. Lynch, Medizinischer Hlustrator; C. Carl Jaffe, MD,
Kardiologe; CC 2.5). B) Schematische Darstellung der Mauslunge. Modifiziert aus ,,The Anatomy of
the Laboratory Mouse”* [Cook 1965].



Neben den makroskopischen Unterschieden, gibt es noch weitere Unterschiede zwi-
schen muriner und humaner Lunge. So betrdgt das Lungenvolumen (TLC, ,total lung
capacity“) bei Mausen ca. 0,04 ml/g Korpergewicht (1 ml bei 25 g), wohingegen das
Lungenvolumen eines Menschen bei ca. 0,097 ml/g Kérpergewicht (6.000 ml bei 62 kg)
liegt [Irvin and Bates 2003|. Die humane Lunge weist im Vergleich zur murinen einen
hoheren Verdstelungsgrad des Bronchialbaums auf (17 - 23 human, 13 - 17 murin) |Ben-
ninghoff and Detlev 2003, Suarez et al. 2012]. Moglicherweise konnen diese Unterschiede
bei der Maus durch eine diinnere Blut-Luft Schranke und damit einer noch einfacheren
Diffusion kompensiert werden (0,32 wm gegeniiber 0,62 um beim Mensch). Zusétzlich
weist die Maus einen deutlich geringeren Alveolendurchmesser mit 80 wm auf als die
Alveolen der humanen Lunge mit 210 um. Diese und weitere Verdnderungen sind als
Adaptionen an den Lebensraum (in Erdhohlen auf engem Raum mit anderen Mausen)
und der Physiologie der Maus (Puls im Bereich von 250 - 350 bpm) zu interpretieren
[Irvin and Bates 2003].

Das Immunsystem der Lunge

Da die Lunge im direkten Austausch mit der Umwelt steht, somit auch vielen schad-
lichen Substanzen und Mikroorganismen ausgesetzt ist, ist eine gute immunologische
Barriere notwendig. Die erste Linie der Abwehr wird dabei schon in der Nase durch die
Nasenhaare, das Nasensekret und die Flimmerh&rchen bewerkstelligt. Fremdstoffe, die
diese erste Barriere iiberwinden, werden im Lungenschleim (Mucus) gebunden. In die-
sem enthalten sind verschiedene korpereigene Abwehrstoffe wie sekretiertes IgA (gegen
Mikroorganismen), (-Defensine (Porenbildung in Membranen von Mikroorganismen)
und Lysozym (hydrolysiert Peptidoglycane in Zellwéinden von Bakterien). Zusétzlich
finden sich im Mucus der Lungen vor allem Alveolarmakrophagen und in geringerem
Umfang Lymphozyten und Granulozyten. In der unterhalb der Schleimschicht liegen-
den Lamina epithelialis sitzen Dendritische Zellen (DC) die nach Antigenkontakt in
lokale Lymphknoten einwandern. Neben den im Mucus anzutreffenden Alveolarma-
krophagen befinden sich zusétzlich sessile Makrophagen innerhalb des Lungenepithels.
Weitere das Lungenepithel patrouillierende Zellen sind Granulozyten, Lymphozyten

und Mastzellen [Benninghoff and Detlev 2003, Murphy et al. 2008].



1.1.1. Erkrankungen der Atemwege

Durch ihre direkte Exposition an die Umwelt ist die Lunge manigfaltigen Umwelt-
noxen und Krankheitserregern ausgesetzt. Die wichtigsten dieser Noxe sind Staube.
Sie sind vor allem fiir die sogenannte Staublunge (Pneumokoniose) verantwortlich.
Historisch gesehen ist vor allem die durch Kohlenstaub verursachte Anthrakose zu
nennen. Diese Pneumokoniose spielt, durch Verbesserungen der Arbeitsbedingungen
in den Industrielindern allerdings eine immer geringere Rolle. Weitere hiufig anzu-
treffende Pneumokoniosen sind die Asbestose (maligne Erkrankung der Lunge durch
Asbestfasern) und die hiufigste Pneumokoniose, die Silikose (maligne Form welche
durch Quarzstdube verursacht wird) [GBD 2013; Mortality and Causes of Death Col-
laborators 2015].

Weitere relevante Umweltnoxen sind natiirliche Strahler (Radon), welche von der
Weltgesundheitsorganisation (WHO; ,World Health Organization®) als zweithdufigste
Ursache fiir Lungenkrebs angesehen wird [WHO 2014]. An erster Stelle der durch
Umweltnoxe verursachten Lungenerkrankungen steht dabei der durch Tabakrauch
verursachte Lungenkrebs, sowie die immer stirker unter Beobachtung stehenden, mit
Feinstdube assoziierten Lungenerkrankungen [Raaschou-Nielsen et al. 2013]. Allein fiir
Tumorerkrankungen der Atemwege (incl. Trachealtumore) wurden fiir das Jahr 2013
weltweit 1,7 Millionen Tote geschitzt |[GBD 2013; Mortality and Causes of Death
Collaborators 2015]. Die Lunge ist aber auch der Ort, in welchem sich bei vielen Tu-
moren (Blasen, Brust, Enddarm, u.a.) Metastasen ansiedeln (Ubersicht beim National
Institutes of Health (NIH)) [NIH 2013|.

Haufiger noch als durch Tumore, sind Todesfolgen auf Grund von chronischen Atem-
wegserkrankungen (4,3 Millionen) und Atemwegsinfektionen (7,8 Millionen) [GBD
2013; Mortality and Causes of Death Collaborators 2015|. Diese Erkrankungen zeigen
zusétzlich eine hohe Inzidenz ohne Todesfolge. Nach einer Datenerhebung fiir 2013 sind
weltweit ca. 41 Millionen Menschen von Tuberkulose (u.a. Mycobacterium tuberculosis)
und Atemwegsinfektionen (u.a. Keuchhusten (Bordetella pertussis), Lungenmilzbrand
(Bacillus anthracis) und echter Grippe (Influenzaviren)) betroffen. Bei chronischen
Atemwegserkrankungen sind die Inzidenzen noch deutlich hoher. So wurden fiir 2013
ca. 571 Millionen Menschen mit Krankheiten wie Asthma (241,7 Millionen), COPD

(328,5 Millionen), Pneumokoniose (0,1 Millionen) und andere chronische Lungener-



krankungen geschiitzt [Global Burden of Disease Study 2013 Collaborators 2015].
Neben diesen, hdufig durch externe Stimuli verursachten Erkrankungen, gibt es erblich
bedingte Erkrankungen der Atemwege. In bestimmten Aspekten, vor allem durch eine
Pradisposition durch Polymorphismen gehoren auch Asthma, COPD und Tumore in
diese Kategorie [March et al. 2013, Lee and Kim 2015]. Da diese aber in der Regel
multiple Ausloser besitzen, werden sie hier nicht speziell dieser Kategorie zugeordnet.
Klassische Gendefekte, welche spezifisch die Lunge betreffen, sind die Mukoviszidose
(Zystische Fibrose) [Boyle and De Boeck 2013], die Alveolarproteinose |Griese et al.
2002| und einige andere. Des Weiteren kénnen eine fehlgesteuerte Immunantwort bzw.
Autoimmunerkrankungen zu einer Erkrankung der Lunge fiithren (z.B. die granuloma-
tose Polyangiitis [Woywodt et al. 2006] und das Goodpasture-Syndrom [Salama et al.
2001]).

1.2. Asthma bronchiale

Asthma bronchiale betrifft ca. 241 Millionen Patienten |GBD 2013; Mortality and Cau-
ses of Death Collaborators 2015] und ist somit nach COPD die hdufigste Atemwegser-
krankung. In manchen Regionen der Welt, darunter auch in einigen Industrieldindern
wie dem Vereinigten Konigreich, den USA, Kanada und Australien sind iiber 10 % der
Bevilkerung betroffen. Daher ist es wichtig die Grundlagen und Therapien fiir diese
Erkrankung besser zu verstehen und weiter zu erforschen (Abbildung 1.2) [Masoli et al.
2004]. Daten von 2012 fiir Deutschland zeigen eine Prévalenz von 4,3-5,1 % fiir Asthma
in der Bevolkerung [Schmitz et al. 2012|. Dabei steigen die Zahlen fiir Kinder unter 18
Jahren auf bis zu 8 % an. Asthma zidhlen somit zu den haufigsten chronischen Krank-
heiten bei Kindern [Kamtsiuris et al. 2007]. Hochrechnungen fiir die USA gehen von
direkten und indirekten durch Asthma verursacht Kosten von 18 Milliarden Dollar pro
Jahr aus |[Lambrecht and Hammad 2015|.

In den letzten Jahren hat sich das Bild von Asthma als eine homogene Atemwegser-
krankung veréndert. Asthma ist mehr als eine homogene Krankheit, vielmehr umfasst
es verschiedene immunologische Verdnderungen und Auspriagungen. Aus diesem Grund
wird Asthma inzwischen als Syndrom betrachtet [Wenzel 2006, 2012, Wu et al. 2014].
Nicht desto weniger behilt die Definition der ,Global Initiative for Asthma“ (GINA)



World Map of the Prevalence of Clinical Asthma

Proportion of population (%)*

51-7.5 I:] No standardised data available

Abbildung 1.2.: Priavalenz von Asthma. Weltweite Haufigkeit von Asthma bronchiale nach Lindern
aufgeschliisselt. Aus ,,The global burden of asthma Report* [Masoli et al. 2004].

von 2010 nahezu uneingeschriankt seine Giiltigkeit. Sie beschreibt die Ausprigung und

Auswirkung von Asthma wie folgt [Global Initiative for Asthma Program 2010]:

,Eine chronische entziindliche Erkrankung der Atemwege in welcher viele
Zellen und zelluldre Elemente eine Rolle spielen. Die chronische Entziindung
ist mit einer Atemwegshyperreagibilitit assoziiert, welche zu wiederkehren-
den Episoden von Niesen, Atemlosigkeit, Brustenge und Husten, meistens
nachts, oder in den frithen Morgenstunden fiihrt. Diese Episoden sind nor-
malerweise mit, die ganze Lunge betreffenden, aber unterschiedlich stark
ausgepragten Atemwegsverengungen, welche meist spontan oder unter Be-

handlung reversibel sind, assoziiert."

In der aktuellen Revision des GINA Reports [Global Initiative for Asthma Program
2015] ist die Definition von Asthma eher generischer Natur um der Vielzahl der be-
kannten Auspriagungen eine einheitliche Definition zu geben. Fiir die meisten Phéno-
typen ist die 2010er Definition trotzdem noch zutreffend, weswegen sie hier verwendet
wird. Trotz der Erkenntnis, dass Asthma eine heterogene Erkrankung ist, ldsst sich das

Syndrom Asthma in drei grofe Kategorien unterteilen: Allergisches Asthma, Nicht-



allergisches Asthma sowie asthmatische Mischformen [Wenzel 2006, 2012, Wu et al.
2014, Lambrecht and Hammad 2015].

1.2.1. Allergisches Asthma

Die haufigste Form des Asthmas ist das allergische, oder auch extrinsische Asthma,
welches bei Kindern nahezu die einzige Auspriagung ist und bei ca. 50 % aller er-
wachsenen Asthmatikern nachweisbar ist [Lambrecht and Hammad 2015]. Zu den be-
kanntesten Allergenen beim Menschen zdhlen dabei Hausstaubmilben, Lebensmittel,
Tierhaare und Schimmelsporen, sowie saisonal auch Pollen [Lambrecht and Hammad
2015]. Durch eine chronische Entziindungsreaktion der Atemwege kann sich eine zu-
siitzliche Uberempfindlichkeit auch gegeniiber unspezifischen Reizen ausbilden [Global
Initiative for Asthma Program 2015|.

Ein wesentliches Merkmal von allergischem Asthma ist eine IgE vermittelte Typ-I-
Immunreaktion (Allergie, Soforttypreaktion) gegen ein Allergen [Gould and Sutton
2008, Murphy et al. 2008|. Dabei muss es zu mindestens zwei voneinander unabhéngi-
gen Expositionen mit dem Allergen kommen um das Immunsystem gegen dieses Aller-
gen zu sensibilisieren. Nach dem zweiten Kontakt mit dem Allergen wird in verstiarktem
Umfang Allergen spezifisches IgE freigesetzt, welches in der Lage ist vor allem Mast-
zellen zu aktivieren |Barnes 2008|.

Bei einer chronische Exposition eines Patienten mit den entsprechenden Allergenen
kann es zu einem chronischen Asthma kommen. Dieses wird dann primér durch Th2-
Zellen getragen und gehort zu den Typ-IV-Immunreaktionen, entweder vom Typ-IVa2,
beim allergischen Asthma und, oder aber vom Typ-IVb beim chronischen Asthma. Da-
bei kommt es ebenfalls zu einer IgE Produktion einhergehend mit einer Aktivierung

von Eosinophilen Granulozyten [Murphy et al. 2008|.

1.2.2. Nicht-allergisches Asthma

Beim intrinsischen bzw. nicht-allergischen Asthma liegt keine Allergie zu Grunde. Diese
Form des Asthma findet sich bei Kindern so gut wie nie und tritt héufig in Folge einer
Virusinfektion auf. Im Kontrast zum allergischen Asthma lésst sich bei dieser Form
kein Allergen spezifisches IgE noch eine Th2 Zellantwort nachweisen [Lambrecht and

Hammad 2015



1.2.3. Asthmatische Mischformen

Bei den asthmatischen Mischformen, welche wie das intrinsische Asthma nahezu nur
Erwachsene betreffen, lassen sich beide Asthmaformen beobachten. Diese Verlaufsform
entsteht meistens nach einem langjéhrigen allergischen Asthma, wo zu einem allergi-
schen Asthma noch eine deutliche Uberempfindlichkeit gegeniiber korperlicher Anstren-
gung, Temperatur und Luftfeuchtigkeitswechsel oder chemischen Reizen (z.B. Aromen
und Parfum) entstehen kann [Helmholtz Zentrum Miinchen - Lungeninformationsdienst
2016].

Weitere in diese Kategorie gehorende Ausprégungen von Asthma, sind das berufsbe-
dingte Asthma, welches z.B. durch reizende Chemikalien (u.a. Chlor, Losungsmittel)
ausgelost werden kann. In diesem speziellen Fall kommt es weniger zu einer eosinophilen
Antwort, sondern zu einer Fibrose der Lunge |Lemiére et al. 1997|. Andere berufsbe-
dingte Asthma Phénotypen (u.a. Mehlstaub) &hneln jedoch eher einem allergischem
Asthma [Wenzel 2006]. Neben diesen Typen gibt es noch weitere Formen und Auspra-
gung von Asthma, wie das Paucigranulozytische Asthma, in welchem sich keine mit der

Erkrankung assoziierten Granulozyten in der Lunge nachweisen lassen [Wenzel 2006].

1.3. Zellulare Antwort bei allergischem Asthma

bronchiale

Wie in der GINA Definition beschrieben, ist Asthma eine Erkrankung der Atemwege in
welcher verschiedene Zellen und zelluldre Prozesse eine wichtige Rolle spielen [Global
Initiative for Asthma Program 2010]. Im Folgenden soll auf die bei der Entstehung
von allergischem Asthma beteiligten Zellen und ihre Funktion in der Pathogenese des

Asthmas eingegangen werden [Barnes 2008, Lambrecht and Hammad 2015].

1.3.1. Granulozyten

Zu den wichtigsten Zellen bei der Entstehung von Asthma zédhlen die Granulozyten
oder polymorphkernige Leukozyten (PMN; , polymorphonuclear leukocytes®). Die Gra-
nulozyten werden je nach Farbeverhalten des Protoplasmas in eosinophile, neutrophile

und basophile Granulozyten unterteilt.



Eosinophile Granulozyten

Die Eosinophilen Granulozyten sind Immunzellen, welche in ihren Granula verschiedene
Proteine (u.a. Major Basic Protein, Eosinophiles kationisches Protein und Eosinophile
Peroxidase) enthalten. Diese werden normalerweise nach Kontakt mit Parasiten, wel-
che iiber IgE markiert sind, freigesetzt und zerstoren im Idealfall den Eindringling.
Sie kénnen nach ihrer Freisetzung aber auch gesundes Gewebe schidigen [Olsson and
Venge 1979, Hogan et al. 2008, Rothenberg and Hogan 2006].

Eosinophile Granulozyten wurden zuerst 1846 durch T. W. Jones beschrieben und si-
cher durch Paul Ehrlich 1879 nachgewiesen |Jones 1846, Ehrlich 1879|. Seit mehr als 100
Jahren werden sie mit Asthma in Verbindung gebracht |Ellis 1908]. Der bei allergischem
Asthma zu beobachtenden Eosinophilie liegt in der Regel eine Th2 Antwort zu Grunde
[Kita 2011, Rosenberg et al. 2012, Possa et al. 2013, Lambrecht and Hammad 2015]. Ak-
tivierte Th2-Zellen produzieren das fiir die Proliferation von Eosinophilen notwendige
Interleukin-5 (IL-5) [Sanderson et al. 1985, Hogan et al. 1998]. Dieses kann in Mausen,
welche IL-5 in T-Zellen iiberexprimieren, in Verbindung mit epithelialem Eotaxin-2
einen Asthma &hnlichen Phéanotyp ohne Allergen Stimulus verursachen |Ochkur et al.
2007|. Eotaxine binden iiber den CC-Motiv-Chemokin-Rezeptor 3 (CCR3) an Eosino-
phile und 16sen eine gerichtete Chemotaxis aus [Ponath et al. 1996]. Untersuchungen in
Mé&usen unter Verwendung von anti-CCR3 bzw. anti-IL-5 Antikorpern haben gezeigt,
dass eine Depletion von Eosinophilen eine Reduktion der pathologischen Symptome
in Asthma bewirkt [Hamelmann et al. 1997, 1999, Justice et al. 2003]. Patientenstu-
dien unter anti-IL-5 Behandlung konnten eine Reduktion der Eosinophilen feststellen,
ohne aber die Symptome zu reduzieren |Leckie et al. 2000, Flood-Page et al. 2003|.
Trotz dieser Studien wird Asthma weiterhin als ein, in der Regel mit einer Eosinophi-
lie einhergehendes Syndrom betrachtet [Barnes 2008, Lambrecht and Hammad 2015].
Dies wird vor allem durch Studien an zwei voneinander unabhéngigen Eosinophilen-
defizienten Mauslinien mit C57BL/6 Hintergrund gestirkt. Diese Mause entwickeln
kein allergisches Asthma [Lee et al. 2004, Walsh et al. 2008, Jacobsen et al. 2008|.



Neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten werden haufig eher mit COPD, als mit Asthma in Verbin-
dung gebracht [Barnes 2008|. Trotzdem gibt es Asthmaformen, in welchen Neutrophile
zur Erkrankung beitragen oder urséchlich sind (entweder in Form einer Eosinophilen
Neutrophilen Mischform, oder aber als rein Neutrophiles Asthma). Diese Formen sind
in der Regel insensitiv gegen Corticosteroide und finden sich eher bei dlteren Menschen,
vor allem Frauen, ohne einer zu Grunde liegenden Atopie [Green et al. 2002, Wenzel
2006, Lambrecht and Hammad 2015]. Mischformen entstehen vor allem bei schwerem
Asthma. Eventuell durch die Gabe von hohen, oralen Dosen Corticosteroiden. In die-
sen Patienten wird eine reduzierte Apoptose der Neutrophilen beobachtet [Cox 1995,
Nguyen et al. 2005].

Neutrophile Proteine, vor allem die Neutrophile Elastase sind in der Lage Asthmasym-
ptome zu verstirken. Eine Inhibition der Neutrophilen Elastase kann eine reduzierte
Bronchiale Hyperreagibilitit (BHR) bewirken, sowie zu einer Reduktion der Mucus
produzierenden Goblet-Zellen in Mausen fiihren [Koga et al. 2013].

Basophile Granulozyten

Basophile Granulozyten sind im Menschen eine der seltensten Zelltypen (ca. 1 % aller
Leukozyten). Obwohl diese Zellen im Menschen schon seit 1879 und in der Maus seit
1982 nachgewiesen sind [Ehrlich 1879, Dvorak et al. 1982, Karasuyama et al. 2011,
Siracusa et al. 2013], sind diese Zellen bislang nur wenig charakterisiert.

Ein direkter Zusammenhang zwischen Basophilen und Asthma konnte, trotz deutli-
cher Hinweise in Patienten mit fatalem Asthma |Koshino et al. 1993|, bislang nicht
abschliefsend gezeigt werden. Sie sind aber dhnlich wie Mastzellen in der Lage Histamin
zu sezernieren [Bascom et al. 1988]. Studien in M&usen, in denen Basophile depletiert
sind, sind sowohl in einem Ovalbumin/Aluminiumhydroxid [Ohnmacht et al. 2010] wie
auch in einem Hausstaubmilben (HDM) Asthma Model [Hammad et al. 2010| vor der

Entstehung von Asthma nicht geschiitzt.

Mastzellen

Bei allergischem Asthma kommt es zu einem Crosslinking zwischen dem spezifischen

Allergen und auf sensibilisierten Mastzellen gebundenem spezifischem IgE. Dies bewirkt
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eine Freisetzung von verschiedenen Mediatoren (z.B. Histamin). Besonders stark ist
die Sekretion, wenn die Bindung von IgE iiber den Fce Rezeptor 1 (FceR1) stattfindet
[Barnes 2008|. Histamin wirkt {iber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren auf verschiedene
Zielzellen. Wirkt es iiber den Histamin Rezeptor 1 (H;R), bewirkt es eine fiir ein
allergisches Asthma typische Bronchokonstriktion mit einer verstirkten Vasodilatation.
Signalling iiber den H4R bewirkt eine Chemotaxis von Mastzellen. Zuséatzlich kann es
die Zytokinproduktion von Zellen verstiarken [O’Mahony et al. 2011, Panula et al. 2015|.
Beide Rezeptoren finden sich sowohl im Mensch, wie auch in der Maus [Saad 2013].
Dariiber hinaus konnen Mastzellen mit ihren Zytokinen (z.B. IL-4, IL-5 und IL-13)
aktiv zu einer Verstirkung von Asthma Symptomen beitragen |Bradding et al. 1992,
Seder et al. 1991, Burd et al. 1995|.

1.3.2. T-Lymphozyten
Th2-Lymphozyten

Damit sich aus einer Atopie ein allergisches Asthma entwickelt miissen T-Zellen ak-
tiviert werden. Hierbei ist vor allem eine deregulierte CD4-T-Zellantwort notwendig.
In gesunden Probanden findet sich eine deutliche Thl Ausprigung der Th-Zellen in
der Lunge. Diese ist bei Asthma in Richtung einer Th2 Antwort verschoben |[Meyer
et al. 2008, Robinson 2009|. Hierzu bedarf es verschiedene Signale. Das vorhandene
Allergen muss zuerst Mastzellen aktivieren. Diese sezernieren TSLP (,thymic stromal
lymphopoietin®) welches zusammen mit dem inhalierten Allergen patrouillierende DCs
aktiviert. Diese DCs sind im Anschluss in der Lage Th2-Zellen zu aktivieren und zur
IL-4 Produktion anzuregen. I1L-4 bewirkt, dass sich ThO-Zellen zu weiteren Th2-Zellen
ausdifferenzieren. Wichtiger noch ist IL-4 fiir die Proliferation und Differenzierung von
B-Zellen |Howard et al. 1982]. Th2-Zellen sekretieren bei allergischem Asthma grofe
Mengen an IL-5. Dies ist fiir die Rekrutierung der Eosinophilen Granulozyten und
der damit einhergehenden Eosinophilie notwendig. 1L-13 wird ebenfalls von Th2-Zellen
produziert und bewirkt in B-Zellen einen Ig Switch hin zu Allergen-spezifischem IgE
und die weitere Ausdifferenzierung in Plasmazellen [Murphy et al. 2008]. Zusétzlich ist
es ein wichtiger Faktor in der Pathogenese des allergischen Asthmas unabhéngig von
Eosinophilen Granulozyten und IgE [Wills-Karp et al. 1998].

Fiir die Entstehung von Asthma spielen noch weitere T-Zell Subpopulation eine wich-
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tige Rolle. Jede T-Zell Population ldsst sich nicht nur durch ein unterschiedliches Zyto-
kinprofil, sondern auch iiber die Expression verschiedener Transkriptionsfaktoren un-
terscheiden |Lu et al. 2011, Malmhéll et al. 2012|. Bei Asthmatikern lassen sich in
Abhéngigkeit der Schwere des Asthmas unterschiedliche Th-Zell Profile feststellen [Lu
et al. 2011, Shi et al. 2011]. Der spezifische Transkriptionsfaktor fiir Th2-Lymphozyten
ist GATA-3 (,GATA-binding protein 3“) [Zheng and Flavell 1997|. Die GATA3 mRNA
Expression ist bei Patienten mit einer Atopie signifikant erh6ht [Nakamura et al.
1999]. Dies fiihrt zu einer verstirkten Aktivierung der Mitogen-aktivierten Protein-
kinase (MAPK) p38 was zu einer Translokation von GATA3 in den Zellkern und einer
damit einhergehenden Hochregulierung der Transkription von Th2-Zellen spezifischen

Transkripten fiihrt [Maneechotesuwan et al. 2007].

Th1-Lymphozyten

Der spezifische Thl Transkriptionsfaktor ist T-bet [Szabo et al. 2000]. Dieser ist im
Gegensatz zu GATA-3 bei T-Lymphozyten von atopischen Patienten in seiner mRNA
Expression reduziert und bewirkt in Mausen mit fehlendem T-bet eine Hochregulierung
von GATA-3 [Finotto et al. 2002]. Diese Zellen finden sich deswegen zu einem geringeren
Mafs in Asthma, dafiir scheinen sie wesentlich fiir die Entstehung der COPD zu sein

|[Barnes 2008|. Aber auch im Blut von Patienten mit schwerem Asthma lassen sich

erhhte Thl-Lymphozyten (als CXCR3" Zellen) finden [Kurashima et al. 2006].

Th17-Lymphozyten

Der spezifische Transkriptionsfaktor fiir Th17-Lymphozyten ist RORyt [Ivanov et al.
2006]. Diese Zellen sind vor allem fiir ihre Produktion und Sekretion von IL-17 (primér
IL-17A) bekannt. Sekretion von IL-17 bewirkt eine verstirkte Rekrutierung Neutrophi-
ler Granulozyten in die Lunge. Diese Einwanderung kann in OVA behandelten Mau-
sen durch eine vorherige anti-IL-17 Behandlung nahezu komplett aufgehoben werden
[Hellings et al. 2003]. Nach einmaliger Behandlung von Mausen mit Ovalbumin (OVA)
unter Verwendung von LPS (bakterielle Lipopolysaccharide) als Adjuvans konnte eben-
falls eine starke Abhéngigkeit der BHR von 1L-17 gezeigt werden. Dies wird wesentlich
durch Th17-Lymphozyten und die dadurch rekrutierten Neutrophilen getragen [Wilson

et al. 2009]. In Ubereinstimmung mit Beobachtungen aus asthmatischen Patienten, in
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welchen der Schweregrad von Asthma mit den Neutrophilen in der Lunge korreliert
(s.0. Abschnitt 1.3.1), kann auch ein Zusammenhang mit IL-17 produzierenden Th17-
Lymphozyten beobachtet werden |Molet et al. 2001].

Versuche in Mausen konnten zeigen, dass Th17-Lymphozyten aber auch in der Lage
sind neben der Neutrophilen Migration ein eosinophiles Asthma zu verstérken [Wa-
kashin et al. 2008|. Uberraschenderweise ist IL-17 nicht nur fiir die Entstehung von
allergischem Asthma in Mé&usen noétig, es kann auch ein etabliertes allergisches Asth-
ma nach exogener Applikation in seiner Auspragung abschwéchen [Schnyder-Candrian
et al. 2006]. IL-21 von Th17-Zellen inhibiert die FOXP3 Expression, was zu einer Un-
terdriickung der Differenzierung von naiven T- zu Treg-Zellen fiihrt [Nurieva et al.

2007].

Treg-Lymphozyten

Eine weitere T-Zell Population, welche bei allergischem Asthma ein Rolle spielt, sind
Treg-Lymphozyten. Der spezifische Transkriptionsfaktor fiir Treg-Zellen ist FOXP3
[Hori et al. 2003]. Diese Zellen werden vor allem mit der Regulierung der Th2 Antwort
assoziiert [Robinson 2009]. In T-Zellen, von asthmatischen Patienten unter erfolgreicher
Corticosteroidtherapie kommt es zu einer verstirkten FOXP3 mRNA Expression, mit
einer Treg-Lymphozyten Expansion [Karagiannidis et al. 2004|. In asthmatischen Kin-
dern ohne entsprechender Behandlung kénnen weniger Tregs (CD4*CD25"°h) nachge-
wiesen werden. Diese sind zusétzlich in ihrer Aktivitdt eingeschrénkt. Diese Reduktion
lasst sich jedoch durch eine Corticosteroid Behandlung autheben |Hartl et al. 2007].
Die Bedeutung der Treg-Zellen konnte durch Depletion dieser durch eine anti-CD25
Behandlung in C3H Méusen gezeigt werden. Dieser Mausstamm, sonst unempfénglich
fiir die Entwicklung von géngigen Asthmasymptomen (BHR, Eosinophilie und IgE Se-
kretion) entwickelt nach Depletion und der Induktion eines HDM allergischen Asthmas

entsprechende Symptome [Lewkowich et al. 2005|.

1.3.3. B-Lymphozyten

Um aus einer einfachen Atopie ein allergisches Asthma zu entwickeln, braucht es neben
den T-Zellen auch B-Zellen, welche nach Aktivierung allergenspezifisches IgE produzie-

ren und sezernieren. Dieses allergenspezifische IgE kann im Anschluss Mastzellen und
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basophile Granulozyten iiber den hochaffinen FceR1 aktivieren. Neben FceR1 kann
IgE auch iiber den weniger affinen FceR2 (CD23) Zellen des Immunsystems aktivieren.
Im Wesentlichen werden durch IgE iiber den FceR2 B-Zellen, Eosinophile und Makro-
phagen aktiviert [Gonzalez-Molina and Spiegelberg 1977, Melewicz et al. 1982a, b|.

Nach Kontakt mit den Th2 Zytokinen IL-4 und IL-13 findet in B-Zellen ein Ig Switch
hin zu IgE statt. Allergenspezifisches IgE kann in der Lunge von Asthmatikern von
B-Zellen lokal in grofen Mengen produziert und sezerniert werden, wo es direkt auf
Mastzellen wirkt [Barnes 2008]. Diese allergenspezifischen B-Zellen kénnen sich zu Plas-
mazellen ausdifferenzieren und verbleiben in diesem Zustand in der Lunge, wo sie nach

erneutem Allergenkontakt direkt grofere Mengen IgE freisetzen [Murphy et al. 2008|.

1.3.4. IgE und Asthma

Die Bedeutung von IgE fiir die Entstehung von Asthma und einer Atopie sowie der
Zusammenhang zwischen diesen Symptomen konnte in verschiedenen Studien gezeigt
werden |Gould and Sutton 2008, Gergen et al. 2009, Dullaers et al. 2011|. Neben sei-
ner Rolle bei der Aktivierung von Mastzellen und basophilen Granulozyten, sowie in
geringerem Umfang von anderen Immunzellen ist IgE auch fiir das Uberleben und die
Zytokinsekretion von Mastzellen ohne Allergen vermitteltes Crosslinking verantwort-
lich [Kalesnikoff et al. 2001, Kawakami and Galli 2002].

Diese Abhéngigkeit der Entstehung und Progression von Asthma von IgE wird auch in
der Therapie von schwerem Asthma als therapeutisches Ziel verwendet. Hierbei wird
IgE durch den monoklonalen anti-IgE Antikérper Omalizumab depletiert, was zu einer
Reduktion von Asthma spezifischen Symptomen fiihrt [Avila 2007]. Im Gegensatz dazu
hat eine anti-IgE Behandlung von Méausen vor Allergenexposition keinen Einfluss auf

die Entstehung von allergischem Asthma [Hamelmann et al. 1999).

1.4. Phosphoinositid-3-Kinasen

Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat-3-kinase (PI3K) gehort zu einer Proteinfamilie
bestehend aus drei Klassen mit 8 katalytischen Untereinheiten. Im Immunsystem spie-
len vor allem die beiden himatopoetisch exprimierten Isoformen PI3Ky und PI3K? eine

entscheidende Rolle. Im Wesentlichen bei der Proliferation, Differenzierung, Migration
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und Uberleben von Leukozyten [Stoyanov et al. 1995, Chantry et al. 1997, Hirsch et al.
2000, Ghigo et al. 2010]. Thre wichtigste Funktion ist dabei die Transduktion von Signa-
len auferhalb der Zelloberflache in die Zelle. Beide hier ndher betrachteten PI3Ks geho-
ren zu den Klasse I PI3Ks und sind in der Lage Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
(PI(4,5)P5) in Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PI(3,4,5)P3) umzuwandeln. Die-
ser Prozess findet an der intrazelluliren Seite der Zellmembran statt. Hier fungiert
PI(3,4,5)P3 als ,Second Messenger, in dem es Proteine, welche eine Pleckstrin Homo-
logy (PH) Doméne besitzen in der Membran verankert [Zhang et al. 2009]. Diese Trans-
lokation fiihrt im Anschluss zu einer Phosphorylierung von nachgeschalteten Proteinen.
Dazu gehoren die Serin/Threonin Proteinkinase B (PKB/Akt), die 3-Phosphoinositide-
dependent Protein Kinase-1 (PDK1) oder die Proteinkinase C (PKCC und PKC9) und
die MAPK.

Klasse I PI3Ks lassen sich weiter in die Klasse IA (hierzu zdhlen neben der PI3KSY,
auch die PI3Ko und PI3Kf) und Klasse IB mit der PI3Ky unterteilen [Vanhaesebro-
eck et al. 1997|. Sie sind wie alle Klasse I PI3Ks Heterodimere aus einer regulatorischen
und einer katalytischen Untereinheit aufgebaut. Die katalytische Untereinheit fiir die
PI3K® ist die p110d (PI3CD). Sie bildet das PI3K$ Heterodimer mit einer regulatori-
schen Untereinheit p85a (PIK3R1) bzw. einer ihrer Splicevarianten pb5x, p50c, p85f3
(PIK3R2) bzw. mit der p55y (PIK3R3) Untereinheit [Okkenhaug 2013|. Im Gegensatz
dazu besteht die PI3Ky aus der katalytischen Untereinheit p110y (PIK3CG) und einer
von zwei regulatorischen Untereinheiten p87F8AY /p84 (PIK3R5) bzw. p101 (PIK3R6)
[Kurig et al. 2009, Okkenhaug 2013|.

Beide PI3K Isoformen werden durch zwei, sich in Teilen iiberlappenden Signalwegen
aktiviert. Die PI3Ky wird iiber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR), wie die Hi-
stamin Rezeptoren H;R und H4R, sowie Chemokinrezeptoren (CCR3 auf Eosinophilen,
CCRA4 auf T-Zellen, etc.) aktiviert [Rommel et al. 2007]. Nach Aktivierung des GPCR
dissoziieren das heterotrimere G-Protein in das Monomer G und das Dimer GBy. Das
Dimer Gy kann im Anschluss die PI3Ky bzw. PI3Kf aktivieren [Kurig et al. 2009).
Die PI3Kd wird vor allem durch Rezeptortyrosinkinasen (z.B. Vascular Endothelial
Growth Factor Rezeptor (VEGFR)), Toll-like Rezeptoren (z.B. TLR1, TLR2, TLR6),
Zytokinrezeptoren (z.B. fiir IL-4, -5, -10, -13, -17, GM-CSF) und Antigenrezeptoren
(z.B. auf B- und T-Zellen fiir Allergene wie Ovalbumin) aktiviert [Okkenhaug 2013|.
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Trotz ihrer Unterschiede, konnen beide Kinasen jedoch durch das aktivierte kleine G-
Protein Ras (Ras-GTP) aktiviert werden [Kurig et al. 2009]. Dariiber hinaus ldsst sich
die PI3K$ in verschiedenen Zellen, wie Natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) [Saude-
mont et al. 2009] und B-Zellen [Reif et al. 2004| dhnlich wie die PI3Ky iiber GPCR

aktivieren.

1.4.1. PI3Ky

In Méusen und Zellen mit einer defekten pl10y Isoform (Knockout oder Knockin
einer inaktiven Kinase), sowie unter Verwendung von spezifischen Inhibitoren (z.B.
CZ(C24832 |Bergamini et al. 2012] und AS605240 [Saito et al. 2014|) zeigen sich De-
fekte bei nahezu allen Leukozyten [Ghigo et al. 2010, Hawkins and Stephens 2014]. In
PI3Ky defizienten Méusen kann eine deutliche Einschrinkung der Rolling Adhésion
(80%) gezeigt werden [Puri et al. 2005, Smith et al. 2006]. In einem durch Bleomy-
cin induzierten Lungen Fibrose Model in PI3Ky KO Maiusen wurde eine deutliche
Reduktion infiltrierender Leukozyten und verringerte a-SMA (,,smooth muscle actin®)
Expression in der Lunge gezeigt |[Russo et al. 2011|. In Méusen welche eine konstitutiv
aktive PI3Ky“*/X Isoform exprimieren zeigt sich eine generelle Leukozytose [Costa

et al. 2007).

PI3Ky in Granulozyten und Mastzellen

Neutrophile Granulozyten von p110y”/- Miusen zeigen in der chemotaktischen Migra-
tion |[Hirsch et al. 2000, Li et al. 2000, Sasaki et al. 2000, Ferguson et al. 2007|, vor
allem in der Extravasion nach fMLP (N-Formylmethionyl-Leucyl-Phenylalanin) Sti-
mulus eine reduzierte Aktivitiit [Randis et al. 2008]. In Ubereinstimmung mit Daten

von Hirsch et al. zeigen PI3KyKDP/KD

eine reduzierte Einwanderung von Neutrophi-
len ins Peritoneum nach Escherichia coli Infektion [Hirsch et al. 2000, Patrucco et al.
2004]. Wie von Puri et al. gezeigt, liegt dieser Effekt zu einem grofen Teil am Endo-
thel, bzw. einer Storung der iiber Selektine vermittelten Adhésion [Puri et al. 2005].
Wie Thomas et al. zeigen konnten weisen p110y KO Mause in einem durch Chemokine
(KC; ,keratinocyte-derived chemokine® oder MIP-2; ;macrophage inflammatory protein-

2) induzierten Entziindungsmodell der Atemwege eine deutlich reduzierte Neutrophi-

len Migration auf [Thomas et al. 2005]. Uberraschenderweise zeigen Neutrophile aus
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PI3KyCX/€X Miusen ebenfalls eine reduzierte Chemotaxis [Costa et al. 2007].

In einem allergischen Pleuritis Mausmodel wurde in PI3Ky~/- M#usen, sowie nach Be-
handlung mit einem PI3K+y Inhibitor eine deutlich reduzierte Eosinophilen Infiltration
in den Pleuralraum gefunden [Pinho et al. 2005]. Identische Ergebnisse wurden auch
fiir Eosinophile Granulozyten in verschiedenen OVA Asthmamodellen gezeigt (s.a. 1.5)
|[Lim et al. 2009, Takeda et al. 2009, Thomas et al. 2009|. In isolierten humanen Eo-
sinophilen, konnte unter AS605240 Behandlung eine deutlich reduzierte Chemotaxis,
sowie eine schlechtere Adhésion an ICAM-1 (intracellular adhesion molecule-1%) ge-
zeigt werden [Saito et al. 2014].

Wie Laffargue et al. fiir die PI3Ky demonstrieren konnten ist die Degranulation nach
Adenosinstimulation iiber den GPCR Adenosin Rezeptor (A3AR), sowie andere GPCR
gekoppelte Signalwege (MIP-1 (,macrophage inflammatory protein®) und Rantes) von
Mastzellen von der Kinasefunktion abhéngig |Laffargue et al. 2002|.

PI3Ky in T- und B-Lymphozyten

In Mausen mit einer fehlenden p110y Isoform kommt es zu einer Beeintrichtigung
der Reifung und Proliferation, sowie zu einer reduzierten Zytokinproduktion von T-
Lymphozyten [Sasaki et al. 2000]. Diese reduzierte Zytokinproduktion steht wahr-
scheinlich im Zusammenhang mit einer defekten Signalweiterleitung iiber den T-Zell
Rezeptor (TCR; T cell receptor) |Alcazar et al. 2007].

In der Arbeit von Barber et al. haben T-Zellen von p110y defizienten Mausen keine
Einschrinkung in ihrer Proliferation und Migration, aber ein reduziertes Uberleben
der CD4" Gedéchtniszellen, so wie eine reduzierte Autoantikorperproduktion [Barber
et al. 2006]. Naive p110y~/~ T-Lymphozyten zeigen keine Einschrinkung in ihrer Che-
motaxis, dies dndert sich jedoch bei aktivierten T-Zellen, nicht aber bei B-Zellen [Reif

et al. 2004, Nombela-Arrieta et al. 2004, Thomas et al. 2008|.

1.4.2. PI3K)

In M&usen mit defekter p1106 Isoform (Knockout oder Knockin einer inaktiven Kinase)
sowie unter Verwendung von Inhibitoren (z.B. IC87114) zeigen sich Defekte bei nahezu
allen Leukozyten [Ghigo et al. 2010, Hawkins and Stephens 2014]. Wie sich bei Pati-

enten mit einem sogenannten aktivierten PI3Kd Syndrom (APDS) zeigt, ist nicht nur
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eine negative Regulation der Aktivitdt der PI3K problematisch. Beim APDS leiden die
Patienten unter einem erhdhten Risiko fiir Atemwegsinfektionen und Lungenschéden

[Angulo et al. 2013|.

PI3K? in Granulozyten und Mastzellen

Unter Verwendung von IC87114, einem hoch selektiven p110d Inhibitor, konnte eine
Inhibition einer fMLP vermittelten direkten Chemotaxis gezeigt werden [Sadhu et al.
2003]. Die p110d scheint aber nicht an der Extravasion von Neutrophilen beteiligt zu
sein [Randis et al. 2008|. Dieser Effekt wird durch das Endothel verursacht, was in
Versuchen unter Verwendung von 1C87114 gezeigt wurde [Puri et al. 2004].

IC87114, wie auch eine p1106 siRNA Behandlung in M&usen bewirkt eine deutliche
Reduktion der Adhésion von Knochenmarks-Eosinophilen an I[CAM-1 und VCAM-1
(,Vascular Cell Adhesion Molecule 1), sowie eine deutliche Reduktion der Eotaxin-1
abhingigen Migration |[Kang et al. 2012]. Eine deutliche Reduktion der Migration und
Chemotaxis von Eosinophilen wurde auch in verschiedenen Asthmamodellen beobach-
tet (s.a. 1.5) |Lee et al. 2006a, b, Nashed et al. 2007, Park et al. 2010, Kang et al. 2012|.
Pharmakologische Inhibition der p1106 mit 1C87114, ebenso wie Mastzellen mit einer
p1108P10A/DIOA Variante zeigen eine reduzierte Proliferation und Migration. Zusitz-
lich weisen diese Mastzellen auch eine deutliche Einschrinkung der IgE vermittelten

Degranulation auf, welche in vivo unabhéngig von der p110vy ist [Ali et al. 2004, 2008|.

PI3K? in T- und B-Lymphozyten

In Miusen mit einer inaktiven katalytischen p1108 (pl1105P2104/P910AY kann ein Be-
eintrichtigung der klonalen Expansion, sowie der Th- und Treg-Zell Differenzierung
beobachtet werden. Hinzu kommt eine Beeintréchtigung der Autoimmunitit mit einer
eingeschrankten Antigenantwort [Lee et al. 2006b, Okkenhaug et al. 2006, Patton et al.
2006, Ji et al. 2007, Sinclair et al. 2008|. Wie Untersuchungen mit IC87114 zeigen, ist
sowohl bei murinen, wie auch bei humanen T-Zellen die Signalweiterleitung nach TCR
Aktivierung beeintrichtigt [Soond et al. 2010|. Eine vergleichbare Reduktion kommt
auch nach Leishmania major Infektion in p1108©9104/C910A Niusen vor, wo es zu einer
verringerten Th1l Antwort kommt [Liu et al. 2009]. Bei Méusen in welchen verschiedene

regulatorische Untereinheiten fehlen (p85x sowie die Splicevarianten p55x, p50x und
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p85f3) kommt es zu einer massiven Lymphozyteneinwanderung in die Tranendriisen
[Oak et al. 2006].

In Mé&usen in welchen die p1106 fehlt oder inhibiert ist, oder in welchen eine katalytisch
inaktive Form exprimiert wird, kommt es zu einer defekten B-Lymphozyten Entwick-
lung [Okkenhaug et al. 2002, Henley et al. 2008|. Die vorhandenen B-Zellen reagieren
nur eingeschrénkt auf Signale iiber den B-Zell Rezeptor (BCR; ,,B cell receptor”) und
neigen zu einer erhohten Apoptose, sowie einem geringeren Ca?' Influx nach IgM Sti-
mulation [Clayton et al. 2002, Jou et al. 2002, Bilancio et al. 2006, Al-Alwan et al.
2007]. Ein Fehlen der p85« regulatorischen Untereinheit fithrt zu einem kompletten
Verlust von reifen B-Zellen [Conley et al. 2012]. In p1105C9104/C910A VA allergischen
Méusen lassen sich erhohte IgE Spiegel im Serum feststellen, wohingegen IgG1 und

IgM reduziert sind [Zhang et al. 2008, 2012].

1.4.3. PI3Ky/5

Wie fiir RAS und spezifisch fiir das GPCR Signalling in NK- und B-Zellen gezeigt,
konnen die beiden PI3Ks p110y und p110d unter bestimmten Umstédnden iiber identi-
sche Signalwege aktiviert werden. Aus diesem Grund ist es unerlésslich Untersuchungen
auch an doppelt defizienten Méusen durchzufiihren. So zeigen p110y/d doppelt defizi-
ente, sowie Méuse unter CAL-130 Behandlung (einem dualen Inhibitor) eine defekte
B- und T-Zellentwicklung [Webb et al. 2005, Beer-Hammer et al. 2010, Subramaniam
et al. 2012]. Diese Beobachtung wird durch Ergebnisse aus p110y~/-/8P1%A Miusen
bestétigt. In diesen M&usen ldsst sich eine starke Beeintriachtigung der Thymozyten
Reifung in Verbindung mit einer Eosinophilen Inflammation der Schleimh&ute, so wie
ein massiver Anstieg von IgE im Serum beobachten [Ji et al. 2007|. Diese Reduktion der
Thymozyten lésst sich vor allem an eine Reduktion der CD4"CD8" doppelt positiven
Zellen festmachen [Swat et al. 2006].

In T-Zellen von Mausen mit einer fehlenden p110d und p101 lisst sich ein Stopp der
T-Zell Entwicklung am (3-Kontrollpunkt feststellen [Janas et al. 2010]. Diese Beobach-
tung ist identisch mit der aus Méausen in welchen die p110y und p110d fehlen. In diesen
kommt es zusétzlich zu einer erhohten Apoptose der T-Zellen. Die dabei beobachtete

Reduktion der B-Zellen ist vergleichbar mit p1106 KO Méiusen [Webb et al. 2005].
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1.5. Rolle von PI3Ks in Asthma bronchiale

1.5.1. Einfluss von PI3Ks bei Asthma

Ezeamuzie et al. und etwas spiater Kwak et al. waren die Ersten die unter Verwen-
dung der pan-Inhibitoren Wortmannin und LY-294002 einen positiven Effekt auf die
Entstehung einer bronchialen Inflammation bei Meerschweinchen und Mausen zeigen
konnten [Ezeamuzie et al. 2001, Kwak et al. 2003]. Dariiber hinaus kommt es in mit
OVA sensibilisierten und einfach OVA exponierten M#usen innerhalb von einer Stunde
zu einem signifikanten Anstieg der PI(3,4,5)P3 Produktion, welche iiber mindestens

72 Stunden anhilt [Lee et al. 2006a].

1.5.2. Rolle der PI3KYy bei Asthma

In drei Studien aus dem Jahr 2009, wurde der Einfluss der p110y auf die Entstehung
von allergischem Asthma untersucht [Lim et al. 2009, Takeda et al. 2009, Thomas
et al. 2009]. So zeigen PI3Ky KO Maiuse nach chronischer Ovalbumin Exposition einen
reduzierten Atemwegswiderstand (BHR) in Ubereinstimmung mit einer reduzierten Eo-
sinophilie in der Bronchoalveolaren Lavage Fliissigkeit (BALF) von asthmatischen KO
Mausen im Vergleich zu W'T Mausen. Damit einhergehend auch eine leichte Reduktion
der peribronchialen Inflammation [Lim et al. 2009]. In Ubereinstimmung dazu stehen
die Ergebnisse von Takeda et al. nach dreimaliger Ovalbumin Exposition. Es konnten
keine Unterschiede in den spezifischen IgE, sowie IgG1 Leveln gemessen werden [Take-
da et al. 2009]. In Untersuchungen an zweifach Ovalbumin exponierten Méusen konnte
eine identische Reduktion von Zellen in der BALF gezeigt werden [Thomas et al. 2009).
Im Gegensatz zu den Daten von Takeda et al., konnte jedoch keine Reduktion der IL-5
Spiegel nachgewiesen werden.

Fiir die BHR ist in der Regel die glatte Atemwegsmuskulatur (ASM; ,airway smooth
muscle) verantwortlich. Nach Verwendung eines unspezifischen Stimulus (in diesem
Fall Acetylcholin) an mit PI3Ky Inhibitor IT behandelten Trachealschnitten konnte ei-
ne deutliche Reduktion der Kontraktion der ASMs, durch eine Veréinderung der Ca?"
Oszillation innerhalb der ASM gezeigt werden [Jiang et al. 2010]. In einem durch IL-13
induzierten BHR Mausmodel konnte zusétzlich ein Reduktion der BHR durch die Ap-

plikation eines PI3Ky Inhibitors gezeigt werden |Jiang et al. 2012].

20



1.5.3. Rolle der PI3K bei Asthma

Verwendung von IC87114 bewirkt in OVA asthmatischen M&usen eine deutlich redu-
zierte Inflammation durch eine Reduktion von infiltrierenden Leukozyten, Eosinophilen
und Neutrophilen Granulozyten. Damit einhergehend kommt es zu einer Reduktion
der IL-4, TL-5 und IL-13 Produktion. Untermauert wird dieser Effekt durch eine si-
gnifikante Reduktion von sekretierten OVA spezifischem IgE und einer Reduktion der
BHR [Lee et al. 2006a, b|. Milzzellen von allergischen pl1105©?104/C910A Nysen zei-
gen nach in vitro Stimulation eine reduzierte Th2 Zytokinantwort, aber eine verstéirkte
Thl Antwort. Trotz dieses ,,Thl Shifts“, kann eine reduzierte Infiltration von Zellen
in die BALF sowie eine Reduktion der BHR beobachtet werden [Nashed et al. 2007].
Inhibition, aber auch Inaktivitit der p1108 (p1108C910A/C910A) hewirkt eine erhohte IgE
Produktion, einhergehend mit einer reduzierten IgM und IgG1 Sekretion nach OVA all-
ergischer Asthma Induktion [Zhang et al. 2008]|. In einer Studie mit IC87114, welches
nach Allergenexposition Mausen verabreicht wurde, konnte eine deutliche Reduktion
einer Allergen vermittelten Infiltration von Zellen in die BALF festgestellt werden.
Diese Reduktion geht einher mit einer reduzierten BHR und reduzierter 1L-4, 1L-5,
I1-13, IL-17 und KC Expression [Park et al. 2010]. In einem durch Kakerlaken Anti-
gen (CRA; ,cockroach antigen®) induzierten allergischen Asthma lisst sich bei Mausen
unter Verwendung von IC87114 ebenfalls eine signifikant reduzierte Eosinophilie, mit

einer reduzierten Adhésion an VCAM-1 und ICAM-1 feststellen [Kang et al. 2012].

1.5.4. Einfluss der PI3Ky/6 in Asthma

Durch die teilweise identische Aktivierung (z.B. RAS) der PI3Ky und PI3KS? ist es
naheliegend duale Inhibitoren spezifisch fiir die beiden PI3Ks zu entwickeln und zu
erforschen. Zur Untersuchung des Einflusses dieser beiden PI3Ks auf die Entwicklung
eines allergischen Asthmas wurden verschiedene Inhibitoren entwickelt und getestet
[Doukas et al. 2009, Winkler et al. 2013].

Mit TG100-115 wurde ein positiver Effekt auf die Entstehung von allergischem Asthma,
mit einer reduzierten Eosinophilie und einer verringerten BHR, sowie ein positiver
Effekt auf die Infiltration von Neutrophilen in einem COPD Model gezeigt [Doukas
et al. 2009]. Der zweite duale Inhibitor IPI-145 konnte vergleichbare Ergebnisse in
einem OVA vermittelten allergischen Asthma bei Ratten zeigen |Winkler et al. 2013].
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1.6. Therapeutischer Einsatz von PI3K Inhibitoren

In den letzten Jahren haben viele Pharmafirmen sich an der Entwicklung von PI3K
Inhibitoren versucht [Ito et al. 2007, Discovery 2014b|. Trotz einiger Riickschlige sind
viele namhafte Firmen (u.a. Bayer, Fujifilm, Gilead, GlaxoSmithKline, Takeda, Nestlé,
Novartis, Genentech/Roche, Sanofi), vor allem im Bereich der Krebstherapie an kli-
nischen Studien beteiligt [Discovery 2014b, Fruman and Rommel 2014|. Im Fall von
Idelalisib (CAL-101; Handelsname: Zydelig®), einem p1108 Inhibitor ist inzwischen ein
erster PI3K Inhibitor fiir die Behandlung von wiederkehrender chronischer lymphati-
scher Leukémie (CLL), kleinzelligem B-Zell Lymphom und dem follikuldren B-Zell
non-Hodgkin-Lymphom zugelassen |Discovery 2014al|. IC87114 scheint dariiber hinaus
auch ein vielversprechender Kandidat fiir die Therapie von weiteren, auch soliden Tu-
moren zu sein [Ali et al. 2014].

Neben diesen Krebstherapeutika, sind aber wie anhand der oben genannten Studien mit
den dualen PI3K Inhibitoren und Atemwegserkrankungen zu sehen ist (TG100-115 von
TargeGen, Inc.; IPI-145 (Duvelisib) von Infinity Pharmaceuticals, Inc.) immer noch Un-
ternehmen am therapeutischen Einsatz solcher Inhibitoren interessiert. Weitere Firmen
mit solchen PI3K Inhibitoren in ihren Pipelines sind u.a. Celon Pharma (CPL-302-201),
GlaxoSmithKline (GSK2269557), Rhizen Pharmaceuticals SA (RP6503) und Almirall
(LAS194223) (Daten vom ERS Kongress Miinchen 2014 und Firmenhomepages Stand
Mai 2016).

1.7. Methoden zur Lungenfunktionsanalyse

Zur Untersuchung der Lungenfunktion beim Menschen wird neben der Bestimmung
des Peak-Flows, vor allem die Spirometrie ( kleine Lungenfunktion®, lat. spirare, at-
men) verwendet. Wird eine umfangreichere Funktionsbestimmung nétig, so wird die
Bodyplethysmographie verwendet [Helmholtz Zentrum Miinchen - Lungeninformati-
onsdienst 2015|. Fiir alle drei Methoden ist eine aktive Mitarbeit des Patienten notig.
Da bei Versuchstieren nicht von einer aktiven Mitarbeit ausgegangen werden kann,
miissen fiir die Untersuchung der Lungenfunktion z.B. bei Médusen angepasste Metho-
den verwendet werden. In der Praxis haben sich dabei vor allem vier Methoden analog

zur Bodyplethysmographie, sowie ein ex vivo Modell etabliert.
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1.7.1. Ganzkorperplethysmographie

Analog zu der Lungenfunktionsmessung beim Menschen lisst sich die Lungenfunktion
bei kleinen Versuchstieren ebenfalls mittels einer Ganzkorperplethysmographie mes-
sen. Da die Maus aber anders als der Mensch nicht gezielt iiber das Mundstiick atmet,
kann nur die Verinderung des Kammerdrucks durch die Atmung der Tiere gemessen
werden [Lim et al. 2014]. Bedingt durch die Bewegung der Tiere, sind alle fiir die Lun-
genfunktionsmessung relevanten Werte Pseudowerte. Ein grundsétzlicher Vorteil bei
dieser Methode ist, dass die Versuchstiere nach einer Eingewhnungsphase iiber einen
langeren Zeitraum, mit entsprechenden Pausen, mehrfach vermessen werden kénnen.
Zusitzlich ist eine Aerosolexposition mdoglich (Personliche Kommunikation mit Claire

Pettoello, emka TECHNOLOGIES).

1.7.2. Fixierte (,,restrained”) Plethysmographie

Bei der fixierten Plethysmographie wird das Versuchstier in einer zweigeteilten Mess-
kammer fixiert (Kopfbereich und Korper). Durch die direkte Messung des Luftflusses im
Kopfbereich der Kammer und der Druckverdnderung in der Kérperkammer lassen sich
viele Lungenfunktionsparameter ,real“ messen |[DeLorme and Moss 2002|. Von Vorteil
ist dabei, dass sich nach einer Trainingsphase die Tiere mehrmals vermessen lassen.
Bedingt durch die Fixierung der Tiere sind die Versuche stark in der Messzeit limi-
tiert und fiir die Tiere trotz Training mit erheblichem Stress verbunden (Personliche

Kommunikation mit Claire Pettoello).

1.7.3. Fixierte Plethysmographie unter Narkose

Die fixierte Plethysmographie (s. 1.7.2) lisst sich auch unter Narkose durchfiihren.
Durch die Narkose ist es moglich ohne grofies Leiden fiir die Tiere bronchokonstriktive
Versuche durchzufithren. Problematisch bei Versuchen an narkotisierten Tieren, kann
ein moglicher Effekt der Narkose auf die Atmung und den Kreislauf des Tieres sein.
Zusétzlich sind die Untersuchungen zeitlich durch die Narkose limitiert (Personliche

Kommunikation mit Claire Pettoello).
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1.7.4. flexiVent unter Narkose

In den letzten Jahren hat sich Scireqs flexiVent zum Goldstandard bei der Untersuchung
der Lungenfunktion bei Labornagern etabliert (1997 - Mai 2016 ca. 2000 Publikation
in Google Scholar). Beim flexiVent wird die Maus wie bei der fixierten Plethysmogra-
phie unter Narkose (s. a. 1.7.3) in eine zweigeteilte Kammer eingespannt. Der grofse
Vorteil der flexiVent Apparatur sind die Algorithmen die die Hard- und Software der
Apparatur liefern. Diese Algorithmen erlauben es einen grofsen Bereich von verschiede-
nen Messungen durchzufiihren und dadurch direkt eine Unterscheidung verschiedener
Lungenerkrankungen an Hand der Messwerte (Personliche Kommunikation mit Claire

Pettoello).

1.7.5. Lungenfunktionsanalyse mittels IPL

Eine weitere Methode zur Untersuchung der Lungenfunktion bei kleinen Versuchstieren
(vor allem Mé&use und Ratten), ist die isolierte, perfundierte und ventilierte Lunge
(IPL) |Held et al. 1999]. Ein wesentlicher Vorteil dieser Methode ist, dass sich die
Lunge isoliert, also ohne den Einfluss des Thorax (Muskeln und Rippen) untersuchen
lasst. Dies erlaubt die Messung der Lungenfunktion unter definierten Bedingungen.
Durch die Freilegung der Lunge aus dem Thorax (in situ Préparation (s.a. 5.1)), kann
der Atemwegswiderstand ohne Restriktionen durch den Brustkorb untersucht werden.
Dadurch eignet sich die IPL vor allem zur Analyse von Erkrankungen, bei welchen die
Bestimmung des Atemwegswiderstandes und der Lungenelastizitdt von Bedeutung ist.

Dazu zdhlen vor allem konstriktive Atemwegserkrankungen wie Asthma.
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2. Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Etablierung einer ex vivo Lungenfunktions-
analyse am Institut zur Untersuchung von Krankheitsmodellen und Therapieanséitzen
fiir Lungenerkrankungen. Dazu wurde die isolierte, ventilierte und perfundierte Lunge
(IPL) nach Held et al. verwendet [Held et al. 1999]. Um eine bronchiale Hyperreagibi-
litdt in der Mauslunge zu untersuchen muss zusétzlich ein Methacholintest fiir die TPL
und die verwendeten Mausstdmme eingefiihrt werden.

Da im Rahmen der IPL die Lunge als Blutfreies, isoliertes Organ untersucht wird, miis-
sen entsprechende Perfusionspuffer fiir die Messung getestet werden. Da Versuche mit
Ovalbumin als Allergen durchgefiihrt werden, bietet sich Hydroxyethylstiarke (Hes) als
Plasmaexpander fiir die Perfusate an.

In verschiedenen Mausmodellen soll die Funktionalitit der IPL fiir die Untersuchung
von Krankheitsbildern und méglicher Therapieanséitze in der Mauslunge getestet wer-
den. Dazu sollen SP-B defiziente Méuse mittels mRNA Therapie behandelt und im
Anschluss der Therapieerfolg iiber eine Lungenfunktionsmessung iiberpriift werden.
Zur Untersuchung von Atemwegserkrankungen, vor allem von allergischem Asthma und
einer damit einhergehenden Atemwegsentziindung sollen drei unterschiedliche Proto-
kolle am Institut etabliert werden. Ein kurzes Protokoll mit intranasaler Ovalbumin
Exposition, eine ldngeres Protokoll mit Exposition gegen ein Ovalbumin Aerosol und
ein Protokoll unter Verwendung von HDM als Allergen.

Unter Verwendung dieser Protokolle sollen Therapieoptionen auf Basis von mRNA The-
rapien (Forp3, Tirl, 2, 6¢) mittels IPL untersucht werden. Als weiteres Werkzeug zur
Aufklarung von genetischen Ursachen fiir die Krankheitsentstehung und Aufklarung
moglicher Therapieziele bieten sich gendefiziente Mause an. Innerhalb dieses Teiles der
Arbeit soll der Einfluss der MAPK p38y auf die Entstehung eines OVA induzierten

Asthmas hin untersucht werden.
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Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung der PI3K Isoformen p110y
und p110d und ihr Einfluss auf die Entstehung eines allergischen Asthmas. Zur detail-
lierten Untersuchung der zu Grunde liegenden immunologischen Antwort nach experi-
menteller Ovalbumin Exposition soll fiir diese Mause neben der IPL auch eine Methode
zur Gewinnung der Bronchoalveolaren Lavage Fliissigkeit am Institut etabliert werden.
Die Bronchoalveolare Lavage soll auf ihre zelluldre Zusammensetzung, ihre Zytokine
und ihren Kohlehydratanteil (als Messgrofe fiir die Verschleimung der Lunge) hin un-
tersucht werden. Die von der BALF befreiten Lungen der M&use sollen, wie auch die
BALF Zellen mittels Durchflusszytometrie untersucht werden. Dariiber hinaus sollen
die Lungen der OVA allergischen Méuse auf ihre Lungenfunktion mit Schwerpunkt
auf der bronchialen Hyperreagibilitdt hin untersucht werden. Diese Lungen sollen im
Anschluss histologisch untersucht werden. Der Schwerpunkt in diesem Teil der Arbeit
soll dabei auf der Analyse der p110y/867/~ Miuse im Vergleich zu den einzeldefizienten

Méausen liegen.
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3. Material

3.1. Bezugsquellennachweis

3.1.1. Gerate

Gerat

Hersteller

Einbettform (Metall)

Eppendorf Multipette® plus
Eppendorf Research Pipetten
Eppendorf Zentrifuge 5417R
Eppendorf Zentrifuge 5810R

FACS Canto II (Blau, Rot, Violett)
Fasspinzette fiir Gewebe und Tumo-
re Nr. 2, 90 mm

Ismatec Peristaltikpumpe

Isolierte, perfundierte und ventilier-
te Lunge

Macro Pipettierhelfer

Mastercycler gradient

Mikro Irisschere 9 cm

Mikrotom RM2155
MilliQ)
Mini-K Thermometer NiCr-Ni

Neubauer Zahlkammer

Osmomat 030

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Hammacher, Solingen, Deutschland

Ismatec, Wertheim, Deutschland

Hugo Sachs Electronics, March-Hugstetten,
Deutschland

Brand, Wertheim, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Schreiber® Instrumente, Fridingen, Deutsch-
land

Zeiss, Jena, Deutschland

Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland
Dostmann Electronic, Wertheim-Reicholz-
heim, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

gonotec, Berlin, Deutschland
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Gerit

Hersteller

PARI BOY® SX Kompressor

PARI LC SPRINT Vernebler (rot)
peqSTAR 2X Thermocycler
Plexiglaskammer (H x B x T: 200 x
200 x 305 mm)

Prézisionswaage BP221 S

QIAxcel System

Silikonplatte mit Mulde (60 x 80
mm)

Shake Temp SW22

Sonorex Super RK510

Tecan Sunrise Reader™
Trachealkaniile (oD 1,3 mm, iD 1,0
mm)

Trockenschrank U30ii

Uni Protect

Vortex Reax 1

Zeiss Primo Vert

Zeiss Axio Image.M2 Mikroskop
Zytozentrifuge Cellspin 1T R (CS2-
12-R)

3.1.2. Chemikalien

Substanz

Pari, Starnberg, Deutschland

Pari, Starnberg, Deutschland

Peqlab, Erlangen, Deutschland

Hugo Sachs Electronics, March-Hugstetten,
Deutschland

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Hugo Sachs Electronics, March-Hugstetten,
Deutschland

Julabo, Seelbach, Deutschland

Bandelin, Berlin, Deutschland

Tecan, Crailsheim, Deutschland

Hugo Sachs Electronics, March-Hugstetten,
Deutschland

Memmert, Schwabach, Deutschland

Ehret, Emmendingen, Deutschland
Heidolph, Schwabach, Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland

Tharmac, Marburg, Deutschland

Hersteller

300 mOsmol/kg Kalibrierstandard
3K Antidot (Atipamezol, Flumaze-
nil, Naloxon)

3K Narkose (Fentanyl, Medetomi-
din, Midazolam)

10x Tris Buffered Saline

Alignment Marker (15-3000 bp)
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gonotec, Berlin, Deutschland

Tierédrztlicher Dienst, Tiibingen, Deutschland

Tierérztlicher Dienst, Tiibingen, Deutschland

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland



Substanz

Hersteller

Aluminiumhydroxid (AlyO3)
Ammoniumchlorid

AMPUWA

BSA (Fraktion V)
Calciumnitrat 4*H,0O
D(+)-Glucose 99,5 % SigmaUltra
Dinatriumhydrogenphosphat
Dinatriumhydrogenphosphat
12*H50

Dispase

DMEM High Glucose (4,5 g/1)
DNase I

BioWhitacker DPBS

DPBS (-Ca?", -Mg?")

EDTA

Eisessig

Entellan® Neu
Erylysepuffer

Ethanol (99 %) VG MEK

FBS

Gelatine

Giemsa Stain, Modified Solution
GlutaMAX™ Supplement 200 mM
Glutathion (red.)

HBSS

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Fluka, Taufkirchen, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Corning, Kaiserslautern, Deutschland

GE Healthcare, Pasching, Osterreich

Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland
Lonza, Kéln, Deutschland

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf,
Deutschland
Gibco™  Life
Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
VWR, Bruchsal, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Technologies, Darmstadt,

c-c-pro, Oberdorla, Deutschland

SAV Liquid Productions GmbH, Flintsbach
am Inn, Deutschland

Gibco™  Life Technologies, Darmstadt,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Life Technologies, Taufkirchen, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Biochrom AG, Berlin, Deutschland
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Substanz

Hersteller

HDM
Heparin-Natrium-25000
Hes 200/0.,5

Hes Perfusionspuffer (Borstel I)
Hes Perfusionspuffer

IGEPAL CA-630

IMDM (+HEPES, +L-Glutamin)

Imject™ Alum

Immersol 518F
Infukoll® HES 200/0,5 6 %

Isotone Kochsalzlosung 0,9 %

Kaliumechlorid

Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydrogencarbonat
Kollagenase /Dispase

Kollagenase D

Kollagenase Type I
L-Alanyl-L-Glutamin 200 mM
Magnesiumsulfat 7*H,O
May-Griinwald Stain 0,25 % w/v
MEM Amino Acids (50x)

MEM Non Essential Amino Acids
(100x)

30

Greer Laboratories, Lenoir, USA
Ratiopharm, Ulm, Deutschland
Serumwerk Bernburg, Bernburg (Saale),
Deutschland

Serag-Wiessner KG, Naila, Deutschland

Uni Apotheke, Tiibingen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Lonza, K6ln, Deutschland

Gibco™  Life Technologies, Darmstadt,
Deutschland

Pierce™ Thermo Scientific, Darmstadt,
Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland

Serumwerk Bernburg, Bernburg (Saale),

Deutschland

Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Fluka, Taufkirchen, Deutschland

Fluka, Taufkirchen, Deutschland

Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland
Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Fluka, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Gibco™  Life Taufkirchen,
Deutschland

PAA, Pasching, Osterreich

Gibco™  Life
Deutschland

Technologies,

Technologies, Taufkirchen,



Substanz

Hersteller

MEM Vitamine (100x)

Methacholinchlorid

Methanol AnalaR NORMAPUR
Mucasol®

Mucocit®-T

Na-Pentobarbital
Natriumcarbonat

Natriumchlorid

Natriumhydrogencarbonat

Natronlauge 10 N
Nuklease freies Wasser
Ovalbumin
Paraplast®
PAS-Farbekit
Periodsaure

Proteinase K

Roti® Histofix 4 %
Roti® Histol

RPMI-1640 (ohne L-Glutamin und

Phenolrot)
Salzsdure 1 N
Salzsiure 37 %
Schwefelsdure
TMB Substrat Kit

Tris ultrapur

PAA, Pasching, Osterreich

Gibco™ Life Technologies, Taufkirchen,
Deutschland

PAA, Pasching, Osterreich
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
VWR, Bruchsal, Deutschland

Schiilke, Norderstedt, Deutschland
Schiilke, Norderstedt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Fluka, Taufkirchen, Deutschland

Fluka, Taufkirchen, Deutschland

VWR, Bruchsal, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Fluka, Taufkirchen, Deutschland

Fluka, Taufkirchen, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Leica, Wetzlar, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
GeneON, Ludwigshafen am Rhein, Deutsch-
land

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
PAA, Pasching, Osterreich

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Thermo Scientific, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
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Substanz

Hersteller

Triton-X
Trypanblau
Tween 20

3.1.3. Verbrauchsmaterial

Material

Serva, Heidelberg, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Hersteller

0,75 ml Non coded Tubes U-bottom
in Loborack

5 ml Serologische Pipette

10 ml Serologische Pipette

15 ml CELLSTAR® PP Réhrchen
25 ml Serologische Pipette

50 ml CELLSTAR® PP Réhrchen
70 pum Cell Strainer (Nylon)

70 um Cup Filcons

BD Microlance™ 3 (26G x 3 0,45
mm x 13 mm)

BD Plastipak™ Luer 1 ml
Cryo.s'™ PP

Cytotréger, beschichtet
Deckglisschen 18x18 mm # 1
Deckglisschen 24x60 mm # 1
ELISA Platte, half area 96 well, high
binding

Eppendorf PCR Tubes 500 pl
Faltenfilter MN 615 § @ 150 mm
Feather Microtom-Klingen R35
Injekt®-F (1 ml)

Injekt® 5 ml

Injekt® 10 ml

Injekt® 20 ml
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Micronic, Lelystad, Niederlande

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland
Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland
Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland
Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland
Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland
BD Falcon®, Heidelberg, Deutschland

BD Falcon®, Heidelberg, Deutschland

BD, Heidelberg, Deutschland

BD, Heidelberg, Deutschland

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland
Tharmac, Marburg, Deutschland
Menzel-Glésser, Braunschweig, Deutschland
Menzel-Glésser, Braunschweig, Deutschland

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland

pfm medical AG, Ké&ln, Deutschland
B.Braun Melsungen, Melsungen, Deutschland
B.Braun Melsungen, Melsungen, Deutschland
B.Braun Melsungen, Melsungen, Deutschland
B.Braun Melsungen, Melsungen, Deutschland



Material

Hersteller

Klarbodenplatten (schwarz)

Minisart® Sterilfilter 0,20 uM
Rotilabo® Einbettkassetten
Rotilabo®-Einmal-Wigeschalen
PARI BOY® SX Year Pack
Pasteur-Pipetten Glas (150 mm)
PCR 8er-CapStrips

PCR KOMBI 8er-Strips, 0,2 ml

Petrischale, PS, 60/15 mm
Piercable TPE capcluster
Pipettenspitzen, 20 ul
Pipettenspitzen, 200 pl

Pipettenspitzen, 1000 pl

QIAxcel DNA Screening Kit
Rundboden Roéhrchen (12 x 75 mm)
PS (FACS Réhrchen)

Safe-Lock Tubes 0,5 ml

SafeGuard Filter Tips 1-200 pl
SafeSeal-Tips PreCision 1000 ul

SafeSeal Gefaf 1,5 ml
SafeSeal Gefas 2 ml
Silikonschlauche fiir IPL

SuperFrost® Plus Objekttriger
Tygonschlauch R3607 (iD: 0,89 mm,
Wand: 0.86 mm)

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Pari, Starnberg, Deutschland

VWR, Bruchsal, Deutschland

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland
Micronic, Lelystad, Niederlande

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland
Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

BD Falcon®, Heidelberg, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Peqlab, Erlangen, Deutschland

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Hugo Sachs Electronics, March-Hugstetten,
Deutschland

R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland
IDES Health & Science GmbH, Wertheim,
Deutschland
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Material Hersteller

Tygonschlauch R3607 (iD: 1,22 mm, | IDES Health & Science GmbH, Wertheim,

Wand: 0.86 mm) Deutschland

Venisystems™ Butterfly 21G Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden,
Deutschland

3.1.4. Kits

Kit Hersteller

BD OptEIA™ Mouse IgE ELISA
Set

FIX & PERM® Cell Permeabilizati-
on Kit

Mouse GM-CSF ELISA MAX™
Standard

Mouse IL-4 DuoSet ELISA

Mouse IL-5 ELISA MAX™ Stan-
dard

Mouse IL-10 ELISA MAX™ Stan-
dard

Mouse IL-13 ELISA Ready-SET-
Go!®

Mouse IL-17A ELISA MAX™ Stan-
dard

Transcription Factor Buffer Set
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BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

BioLegend®, Fell, Deutschland

R&D Systems, Abingdon, Grofbritannien
BioLegend®, Fell, Deutschland

BioLegend®, Fell, Deutschland
eBiosciences, Frankfurt am Main, Deutsch-
land

BioLegend®, Fell, Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland



3.1.5. Antikorper

Antikérper Klon Hersteller
ELISA Antikérper
Ovalbumin (Monoclonal An- | 2C6 AbD Serotec®, Puchheim, Deutschland

tibody)

FACS Antikorper

Purified Rat
CD16/CD32 (Mouse BD Fc

anti-Mouse

Block™)

Pacific Blue™  Hamster
anti-Mouse CD3e
PerCP-Cy™5.5  Hamster
anti-Mouse CD3e
APC-Cy7™  Rat  anti-
Mouse CD4

Pacific Blue™ Rat anti-

Mouse CD4

V500 Rat anti-Mouse CD8«x
PE-Cy7™ Rat anti-Mouse
CD11b

V450 Rat anti-Mouse CD19
FITC Rat anti-Mouse CD25
PE/Cy7 anti-Mouse CD357
(GITR)

FITC anti-Mouse F4/80
APC anti-Mouse FR4

PE anti-Mouse FOXP3
PE
Gata-3

anti-Human /Mouse

Ly-6G (Gr-1)

anti-Mouse

APC

2.4G2

500A2

145-2C11

GK1.5

RM4-5

53-6.7
M1/70

1D3

7D4
YGITR
765

BMS
eBiol12A5

MF-14
TWAJ

RB6-8C5

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

BioLegend®, Fell, Deutschland

BioLegend®, Fell, Deutschland

eBioscience,  Frankfurt am  Main,
Deutschland

BioLegend®, Fell, Deutschland
eBiosciences, Frankfurt am  Main,
Deutschland

eBiosciences, Frankfurt am  Main,
Deutschland
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Antikorper Klon Hersteller

PerCP/Cy5.5  anti-Mouse | PK136 BioLegend®, Fell, Deutschland
NK-1.1

APC anti-Mouse RORyt B2D eBiosciences, Frankfurt am  Main,
Deutschland

PE Rat anti-Mouse Siglec-F | E50-2440 | BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

FITC anti-T-bet 4B10 BioLegend®, Fell, Deutschland

3.1.6. Oligonukleotide

Name Oligonukleotid Hersteller Verwendung

NeopA YCTGCTCTTTACTGAAGG- Biomers.net | p110y KO
cTC?

PI3DN 'CAACTTCCAGTAATGCA- Biomers.net | pl10y WT &
GGCY KO

PI3UP YGGAGAACTATGAACAAC- Biomers.net | p110y WT
CGG¥

Prl ' AATAGCATGAGGTTGGCC- Biomers.net | p1105 WT &
CAAY KO

Pr2 YTGAGATGCTGTGCAAGACT- | Biomers.net | p1106 WT
GTGY

Pr3 YAACCACACTGCTCGACATT- | Biomers.net | p1105 KO
GGGTY

Alle Oligonucleotide wurden von Biomers.net, Ulm, Deutschland, im Mafstab XS
in lyophilisierter Form bezogen und entsprechend den Angaben des Herstellers in

Nuklease freiem Wasser (Qiagen, Hilden, Deutschland) gelost.
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3.1.7. PCR Master Mix

PCR Master Mix

Hersteller

QIAGEN Multiplex PCR Kit

TopTaq Master Mix Kit

3.1.8. Software

Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Software Version Hersteller

Adobe Ilustrator C4 14.0.0 Adobe Systems Software Ireland Limi-
ted, Dublin, Republik Irland

BD FACSDiva Software 6.1.3 BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

CorelDRAW X4 14.0.0.701 | Corel GmbH, Miinchen, Deutschland

FlowJo 7.6.1 FlowJo, Ashland, USA

GraphPad Prism 5.01 GraphPad, La Jolla, USA

IPL Makro fiir Excel 0.2 Andreas Daul, Tiibingen, Deutschland

MiKTeX (64-Bit) 2.9.5721 Christian Schenk, Berlin, Deutschland

HSE-HA Pulmodyn W 1.1.1.202 Hugo Sachs  Electronics, = March-

(32) Hugstetten, Deutschland

Magellan™ 7.1 SP1 Tecan, Crailsheim, Deutschland

Mendeley Desktop 1.16.1 Mendeley Ltd., London, Grofbritannien

MS Office 2007 - Microsoft, Unterschleifheim, Deutsch-
land

QIAxcel ScreenGel 1.0.0 Qiagen, Hilden, Deutschland

TeXnicCenter (64-Bit) 2.02 The TeXnicCenter Team
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3.2. Stammlosungen und Puffer

Die Losungen wurden, soweit nicht anders angegeben frisch angesetzt.

Bezeichnung Zusammensetzung

3K Antidot 3 ml Naloxon (Narcanti®)

(Tierdrztlicher Dienst 5 ml Flumazenil (Anexate®)

Tiibingen) 0,5 ml Atipamezol (Antisedan®)
1,5 ml AMPUWA®

—> 10 ml/kg KGW
2 ml Aliquot bei -20 °C aufbewahren

3K Narkose 1 ml Fentanyl

(Tierdrztlicher Dienst 1 ml Midazolam (Dormicum®)

Tiibingen) 0,5 ml Medetomidin (Domitor®)
7,5 ml AMPUWA®

—> 10 ml/kg KGW
2 ml Aliquot bei -20 °C aufbewahren

Assay Verdiinner 10 % (v/v) FBS bzw. FCS (hitzeinaktiviert)
DPBS
Auffangmedium 10 % (v/v) FBS bzw. FCS (hitzeinaktiviert)
DPBS
Beschichtungspuffer 0,84 g Natriumhydrogencarbonat
(BioLegend) 0,356 g Natriumcarbonat
100 ml MilliQ
Mit 10 N Natronlauge auf pH 9,5 eingestellt
Beschichtungspuffer 0,1 M Natriumcarbonat
(IgE ELISA) Natriumcarbonat angesetzt aus:
0,713 g Natriumhydrogencarbonat
0,159 g Natriumcarbonat
100 ml MilliQ

Mit 10 N Natronlauge auf pH 7,4 eingestellt
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Bezeichnung

Zusammensetzung

Borstel I & Uni-Apotheke
T1iibingen

40 g Poly(O-2-hydroxyethyl)stéarke (200/5)

(Substitutionsgrad 0,5, mittleres Mo-

lekulargewicht 20.000)

0,1lg Calciumnitrat 4*H,O

04¢g Kaliumchlorid

0,1g Magnesiumsulfat 7*H,O

6g Natriumchlorid

2 g Natriumhydrogencarbonat

2,02 ¢g Dinatriumhydrogenphosphat 12*H50
22¢g Glucose-Monohydrat (Ph.Eur.)
0,001 g Glutathion (red.)

Mit AMPUWA® auf 1 1 aufgefiillt
Fertige Losung bei 4 °C lagern

EDTA Stammlosung
(0,5 M)

14,612 g EDTA

170 ml MilliQ

Mit 10 N Natronlauge auf pH 8.0 einstellen
Auf 200 ml mit MilliQQ auffiillen

Losung durch 0,22 um Filter sterilfiltrieren
Bei 4 °C fiir 6 Monate haltbar

Erythrozytenlyse- 155 mM Ammoniumchlorid
puffer 10 mM Kaliumhydrogencarbonat
0,1 mM EDTA
Losung durch 0,22 pm Filter sterilfiltrieren
Bei 4 °C fiir 6 Monate haltbar
FACS Puffer 2% (v/v) FBS bzw. FCS (hitzeinaktiviert)
Medium oder DPBS
Lysepuffer fiir 500 mM Kaliumchlorid
Genotypisierung 100 mM Tris ultrapur pH 8,3

0,1 mg/ml Gelatine
1% (v/v) IGEPAL CA-630/NP-40
1% (v/v) Tween 20

39



Bezeichnung Zusammensetzung

10 ml Aliquot bei -20 °C lagern

Vor Verwendung zusetzen

50 pg/ml Proteinase K Stammlésung
Fertige Losung bei 4 °C lagern

Glutathion 10 pug Glutathion (red.)
Stammlésung 1 ml DPBS
(0,1 g /ml) Losung bei -20 °C aufbewahren
HDM- 100 pg HDM
Intranasallésung 50 pl DPBS
Heparinlésung 50 % (v/v) 5.000 IE Heparin
(2.500 1E /ml) 50 % (v/v) 0,9 % isotonische Kochsalzlosung
Losung bei 4 °C aufbewahren
Hydroxyethylstarke 1% (v/v) L-Alanyl-L-Glutamin 200 mM
Perfusionspuffer Version 1 | 2 % (v/v) MEM essentielle Aminosauren (50x)
(Borstel I) 1% (v/v) MEM nicht-essentielle Aminosduren
(100x)
1% (v/v) MEM Vitamine (100x)

0,12 g/100 ml  Natriumchlorid

in Borstel I ansetzen

Losung filtrieren und auf 37 °C bringen
pH 7,02 - 7,06 mit 1 N Salzsdure einstellen

Hydroxyethylstérke 1% (v/v) L-Alanyl-L-Glutamin 200 mM
Perfusionspuffer Version 2 | 2 % (v/v) MEM essentielle Aminosiduren (50x)
(Uni-Apotheke) 1% (v/v) MEM nicht-essentielle Aminosduren
(100x)
1% (v/v) MEM Vitamine (100x)

0,12 g/100 ml  Natriumchlorid

in Uni-Apotheke Tiibingen Puffer ansetzen
Losung filtrieren und auf 37 °C bringen
pH 7,02 - 7,06 mit 1 N Salzsdure einstellen
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Bezeichnung Zusammensetzung
Hydroxyethylstéirke 02¢g Natriumhydrogencarbonat
Perfusionspuffer Version 3 | 0,202 g Dinatriumhydrogenphosphat 12*H50
(Infukoll 6 %) 0,01 g Magnesiumsulfat 7*H,O
(pro 100 ml Puffer) 0,01 g Calciumnitrat 4*H,O
0,04 g Kaliumchlorid
0,22 g Glucose-Monohydrat (Ph.Eur.)
10 pl Glutathion (red.) (0,01 g/ml Lésung)
33,3 ml AMPUWA®

Losung filtrieren

66,7 ml

Infukoll 6 %

Zusétze frisch zugeben:

2% (v/v)
1% (v/v)

1% (v/v)
1% (v/v)
0,12 g

MEM essentielle Aminoséuren (50x)
MEM nicht-essentielle Aminosduren
(100x)

L-Alanyl-L-Glutamin 200 mM

MEM Vitamine (100x)

Natriumchlorid

Auf 37 °C bringen, pH mit 1 N Salzsdure einstellen

Hydroxyethylstarke
Perfusionspuffer Version 4
(Hes 200/0,5)

(pro 100 ml Puffer)

02¢g
0,202 g
0,01 g
0,01 g
0,04 g
0,22 g
10 wl
0,72 g
100 ml
4g

Natriumhydrogencarbonat
Dinatriumhydrogenphosphat 12*H50
Magnesiumsulfat 7*H,0O
Calciumnitrat 4*H,O

Kaliumchlorid

Glucose-Monohydrat (Ph.Eur.)
Glutathion (red.) (0,01 g/ml Lésung)
Natriumchlorid

AMPUWA®

Hes 200/0,5

Im Ultraschallbad bei 37 °C losen

Zusétze frisch zugeben:

2% (v/v)

MEM essentielle Aminoséuren (50x)
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Bezeichnung Zusammensetzung
1% (v/v) MEM nicht-essentielle Aminosduren
(100x)
1% (v/v) GlutaMAX™ Supplement 200 mM
1% (v/v) MEM Vitamine (100x)
Auf 37 °C bringen, pH mit 1 N Salzsdure einstellen
Methacholin 100 mM Acetyl-B-methylcholin Chlorid
Stammlsung 50 ml AMPUWA®
(100 mM) 100 pl Aliquot bei -20 °C lagern
Immer frisches Aliquot verwenden
Natrium- 80 mg Natrium-Pentobarbital
Pentobarbital 10 ml 0,9 % isotone Kochsalzlosung
Injektionslosung Bei 4 °C lagern
Ovalbumin- 3% (w/v) Ovalbumin
Aerosollosung 5 ml DPBS

(pro Challenge)

5 ml Aliquot bei -20 °C aufbewahren

Ovalbumin-
Injektionslosung
(200 pl pro Maus)
(20 pg/Maus)

20 pg/Maus  Ovalbumin

175 wl/Maus  DPBS

Aliquot bei -20 °C aufbewahren

Vor Injektion frisch pro 175 pul Lésung zugeben
25 ul Imject™ Alum

30 min auf Roller adsorbieren lassen

Ovalbumin-
Injektionslosung
(200 pl pro Maus)
(50 pg/Maus)

50 pg/Maus  Ovalbumin

150 ul/Maus 0,9 % isotonische Kochsalzlosung
Aliquot bei -20 °C aufbewahren

Vor Injektion frisch pro 150 ul Lésung zugeben
50 ul Imject™ Alum

30 min auf Roller adsorbieren lassen

Ovalbumin-
Intranasallésung
PBS

(ELISA)
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Bezeichnung Zusammensetzung
1,5 mM Kaliumdihydrogenphosphat
2,7 mM Kaliumchlorid
11 MilliQ

Mit 1 N Salzsdure auf pH 7,2 einstellen

PBS 137 mM Natriumchlorid

(IL-10) 8,1 mM Dinatriumhydrogenphosphat
1,5 mM Kaliumdihydrogenphosphat
2,7 mM Kaliumchlorid
11 MilliQ
Mit 1 N Salzsdure auf pH 7,4 einstellen

PBS 8g Natriumchlorid

(IL-13) 1,16 g Dinatriumhydrogenphosphat
02¢g Kaliumdihydrogenphosphat
11 MilliQ
Mit 1 N Salzsdure auf pH 7,4 einstellen

PBS (1x) 100 ml 10x PBS
900 ml MilliQ

PBS (10x) 80 g Natriumchlorid

(Igk ELISA) 116 g Dinatriumhydrogenphosphat
2g Kaliumdihydrogenphosphat
2g Kaliumchlorid
11 MilliQ

Mit 1 N Salzsdure auf pH 7,0 einstellen
Bei 4 °C fiir 6 Monate haltbar

Periodséiurelosung 50 % (w/v) Periodséure in MilliQ

(50 %) Losung bei 4 °C fiir 7 Tage stabil

Periodsaurelosung 14,4 ul 50 % Periodsaurelosung

(0,06 %) 5 ml 7% (v/v) Essigsdure
Lésung innerhalb von 30 Minuten verwenden

Proteinase K 50 mg Proteinase K

Stammlésung 1 ml MilliQ
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Bezeichnung

Zusammensetzung

Aliquot bei -20 °C aufbewahren

Reagent Verdiinnung 1% (w/v) BSA in PBS (ELISA)
(ELISAs)
RPMI-BSA 4% (w/v)  BSA
Perfusionspuffer 1% (v/v) L-Alanyl-L-Glutamin 200 mM
2% (v/v) MEM essentielle Aminosiuren (50x)
1% (v/v) MEM nicht-essentielle Aminosduren
(100x)
1% (v/v) MEM Vitamine (100x)
0,12 g/100 ml  Natriumchlorid
in RPMI-1640 (ohne L-Glutamin und Phenolrot)
ansetzen, Losung filtrieren und auf 37 °C bringen
pH 7,02 - 7,06 mit 1 N Salzsdure einstellen
Trypanblaulésung 0,4 % (w/v)  Trypanblau
50 ml DPBS

Losung bei Raumtemperatur lagern

Verdaulosung [ 5% (v/v) FBS bzw. FCS (hitzeinaktiviert)
0,2 mg/ml Collagenase D
10 pg/ml DNase I
3 ml/Lunge  IMDM
Verdaulésung I1 5% (v/v) FBS bzw. FCS (hitzeinaktiviert)
0,2 mg/ml Collagenase/Dispase
50 U/ml DNase I
2 ml/Lunge  IMDM
Verdaulésung (neu) 1 mg/ml Collagenase
10 U/ml Dispase
50 U/ml DNase I
2 ml/Lunge  DPBS
Waschpuffer 0,05 % Tween 20
(ELISAs) 1x PBS (entsprechend dem Kit)
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4. Methoden

4.1. Versuchstiere

Alle in der Tierhaltung Pharmakologie/Toxikologie der Medizinischen Fakultit der
Eberhard Karl Universitat Tiibingen geziichteten und gehaltenen Tiere wurden in ei-
ner, gemifs den nationalen Richtlinien zum Umgang mit Tieren entsprechenden Ein-
richtung, in einer SPF (,specific pathogen free“) Umgebung mit einem 12 Stunden
Tag/Nacht Wechsel gehalten. Die Tiere erhielten dabei ad libitum Zugang zu Wasser
und Nahrung und wurden soweit moglich in Gruppenhaltung gehalten. Mause wurden
bei Bedarf und Notwendigkeit vereinzelt.

Weibliche BALB/c¢ Mause zur Untersuchung des Einflusses von Fozp3-mRNA, sowie
von verschiedenen TLR-mRNAs auf die Entwicklung von Asthma bronchiale wurden
von Charles River Laboratories (Sulzfeld, Deutschland) bezogen und den entsprechen-
den Protokollen unterzogen (s.u.).

Weibliche SP-B defiziente BALB/c Miuse (SP-C rtTA/(teto); SP-B/SP-B7/") (MGI
ID: 2677858) [Melton et al. 2003] wurden in der Tierhaltung zusammen mit den ent-
sprechenden Wurfgeschwistern (,littermates) von der Arbeitsgruppe von Jun.-Prof.
Dr. Michael Kormann geziichtet.

Minnliche p38y defiziente C57BL/6J Miuse (Mapk12tm1¢nd) (MGI ID: 3615494) |Fos-
ter et al. 2012 wurden am Institut Clinique de la Souris (Illkirch, Frankreich) zusam-
men mit ihren Wurfgeschwistern geziichtet und von Prof. Dr. Romano Ricci und Dr.
Michael Mihlan zur Verfiigung gestellt. Die entsprechenden Tiere wurden fiir die Ver-
suche nach Tiibingen importiert und bis zum Versuchsbeginn in der Einrichtung fiir
Tierhygiene Tiibingen gehalten. Ab dem ersten Eingriff wurden die Tiere in einem haus-
eigenen Scantainer (Uni Protect; Ehret, Emmendingen, Deutschland) bis zum finalen

Versuch gehalten.
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Die ménnlichen p110y (Pik3cg!™!'™y™) (MGI ID: 1858012) [Hirsch et al. 2000], p110&
(Pik3cd'™Lnl) (MGI ID: 2446574) [Jou et al. 2002] und p110y/d [Beer-Hammer et al.
2010] Mause wurden in der Tierhaltung zusammen mit den entsprechenden Wurfge-
schwistern geziichtet. Um den Inzuchtskoeffizienten moglichst gering zu halten, wurden
die Méause regelméfig auf C57BL/6N Miuse von Charles River zuriickgekreuzt. Alle
fiir Versuche aus der eigenen Zucht verwendeten Méause waren maximal aus Generation

F'3.

4.1.1. Ethik und Genehmigungen

Alle Tierversuche wurden in strikter Ubereinstimmung mit den Empfehlungen fiir die
Arbeit und den Umgang mit Labortieren (,Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals®) der FELASA (,Federation of European Laboratory Animal Science Asso-
ciation), sowie den entsprechenden deutschen Tierschutzgesetzen durchgefiihrt. Fiir
alle durchgefiihrten experimentellen Arbeiten liegen die entsprechenden Genehmigun-
gen durch das Regierungsprisidium Tiibingen vor. Zur Untersuchung von Basalwerten
in pl110 defizienten Méausen lagen die Anzeigen vom 26.11.2009 und 06.12.2013 vor.
Fiir die Asthmastudien in p110 defizienten Méusen die Genehmigungen PH4/11 und
PH3/12. Fiir die Untersuchung des Einflusses von Fozp3-mRNA auf die Entstehung von
allergischem Asthma die Genehmigungsnummer K1/11. Genehmigungsnummer K4/12
bezieht sich auf die Untersuchung des Einflusses von TLRs auf die Entwicklung von
allergischem Asthma bronchiale. Zur Untersuchung eines Therapieansatzes auf mRNA
Basis zur Behandlung eines SP-B Defekts lag die Genehmigung K4/11 vor. Fiir die Un-
tersuchung des Einflusses der p38y Kinase auf die Entstehung von allergischem Asthma
die Genehmigung PH1/15.

Alle operativen Eingriffe, sowie die intranasale HDM Gabe an den Tieren wurden unter
addquater Anésthesie wie in den entsprechenden Versuchsteilen beschrieben durchge-
filhrt. Zusétzlich wurden alle Maknahmen ergriffen um ein mégliches Leiden der Tiere
wihrend der Versuche zu minimieren, so wurden z.B. diinne, kurze Kaniilen (26G,
0,45 mm x 13 mm; BD, Heidelberg, Deutschland) fiir alle Injektionen verwendet, sowie

alle in die Maus einzubringenden Losungen mindestens auf Raumtemperatur erwérmt.
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4.2. Genotypisierung der Mause

Mause von Kooperationspartnern (SP-B, p38y) wurden vor dem Versand getestet und
nach den Versuchen nicht mehr iiberpriift. Mause von Charles River (C57BL6 und
BALB) wurden als Wildtypen (WT) bezogen und mussten nicht genotypisiert werden.
Méuse aus der eigenen Zucht (p110y, p1108, p110y/8), wurden innerhalb von 4 Wochen
nach der Geburt genotypisiert und nach erfolgtem Versuch mittels Schwanzspitzenbi-

opsie der Genotyp bestétigt.

4.2.1. Lyse fur Genotypisierung

Um die genomische DNA aus den Gewebeproben fiir die Genotypisierung zu erhalten
miissen diese zuerst lysiert werden. Dazu wurde die Probe (Ohr-, bzw. Schwanzspit-
zenbiopsie bei Nachgenotypisierung) fiir wenigstens 2 Stunden, besser iiber Nacht, bei
55 °C in 100 pul Genotypisierungslysepuffer lysiert. Die enthaltene Proteinase K wurde
im Anschluss fiir 15 Minuten bei 95 °C inaktiviert. Die Lysate wurden nachfolgend fiir
5 Minuten bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Der Uberstand fiir die weitere
Analyse wurde in ein frisches 1,5 ml SafeSeal Gefiafs (Sarstedt, Niimbrecht, Deutsch-

land) {iberfithrt und bis zur weiteren Analyse bei -20 °C aufbewahrt.

4.2.2. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Genotypisierung des p110y WT Allels wurde die Primerkombination PI3UP
("GGAGAACTATGAACAACCGG?") und PI3DN (¥CAACTTCCAGTAATGCA-
GGC?) verwendet. Das entsprechende KO Allel wurde mit der Primerkombination
PI3DN und NeopA (’CTGCTCTTTACTGAAGGCTC?Y) vervielfiltigt. Die PCR er-
gibt fiir das WT Allel eine Bande von 373 bp sowie 550 bp fiir das Knockout (KO)
Allel. Die Amplifikation der DNA wurde mit dem TopTaq Polymerase Kit (Qiagen,
Hilden, Deutschland) durchgefiihrt.

Zur Genotypisierung des p1106 WT Allels wurde die Primerkombination Prl (> AAT-
AGCATGAGGTTGGCCCAA?) und Pr2 (*TGAGATGCTGTGCAAGACTGTG?)
verwendet. Das entsprechende KO Allel wurde mit der Primerkombination Prl und
Pr3 (" AACCACACTGCTCGACATTGGGT?) vervielfiltigt. Die PCR ergibt fiir das
WT Allel eine Bande von 776 bp sowie 651 bp fiir das KO Allel. Die Amplifikation der
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DNA wurde mit dem Multiplex PCR Kit (Qiagen) durchgefiihrt.

Fiir die Genotypisierung der p110y/d Méuse wurden fiir jede zu untersuchende Probe
entsprechend beide PCRs angewendet.

Fiir die Amplifikation wurden jeweils die drei entsprechenden Primer (4 10 pmol)
zusammen mit 1 ul DNA Lysat verwendet und entweder 12,5 ul TopTaq MasterMix
oder Multiplex MasterMix hinzugegeben. Das finale Volumen wurde mit RNAse freiem
Wasser (aus den Kits) auf 25 pl aufgefiillt. PCRs wurden in einem Mastercycler gra-
dient (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) bzw. in einem peqSTAR 2x Thermocycler
(Peqlab, Erlangen, Deutschland) durchgefiihrt. Erhaltene PCR Produkte wurden mit-
tels eines QIAxcel System (Qiagen) elektrophoretisch aufgetrennt und dokumentiert.
Im QIAxcel System wurde dabei das QIAxcel DNA Screening Kit (Qiagen) verwendet
und mittels der QIAxcel ScreenGel Software (Qiagen) und dem Programm AM320
analysiert.

Folgende Programme wurden fiir die PCRs verwendet:

PCR Programm TopTaq32 (pl110vy) Multiplex34 (p1100)

1. Initial Step 94 °C 3 Min 95 °C 15 Min

2. Denaturierung 94 °C 30 Sek 94 °C 30 Sek

3. Annealing 60 °C 30 Sek 60 °C 1:30 Min

4. Elongation 72 °C 1 Min 72 °C 1:30 Min
32x 2-4 34x 2-4

5. Finale Elongation 72 °C 10 Min 72 °C 10 Min

4.3. Asthmamodelle

4.3.1. Ovalbumin induziertes allergisches Asthma bei Mausen

Zur Induktion von Ovalbumin (OVA; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) in-
duziertem allergischem Asthma wurde ein Protokoll von Park et al. verwendet [Park
et al. 2010|. Méannliche p110y, p1103, sowie p110y/d WT und KO Méuse im Alter von
8-10 Wochen wurden an den Tagen 1 und 14 mit 200 pul OVA-Imject™ Alum Lésung
i.p. sensibilisiert. An den Tagen 21, 22 und 23 wurden die M&use mit einer 3 % OVA-
Aerosollosung fiir jeweils 30 Minuten unter Verwendung des PARI BOY SX und dem
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PARI LC SPRINT Vernebler (roter Einsatz, 2,2 uM Partikelgrofe; Pari, Starnberg,
Deutschland) gechallenged um einen allergischen Asthma Phénotyp in der Lunge zu

etablieren. 48 Stunden nach der letzten Challenge wurden die Mause fiir die Versuche

(BAL und IPL (s.u.)) verwendet.

4.3.2. Ovalbumin induziertes allergisches Asthma bei Mausen

(kurzes Protokoll)

Im kurzen Asthma Model aus Strafburg |Gasparik et al. 2012] wurden die M&use an
drei aufeinanderfolgenden Tagen (1.-3. Tag) mit 200 ul OVA-Imject® Alum Lésung
i.p. sensibilisiert. An den Tagen 6, 7, 8 wurden die Mause mit einer i.n. Challen-
ge behandelt. Dazu wurden die Mause mit 10 pl/g Koérpergewicht (KGW) mittels
einer 3K Narkose bestehend aus Fentanyl, Midazolam und Medetomidin (Tierérztli-
cher Dienst Tiibingen) narkotisiert. Nach Erreichen der Schmerzfreiheit (Ausbleiben
des Zwischenzehenreflexes) wurde den Méusen iiber das rechte Nasenloch 25 pl OVA-
Kochsalzlosung verabreicht. Die Narkose wurde im Anschluss mit dem entsprechenden
3K Antidot (10 ul/g KGW) aus Naloxon, Flumazenil und Atipamezol (Tierdrztlicher
Dienst Tiibingen) aufgehoben. 24 Stunden nach der letzten i.n. Challenge wurden die

Mause mittels Lungenfunktionsanalyse (IPL) untersucht.

4.3.3. Induktion von allergischem Asthma mittels HDM

Die Verwendung von Hausstaubmilbenextrakt (HDM) erlaubt es in Mausen ohne Zu-
gabe eines Adjuvans einen allergischen Asthmaphénotyp zu induzieren |[Ebeling et al.
2007]. Dazu wurden die Mause dreimal im Abstand von jeweils 7 Tagen (Tag 1, 8, 15)
mit 100 ug HDM (Greer Laboratories, Lenoir, USA) in DPBS i.n. sensibilisiert. An
Tag 16 wurden die Mause mittels IPL (s.u.) analysiert.

4.4. Bronchoalveolare Lavage

Die Gewinnung der BAL wurde nach der Beschreibung von Maxeiner et al. angepasst
[Maxeiner et al. 2007]. Um die Bronchoalveolare Lavage Fliissigkeit (BALF) zu sam-
meln wurden die Mause mit 120 mg/kg Natrium-Pentobarbital (Sigma-Aldrich) eutha-
nasiert. Im Anschluss wird direkt die Bronchoalveolare Lavage (BAL) durchgefiihrt.
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Dazu wird die Maus in Riickenlage auf einer Silikonplatte (Hugo Sachs Electronics,
March-Hugstetten, Deutschland) fixiert und mittels aszendierendem ventromedianen
Hautschnitt der Bauchraum (unterhalb des Zwerchfell beginnend (unter Erhaltung des
intakten Peritoneums), der Brustkorb und die Trachea freigelegt. Nach stumpfem Ent-
fernen der Speicheldriisen und der Muskeln um die Trachea herum, wurde eine Ligatur
um die Trachea vorgelegt. Zur Lavage wurde ein T-Schnitt der Trachea mit Iris Sche-
re (Schreiber® Instrumente, Fridingen, Deutschland) durchgefiihrt und eine Trache-
alkaniile (oD: 1,3 mm, iD: 1,0 mm) (Hugo Sachs Electronics) mittels der vorgelegten
Ligatur im Trachealschnitt fixiert. Im Anschluss wurden die Méuse iiber das Eroffnen
eines grofen Gefifes (Durchtrennung der Vena renalis oder Vena cava innerhalb des
Brustraums) ausgeblutet und das Blut zur Serumgewinnung aufgefangen. Die Lunge
wurde im Anschluss viermal mit 400 pl eiskaltem DPBS (Sigma-Aldrich) gespiilt und
die anfallende Fliissigkeit (BALF) gesammelt. Um mehr Zellen zu gewinnen wurde der
Brustkorb dabei sanft massiert. Die gesammelte BALF wurde fiir 5 Minuten, bei 4 °C
und 500 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und bis zur weiteren Ver-
wendung bei -80 °C in 0,75 ml Micronic Réhrchen (Micronic, Lelystad, Niederlande)
aufbewahrt. Das Zellpellet wurde mit 500 pl FACS Puffer resuspendiert und bis zur

weiteren Verwendung auf Eis aufbewahrt.

4.5. Analyse der Lungenfunktion mittels IPL

4.5.1. Perfussionspuffer fur IPL

Die Osmolalitét aller Puffer wurde auf einen Wert von 300+£5 mOsmol/kg eingestellt.
Pro Versuch und Maus wurden 200 ml Puffer angesetzt (ausreichend fiir 3 Stunden
Versuchsdauer) und vor Verwendung auf 37 °C im Wasserbad vortemperiert und mittels

1 N Salzsdure (HCI) auf pH 7,02-7,06 eingestellt.

RPMI-BSA-Perfusionspuffer

Fiir die Etablierung der Lungenfunktionsanalyse wurde ein Perfussionspuffer auf Basis
von RPMI-1640 (ohne L-Glutamin und Phenolrot) (PAA, Pasching, Osterreich), mit
Rinderserumalbumin (BSA) als Plasmaexpander verwendet. Zur Entfernung von mog-

lichen BSA Kliimpchen wurde der Puffer vor Verwendung filtriert und im Anschluss
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entsprechend eingestellt (s.0.). Alle Perfusionsversuche mit diesem Puffer wurden mit
BSA (Fraktion V) von Serva (Heidelberg, Deutschland), L-Alanyl-L-Glutamin 200 mM

von Sigma-Aldrich, sowie den entsprechenden MEM Zusétzen von PAA angesetzt.

Hydroxyethylstarke-Perfusionspuffer Version 1 (Borstel I)

Um einen Albumin freien Puffer fiir die Asthmaversuche zu haben, wurde der Perfu-
sionspuffer Borstel I (Serag-Wiessner KG, Naila, Deutschland) fiir die ersten Versuche
verwendet. Abweichend vom RPMI-BSA Perfussionspuffer basiert der Puffer Borstel
I auf Hydroxyethylstiarke (Hes; Poly(O-2-hydroxyethyl)stérke (200/5) (Substitutions-
grad 0,5; mittleres Molekulargewicht 20.000)) als Plasmaexpander. Zusétze wurden

identisch zu den oben genannten verwendet.

Hydroxyethylstarke-Perfusionspuffer Version 2 (Uni-Apotheke Tiuibingen)

Fiir die Versuche zum Einfluss von Forp3-mRNA auf die Entwicklung von allergi-
schem Asthma bronchiale, fiir Untersuchungen der Therapieeffizienz einer Gentherapie
in SP-B defizienten Mausen, sowie fiir einen Teil der Untersuchungen zur Entwicklung
von Asthma bei p110y, p1108, sowie p110y/d defizienten M#usen wurde ein Puffer
verwendet, der von der Uni-Apotheke Tiibingen nach der Borstel I Rezeptur erstellt
wurde, da dieser nicht in geeignetem Mafsstab von Serag-Wiessner zu beziehen war. Die
Zusitze wurden identisch zum Borstel I Puffer verwendet, mussten aber im Lauf der
Versuche mit identischen Losungen von Gibco™ Life Technologies ersetzt werden, da
diese von PAA zum Zeitpunkt der Experimente nicht mehr erhéltlich waren. Die Puffer

wurden im direkten Vergleich getestet und es wurde kein Unterschied festgestellt.

Hydroxyethylstérke-Perfusionspuffer Version 3 (Infukoll® 6% HES 200/0,5)

Durch eine Anderung der Empfehlungen (Rote-Hand-Brief vom 12.11.2013) [BfArM
2013] war der durch die Uni-Apotheke Tiibingen erstellte und bezogene Puffer nicht
mehr verfiigbar. Als Ersatz wurde eine zu dem Zeitpunkt noch verfiighare Infusionslo-
sung auf Hes-Basis, Infukoll® HES 6% 200/0,5 (Serumwerk Bernburg, Bernburg (Saa-
le), Deutschland) verwendet und mit den entsprechenden Zusitzen versehen um mit
den Perfusionspuffer 1 und 2 identisch zu sein. Zuerst wurden eine Losung aus allen

Zusatzen erstellt, denn diese Salzlosung konnte nicht als 10x Stock angesetzt werden,
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da die Salze in diesen Konzentrationen nicht mehr vollstdndig l6slich waren. Die Losung
wurde immer 1-2 Tage vor Verwendung frisch angesetzt. Zum vollstdndigen Losen der
Salze wurde die Losung auf 37 °C temperiert und im Ultraschallbad bis zur vollstin-
digen Auflgsung aller Kristalle behandelt. Vor Verwendung wurde die Salzlésung mit
Infukoll® HES 6% 200/0,5 versetzt und die MEM Zusétze von Gibco™ Life Technolo-
gies, sowie L-Alanyl-L-Glutamin 200 mM von Sigma-Aldrich dem Puffer jeweils direkt
vor Verwendung zugegeben. Die Losung wurde auf 37 °C erwérmt und der pH einge-

stellt. Im direkten Vergleich wurde kein Unterschied zwischen den Puffern festgestellt.

Hydroxyethylstarke-Perfusionspuffer Version 4 (Hes 200/0,5)

Nachdem Infukoll® 6% HES 200/0,5 wegen dem Rote-Hand-Brief vom 12.11.2013
[BfArM 2013| ebenfalls nicht mehr verfiighar war, musste der Perfusionspuffer fiir alle
weiteren Versuche erneut angepasst werden. Es wurde dieselbe Rezeptur wie fiir den
Perfusionspuffer 3 verwendet, mit drei wesentlichen Anderungen. Die Natriumchlorid-
menge (NaCl, Zugabe) musste von 0,12 % (w/v) NaCl auf 0,72 % (w/v) erhoht wer-
den, um eine identische Osmolalitit zu erreichen. Die fertige Hes-Losung wurde durch
HES 200/0,5 (Serumwerk Bernburg) ersetzt. Das L-Alanyl-L-Glutamin 200 mM von
Sigma-Aldrich wurde durch die entsprechende Losung von Gibco™ Life Technologies
(GlutaMAX™ Supplement 200 mM) ersetzt. Um die Loslichkeit der Salze und des Hes
zu erhohen wurde die Losung auf 37 °C erwarmt und fiir 10 Minuten im Ultraschallbad
behandelt. Nach vollstindiger Auflésung aller Salzkristalle und Hes-Kliimpchen wurde
der Perfussionspuffer durch zwei Faltenfilter gefiltert und die Losung bis zur Verwen-
dung bei -20 °C (200 ml Aliquot) aufbewahrt bzw. direkt verwendet. Vor Verwendung
wurden der Losung die MEM-Zusitze, sowie GlutaMAX™ von Gibco™ Life Techno-
logies frisch zugesetzt, auf 37 °C temperiert und der pH eingestellt. Erneut wurde im

direkten Vergleich kein Unterschied zwischen den Puffern festgestellt.

4.5.2. Osmolalitatsbestimmung mittels Gefrierpunktmessung

Um die korrekte Osmolalitdt der Perfusionspuffer zu bestimmen wurden Proben der
jeweiligen Puffer mittels Gefrierpunktmessung am Osmomat 030 (gonotec, Berlin,
Deutschland) vermessen. Um das Gerit auf den Nullpunkt zu kalibrieren wurden 50 pl

destilliertes Wasser in einem 500 pl Eppendorf PCR Reaktionsgefif in das Gerét ein-
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gespannt und der Nullwert kalibriert. Zur Eichung wurden 50 pl einer 300 mOsmol /kg
Kalibrierlosung (gonotec) vermessen. Nach griindlicher Reinigung der Injektionsnadel
wurden 50 pl der Probe als Duplikate gemessen und die Osmolalitdt (mOsmol/kg) der

Losung iiber den Mittelwert bestimmt.

4.5.3. Isolierte, perfundierte und ventilierte Lunge

Erste Versuche mit Basalwertmessungen in Méusen und Ratten wurden durch Dr. Su-
sanne Ammon-Treiber durchgefiihrt [Dong et al. 2012|.

Fiir die isolierte, perfundierte und ventilierte Lunge (IPL) [Held et al. 1999] wurden
die Méuse mit 120 mg/kg Natrium-Pentobarbital euthanasiert. Nach Erreichen der
Schmerzfreiheit (Ausbleiben des Zwischenzehenreflexes) wurde die Maus in Riickenla-
ge auf einer Silikonplatte (Hugo Sachs Electronics, March-Hugstetten, Deutschland) fi-
xiert und in der beheizten (38 °C) Lungenunterdruckkammer der IPL-Apparatur (Hugo
Sachs Electronics) platziert. Analog zur BAL wird der Bauchraum mittels aszendieren-
dem ventromedianen Hautschnitt, der Brustkorb (unterhalb des Zwerchfell beginnend
unter Erhaltung des intakten Peritoneums) und die Trachea freigelegt. Nach stump-
fem Entfernen der Speicheldriisen und der Muskulatur um die Trachea herum, wurde
eine Ligatur um die Trachea vorgelegt. Zur Ventilation der Lunge wurde ein T-Schnitt
in die Trachea mit einer Iris Schere (Schreiber® Instrumente) durchgefiihrt und eine
Trachealkaniile (oD: 1,3 mm, iD: 1,0 mm) (Hugo Sachs Electronics) mittels der vor-
gelegten Ligatur im Trachealschnitt fixiert. Die ,,Beatmung* wurde unter Positivdruck
Verhiltnissen eingeschaltet. Das Bauchfell (Peritoneum) und das Zwerchfell (Diaphrag-
ma) wurden vorsichtig eréffnet und nach Entfernung des Epikards 500 TE /kg Heparin
(Ratiopharm) in die rechte Herzkammer ( Ventriculus dexter cordis) injiziert. Nach ca.
30 Sekunden, wurde die Maus iiber das Eroffnen eines groken Gefésses (Durchtrennung
der Vena renalis oder der Vena cava innerhalb des Brustraums) ausgeblutet und das
Blut zur Serumgewinnung aufgefangen. Im Anschluss wurde fiir ein einfacheres Ar-
beiten das Diaphragma komplett er6ffnet und der Unterleib unterhalb des Zwerchfells
entfernt. Der Brustkorb wurde anschliefsend vom Sternum aus zum Kopf hin er6ffnet
und die beiden Brustkorbseiten mittels Nadeln zur Seite fest gesteckt. Thymus und
storendes Gewebe innerhalb des Brustkorbes wurden entfernt und eine Ligatur mittels

Fixierung des Herzens unter Zuhilfenahme einer Fasspinzette (Hammacher, Solingen,

93



Deutschland) unter die Pulmonalarterie (Arteria pulmonaris sinistra) vorgelegt. Das
Herz wird iiber jeweils einen Schnitt in beide Herzkammern ertffnet und der Zufluss
iiber einen Schnitt in der rechten Herzkammer in die Arteria pulmonaris sinistra ein-
gefithrt und mittels der vorgelegten Ligatur fixiert. Den Erfolg kann man anhand eines
Anstieges des pulmonalarteriellen Drucks (PAP) erkennen. Der Perfusatabfluss erfolgt
durch Einfiihrung der venosen Kaniile in den linken Vorhof (Schnitt erfolgt an der
Herzspitze, von dort aus wird die Kaniile in den linken Vorhof Atrium cordis sini-
strum eingefiihrt). Der Perfusatfluss (s.o. Perfussionspuffer fiir IPL) wurde langsam
von 0,1 ml/min auf 1 ml/min Flussrate erh6ht. Die Kammer wurde verschlossen und
Unterdruck angelegt. Die Ventilation wurde auf 90 Atemziige pro Minute mit einem
negativen Druck zwischen -2,8 cmH;0O beim Ausatmen und -8.5 cmH;0O beim Einat-
men eingestellt. Um das Kollabieren von Gefifen (Atelektase) zu verhindern wurde
in 5 Minuten Abstédnden automatisch ein tiefer Atemzug ausgelost (-25 cmH,0). Die
Lungen wurden im Anschluss fiir 20 Minuten ohne weitere Challenge perfundiert und
danach die entsprechenden Untersuchungen an der Lunge vorgenommen. Zur Daten-
dokumentation wurden alle Messwerte mittels HSE-HA Pulmodyn W Software (Hugo
Sachs Electronics) dokumentiert. Fiir die statistische Auswertung wurde jeweils der
Mittelwert aus den letzten 10 (40 Sekunden) Messwerten vor einem tiefen Atemzug

genommen.

4.5.4. Methacholintest

Zur Bestimmung der bronchialen Atemwegshyperreagibilitit (BHR) wurde ein Me-
thacholintest (MCT) verwendet. Hierbei wurde der Atemwegswiderstand nach Metha-
cholinstimulation in aufsteigender Konzentration bestimmt. Fiir die Bestimmung des
Atemwegswiderstandes (,,Resistance”) bei asthmatischen C57BL/6N Mausen (PI3Ks
und Asthma) wurden 5, 50, 500 uM Methacholin iiber das Perfusat fiir 10 Minuten ge-
geben. Im Anschluss wurde das Methacholin fiir jeweils 10 (C57BL/6J und BALB/c)
bzw. 20 (C57BL/6N) Minuten ausgewaschen. Bei der Untersuchung zur Entstehung
von Asthma in p38y defizienten (C57BL/6J), sowie BALB /¢ Mausen wurden 0,1, 1,
10, 100 uM Methacholin im Perfusat verwendet. Der Atemwegswiderstand wird dabei
als cmH,0/ml/s gemessen. Fiir jeden Messtag wurde ein frisches Methacholin Aliquot

aufgetaut und per serieller Verdiinnung in AMPUWA® entsprechend verdiinnt.
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4.5.5. Bestimmung der dynamischen Compliance

Die dynamische Compliance (Cqy,) wurde iiber die HSE-HA Pulmodyn W Software

wie folgt fortlaufend berechnet:
Ciayjn =AV/ AP

AV steht dabei fiir Volumenénderung, diese wir aus dem Tidalvolumen (TV) be-
stimmt. A P wird iiber den Pleuraldruck ermittelt. Eine ausfiihrliche Beschreibung

kann dem Handbuch der Messsoftware entnommen werden.

4.6. Isolation von Milzzellen

Die Milzen der Mause wurden entnommen und unter Zuhilfenahme eines 5 bzw. 10 ml
Spritzenpistels (B.Braun, Melsungen, Deutschland) durch ein 70 uM Zellsieb (BD Bios-
cience, Heidelberg, Deutschland) in 5 ml DPBS (u.a. Sigma-Aldrich) gedriickt. Die
erhaltene Zellsuspension wurde im Anschluss bei 500 ¢ und 4 °C fiir 5 Minuten zentri-
fugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet mit 5 ml Erythrozytenlyse-
puffer resuspendiert und fiir 2 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion
wurde im Anschluss mit mindestens der 2,5x Menge DPBS abgestoppt. Die Suspension
wurde abzentrifugiert (4 °C, 5 Minuten, 500 g) und das Pellet in 5 ml FACS Puffer
aufgenommen und vor einer weiteren Verwendung mittels Neubauer Zihlkammer die

Zellzahl bestimmt.

4.7. Isolation von Zellen aus Lungengewebe

Die Lungen der Mause wurden nach erfolgreicher BAL aus dem Thorax der Méause
entfernt und nach leichtem Abtupfen von anhaftendem Blut in eine Petrischale iiber-
fithrt (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland). Das Gewebe wurde mit einer
sterilen Schere in mdglichst kleine Stiicke zerschnitten und in 3 ml Verdaul6sung I
tiberfithrt und fiir 30 Minuten bei 37 °C in einem Schiittler (Wasserbad) inkubiert.
Die zu verdauende Lunge wurde dabei alle 5 Minuten resuspendiert. Nach Zugabe von
2 ml Verdaulosung I1 wurden die Proben weitere 15 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die
Kollagenasen /Dispasen wurden im Anschluss fiir 5 Minuten auf Eis mit 5 mM EDTA
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(Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) inaktiviert. Die verdaute Lunge wurde durch
ein 70 uM Zellsieb (BD Biosciences) mittels eines Spritzenpistels (B.Braun) gedriickt
und die Suspension mit Auffangmedium auf 25 ml aufgefiillt. Die Lungenzellen wur-
den durch Zentrifugation (5 Minuten, 500 g, 4 °C) gesammelt. Eventuell vorhandene
Erythrozyten wurden mittels Erythrozytenlyse (s.o. Isolation von Milzzellen) entfernt
und die Zellen in 5 ml FACS Puffer aufgenommen und die Zellzahl bestimmt.

Das Verdauprotokoll wurde im Verlauf der Versuche, sowie fiir die Basalwertbestim-
mungen von Lungenzellen durch ein optimiertes Protokoll ersetzt (geringere mechani-
sche Belastung der Zellen). Dabei wurden die Lungen analog zum ersten Protokoll aus
der Maus entfernt und zerkleinert. Die Lungen wurden im Anschluss in 2 ml Verdau-
16sung (neu) aufgenommen und fiir 1 Stunde bei 37 °C im Wasserbad verdaut und alle

10 Minuten durchmischt. Im Anschluss wurden die Lungen wie zuvor prozessiert.

4.8. Bestimmung der Zellzahlen

Die Zellzahlen wurden durch manuelles Zéhlen in einer Neubauer Zahlkammer (Carl
Roth, Karlsruhe, Deutschland) bestimmt. Um tote von lebenden Zellen zu unterschei-
den, wurden die Zellen mit 0,4 % Trypanblau (Merck KGaA) in DPBS (Sigma-Aldrich)
angefarbt.

Unter Verwendung eines Vortex wurden jeweils 10 pl der Zellsuspension mit Trypan-
blau verdiinnt. BALF Proben wurden 1:1, alle anderen Proben wurden 1:10 verdiinnt.
Zur Ermittlung der Zellzahl wurden jeweils die vier duferen Quadranten gezidhlt und
der Mittelwert daraus bestimmt. Aus diesem Mittelwert l&sst sich die Gesamtzellzahl

bestimmen:
Mittelwert x Verdiinnung x 10 = Zellen pro ul

Die Zellzahlbestimmung wurden unter 10x Vergroferung mit einem Zeiss Primo Vert

(Zeiss, Jena, Deutschland) durchgefiihrt.
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4.9. Durchflusszytometrische Analyse von BALF,
Lungengewebs- und Milzzellen

Zur Untersuchung der verschiedenen Proben (BALF, Lunge, Milz) wurden drei un-
terschiedliche Protokolle verwendet. Alle Messungen wurden mit dem FACS Canto II
(BD Bioscience) gemessen und mittels BD FACS Diva dokumentiert. Die Daten wurden
anschliefend mit FlowJo 7.6.1 (FlowJo, Ashland, USA) analysiert.

4.9.1. Immunophanotypisierung

Das Protokoll zur Immunophénotypisierung von Zellen wurde von Dr. Kirsten Bucher
entwickelt. Eine Messung wurde jeweils fiir 2 Millionen Zellen, bzw. 125 ul - 400 ul
BALF durchgefiihrt. Die Zellen wurden abzentrifugiert (500 g, 5 Minuten, 4 °C) und
das Pellet in jeweils 50 pul FACS Puffer mit 1:100 Fc Block (purified Rat Anti-Mouse
CD16/CD32 (Mouse BD Fc Block™; BD Biosciences)) resuspendiert und fiir 15 Mi-
nuten bei 4 °C bzw. auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurden 50 ul FACS Farbecocktail
(s.u.) zur Zellsuspension hinzugegeben und die Zellen fiir 15 Minuten bei 4 °C bzw. auf

Eis im Dunkeln gefiarbt. Der Farbecocktail wurden dabei wie folgt angesetzt:

Antikorper (Klon) Zelltyp Endkonz. | Menge
F4/80 FITC (BMS) Makrophagen 1:100 1l
Siglec-F PE (E50-2440) Eosinophile 1:200 0,5 ul
CD19 V450 (1D3) B-Zellen 1:200 0,5 ul
CD11b PE-Cy7™ (M1/70) Myeloide Zellen | 1:400 0,25 pl
Ly-6G APC (1A8-Ly6g) Neutrophile 1:1600 0,0625 pl
CD3e PerCPCy™ 5.5 (145-2C11) T-Zellen 1:100 1 ul

Die Zellen wurden anschliefiend zweimal mit 500 pl FACS Puffer gewaschen (500 g,
5 Minuten, 4 °C) und fiir die FACS Messung mit 200 pl FACS Puffer resuspendiert
und vor der Messung mit einem 70 uM Cup Filcon (BD Biosciences) erneut vereinzelt.
Das komplette Gating ist in Abbildung 5.19 fiir asthmatische M&use exemplarisch

gezeigt,.
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4.9.2. Th-Zell Analyse

Das Protokoll zur Féarbung von Th-Zellen wurde von Dr. Daniel Schéll iibernommen.
Um Th-Zellen in die einzelnen Subtypen klassifizieren zu konnen, mussten diese zu-
sitzlich zu einer extrazellularen Farbung intrazellular gefarbt werden, um die entspre-
chenden Transkriptionsfaktoren zu detektieren. Die extrazellulire Féarbung wurde mit
kleinen Anderungen analog zur Firbung fiir die Immunophinotypisierung durchgefiihrt
(s.0.). Alle Schritte wurden bei dieser Firbung direkt in FACS Rohrchen (BD Falcon®,
Heidelberg, Deutschland) durchgefiihrt. Zur extrazelluliren Farbung wurde folgender

Farbecocktail verwendet:

Antikorper (Klon) Zelltyp Endkonz. Menge
CD3e Pacific Blue™ (500A2) T-Zellen 1:100 1l
CD4 APC-Cy™7 (GK1.5) CD4 T-Zellen | 1:400 0,25 ul
CD8a V500 (53-6.7) CDS8 T-Zellen | 1:100 1l
NK1.1 PerCP Cy5.5 (PK136) NK-Zellen 1:100 1 ul

Im Unterschied zur Immunophénotypisierung wurden die Zellen im Anschluss mit 2 ml
FACS Puffer gewaschen (500 g, 5 Minuten, 4 °C) und das Pellet mit der Restfliissigkeit
resuspendiert. Die intrazellulire Farbung wurde mit dem , Transcription Factor Buf-
fer Set“ (BD Biosciences) durchgefiihrt. Unter Vortexen wurde 1 ml Fix/Perm auf die
Zellen gegeben und fiir 45 Minuten bei 4 °C im Dunkeln fixiert und permeabilisiert.
Nach Zugabe von 1 ml Perm/Wash wurden die Zellen abzentrifugiert (500 g, 5 Mi-
nuten, 4 °C) und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde resuspendiert und mit
2 ml Perm/Wash ein zweites Mal gewaschen. Im Anschluss wurde die intrazelluldre
Férbung in 100 pl Perm/Wash plus Antikérper fiir 45 Minuten bei 4 °C im Dunkeln

durchgefiihrt. Dabei sind folgende intrazellulare Antikorper zum Einsatz gekommen:

Antikorper (Klon) Zelltyp Endkonz. Menge
GATA3 PE (TWAJ) Th2-Zellen 1:200 0,5 ul
RORyt APC (B2D) Th17-Zellen 1:200 0,5 ul
T-bet FITC (4B10) Th1-Zellen 1:100 1l

Nach der intrazelluldren Farbung wurden die Zellen zweimal mit je 2 ml Perm/Wash

gewaschen. Fiir die Messung wurden die Zellen in 200 ul FACS Puffer resuspendiert
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und bis zur Messung im Dunkeln auf Eis aufbewahrt. Vor der Messung wurden die

Zellen mit einem 70 pM Cup Filcon (BD Biosciences) erneut vereinzelt.

4.9.3. Treg-Zell Analyse

Das Protokoll zur Farbung von Treg-Zellen wurde ebenfalls von Dr. Daniel Schéll
iibernommen. Zur Detektion von Treg-Zellen wurde dasselbe Protokoll wie fiir die Th-

Zellen verwendet. Die Antikorper fiir die extrazellulare Farbung waren wie folgt:

Antikorper (Klon) Zelltyp Endkonz. Menge
CD3e PerCPCy™ 5.5 (145-2C11) T-Zellen 1:100 1l
CD4 Pacific Blue™ (RM4-5) CD4 T-Zellen 1:800 0,125 pl
CD25 FITC (7D4) Treg-Zellen 1:100 1wl
Fr4 APC (eBiol2A5) Treg-Zellen 1:400 0,25 ul
GITR/CD357 PE-Cy7™ (YGITR | Treg-Zellen 1:200 0,5 ul
765)

Fiir die intrazelluldre Farbung kam folgender Antikorper zum Einsatz:

Antikorper (Klon) ‘ Zelltyp ‘ Endkonz. ‘ Menge
FoxP3 PE (MF-14) ‘ Treg-Zellen ‘ 1:50 ‘ 2 ul

4.10. Hitzeinaktivierung von FBS/FCS

Zur Inaktivierung von Komplementfaktoren und Zytokinen wird FBS bzw. FCS fiir eine

Stunde bei 56 °C im Wasserbad erhitzt und bis zur Verwendung bei -20 °C aufbewahrt.

4.11. Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

4.11.1. Serumgewinnung

Gewonnenes Mausblut aus BAL bzw. IPL. Mausen wurde bei Raumtemperatur fiir 30
Minuten stehen gelassen und im Anschluss fiir 10 Minuten bei 16.100 g bzw. bei héchst
moglicher Geschwindigkeit abzentrifugiert. Die Serumphase (obere klare Schicht) wurde

vorsichtig abgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C aufbewahrt.
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4.11.2. Bestimmung von totalem und Ovalbumin spezifischem IgE

Das zu untersuchende Serum wurde auf Eis aufgetaut und der IgE ELISA nach Herstel-
lerangaben (BD Biosciences) durchgefiihrt. Im Detail: ,half area 96 well, high binding
ELISA“ Platten (Greiner Bio-One) wurden iiber Nacht bei 4 °C mit 50 pl anti-IgE Cap-
ture Antikorper in Beschichtungspuffer (1:250) beschichtet. Die Wells wurden dreimal
mit 150 ul Waschpuffer gewaschen und im Anschluss fiir 1 Stunde bei Raumtempera-
tur mit Assay Verdiinner die Wells geblockt. Die Platten wurden dreimal gewaschen
und auf ein Tuch trocken geschlagen. Im Assay Verdiinner wurde eine Standardreihe
mit rekombinantem IgE mittels serieller Verdiinnung in Assay Verdiinner erstellt (s.u.)
und jeweils 50 pl in Duplikaten auf die Platten gegeben. Die Serumproben wurden
1:100 mit Assay Verdiinner verdiinnt und ebenfalls in Duplikaten & 50 pl aufgetra-
gen. Die Platten wurden versiegelt und fiir 2 Stunden auf einem Plattenriittler bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Platten wurden im Anschluss fiinfmal mit je 150 ul
Waschpuffer gewaschen und trocken geklopft. Nach Zugabe von 50 pl Detektor Lo-
sung (1:500 biotinyliertes Anti-Maus IgE mit 1:250 Streptavidin-Horseradish Peroxi-
dase Konjugat in Assay Verdiinner) wurden die Platten versiegelt und fiir 1 Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach siebenmaligem Waschen (jeweils 45 Sekunden)
wurde in jedes Well 50 ul 3,3’,5,5-Tetramethylbenzidine (TMB Substrat Kit; Ther-
mo Scientific, Darmstadt, Deutschland) gegeben und die Platten fiir 30 Minuten im
Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Pro Well wurden im Anschluss 25 ul Stopp-
16sung (2 N Schwefelsdure) gegeben und die Proben direkt mittels eines Tecan Sunrise
Readers (Tecan, Crailsheim, Deutschland) bei 450 nm vermessen. Zur Reduktion der
unspezifischen Absorption wurden die Messwerte bei 570 nm subtrahiert.

Fiir die Bestimmung von Ovalbumin spezifischem IgE (OVA-IgE) wurde das obige Pro-
tokoll leicht modifiziert. Die Beschichtung der Platten wurde mit 20 pg/ml Ovalbumin
(Sigma-Aldrich) in Beschichtungspuffer iiber Nacht durchgefiihrt. Fiir den Standard
wurde ein Ovalbumin spezifischer Antikérper (AbD Serotec®) in serieller Verdiinnung

in Assay Verdiinner verwendet (s.u.).

Standard Serielle Verdiinnung in ng/ml
Igk 100 | 50 25 125 (6,3 |31 |16 |0
Ova-IgE 100 | 50 25 125 (63 |31 |16 |0
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4.11.3. Messung von Zytokinen aus BALF und Serum

Zur Messung von Zytokinen aus der BALF bzw. dem Serum wurden Kits von verschie-
denen Herstellern verwendet. GM-CSF, IL-5, IL-10 und IL-17A wurden mit Kits von
BioLegend (Fell, Deutschland), IL-4 mit einem R&D Systems Kit (Abingdon, Grofs-
britannien) und IL-13 mit einem eBioscience Kit (Frankfurt am Main, Deutschland)
gemessen. Alle ELISAs wurden in den Greiner Bio-One ,half-area“ Platten durchge-
fiihrt. Zur Beschichtung der Platten fiir den IL-4 Nachweis, wurden iiber Nacht 50 ul
Beschichtungspuffer (1:200 Capture Antikorper in PBS (ELISAs)) in jedes Well vor-
gelegt. Im Anschluss dreimal mit Waschpuffer gewaschen und die Platten mit Reagent
Verdiinnung fiir eine Stunde bei Raumtemperatur geblockt. Diese wurden im Anschluss
dreimal mit Waschpuffer gewaschen. Zur Konzentrationsbestimmung wurde eine Stan-
dardreihe mittels serieller Verdiinnung im Reagent Verdiinner erstellt (s.u.) und in
Duplikaten auf die Platten aufgetragen, sowie die Serum bzw. BALF Proben unver-
diinnt aufgetragen, die Platten versiegelt und fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur auf
einem Plattenriittler inkubiert. Die Platten wurden im Anschluss dreimal mit Wasch-
puffer gewaschen und pro Well wurden 50 pl Detektionsantikorperlésung (600 ng/ml
Detektionsantikorper in Reagent Verdiinnung) aufgetragen. Die Platten wurden ver-
siegelt und fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.

Fiir die IL-5, IL-17A und GM-CSF Messungen wurden ein paar Anderungen ent-
sprechend dem Herstellerprotokoll im Vergleich zum IL-4 ELISA vorgenommen. Als
Beschichtungspuffer wurde ein Natriumcarbonat Puffer (Beschichtungspuffer (BioLe-
gend)) mit 1:200 Capture Antikorper verwendet. Die Waschschritte wurden viermal
mit Waschpuffer durchgefiihrt. Als Assay Verdiinner wurde 10 % fetales Rinderserum
(FBS) in PBS (s. IgE ELISA) verwendet und die Standardreihe angesetzt (s.u.). Die
Detektionsantikorperlosung wurde 1:200 in Assay Verdiinner angesetzt. Die verwendete
Avidin-Horseradishperoxidase wurde 1:1.000 in Assay Verdiinner angesetzt.

Die Durchfithrung fiir den IL-10 ELISA wurde analog zum IL-5/IL-17A/GM-CSF
ELISA gemacht, mit einer Anderung beim PBS: PBS wurde mit pH 7,4 eingesetzt.
Die Standardkurve wurde mittels serieller Verdiinnung erstellt (s.u.).

Beim I1L-13 ELISA wurden sdmtliche Fertiglosungen aus dem ELISA Kit verwen-
det. PBS (PBS (IL-13)) und Waschpuffer wurden entsprechend dem Herstellerpro-
tokoll angesetzt. Der Capture Antikorper wurde 1:250 in Beschichtungspuffer (Fertig-
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16sung aus Kit) aufgenommen. Die Standardreihe wurde in serieller Verdiinnung im
Assay Verdiinner (Fertiglosung aus Kit) angesetzt (s.u.). Der vorhandene Nachweisan-
tikorper wurde 1:250 im Assay Verdiinner (Fertiglosung aus Kit) angesetzt. Avidin-
Horseradishperoxidase wurde 1:250 im Assay Verdiinner angesetzt.

Im Anschluss wurde fiir alle ELISAs ein identisches Protokoll verwendet. Die Platten
wurden dreimal mit Waschpuffer gewaschen und durch Ausklopfen von Restfliissigkeit
befreit. Pro Well wurden 50 ul 1:200 Streptavidin-Horseradishperoxidase in Reagent
Verdiinnung gegeben und im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 30 Mi-
nuten wurden die Platten fiinfmal fiir jeweils 45 Sekunden gewaschen. Im Anschluss
wurden 50 ul TMB auf die Wells gegeben und nach ca. 20 Minuten (visuelle Kontrolle)
die Reaktion mit 25 ul 2N Schwefelsdure gestoppt. Die Platten wurden analog zum
IgE ELISA im Tecan Sunrise Reader bei 450 nm (Wellenldngenkorrektur bei 570 nm)

gemessen.
Standard Serielle Verdiinnungen in pg/ml
IL-4 1.000 | 500 250 125 62,5 |31,3 |[156 |0
IL-5 500 250 125 62,50 |31,3 | 156 |78 0
IL-10 2.000 | 1.000 | 500 250 125 62,5 | 31,3 |0
IL-13 500 250 125 62,5 |31,3 |156 |78 0
IL-17A 1.000 | 500 250 125 62,5 |31,3 |156 |0
GM-CSF 2.000 | 1000 | 500 250 125 62,5 | 31,3 |0

4.12. Histologie

Cellspin Praparation

Die Cellspins wurden mit der Cellspin IT (Tharmac, Marburg, Deutschland) erstellt.
Fiir alle Cellspins, mit Ausnahme der BALF Proben wurden jeweils 100.000 Zellen in
300 pl Volumen auf silanisierte Objekttriger zentrifugiert (Tharmac) verwendet. Fiir
BALF Proben wurden % der resuspendierten BALF Zellen in 300 pl Volumen. Um
die Zellmorphologie zu erhalten, wurde die Cellspin II auf 800 rpm (ca. 75 g) fiir 10
Minuten und 6 °C eingestellt, sowie die Beschleunigung auf 3 und die Bremse auf 6

eingestellt. Wenn die Cellspins nicht direkt im Anschluss mittels Pappenheim-Farbung
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gefarbt wurden, wurden die Préparate fiir 5 Sekunden mit Methanol fixiert und an
der Luft getrocknet. Die fixierten Zellen wurden im Anschluss innerhalb einer Woche

mittels panoptischer Pappenheim-Farbung gefirbt.

4.12.1. Probenvorbereitung fir die Histologie
Gewebefixierung

Nach der IPL wurde der linke Lungenlappen aus dem Thorax entnommen und mit
Roti®-Histofix 4 % (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) fixiert. Dazu wurde die Lun-
ge iiber die Trachealkaniile mit einer 1 ml Spritze mit Roti®-Histofix 4 % iiber den
Schlauch eines Butterfly (Abbott GmbH & Co KG, Wiesbaden, Deutschland) verbun-
den und der Scheitel der Losung auf 20 cm iiber der Lunge positioniert. Die Losung
wurde im Anschluss passiv in die Lunge laufen gelassen und die gefiillte Lunge in Roti®-
Histofix 4 % iiberfiihrt. Nach 72 Stunden bei Raumtemperatur wurde die fixierte Lunge

entwéssert (s.u.).

Entwéasserung von Gewebeproben mittels aufsteigender Ethanolreihe

Fixierte Lungen wurden dreimal mit DPBS fiir jeweils 1 Stunde auf einem Roller gewa-
schen. Mit einer aufsteigenden Ethanolreihe wurde im Anschluss verbleibendes Wasser
dem fixierten Gewebe entzogen. Dazu wurde die Lunge fiir 1,5 Stunden mit 50 % Etha-
nol, gefolgt von weiteren 1,5 Stunden mit 60 % Ethanol auf dem Roller inkubiert. Die
Gewebeproben wurden in 70 % Ethanol iiber Nacht im Kiihlraum auf einem Roller
inkubiert. Nach jeweils einer Stunde mit 80 % und 90 % Ethanol wurden die Proben
im Anschluss dreimal fiir 20 Minuten mit jeweils frischem 100 % Ethanol von ver-
bliebenem Wasser befreit. Mittels einer 1:1 Mischung aus Ethanol:Roti®-Histol wurde
das Gewebe fiir 30 Minuten auf die Umbettung in Roti®-Histol vorbereitet. Verblei-
bendes Ethanol aus den Proben wurde durch dreimalige 20 miniitige Inkubation mit

Roti®-Histol entfernt und das Gewebe in Paraffin eingebettet (s.u.).

Paraffineinbettung

Im Anschluss an die aufsteigende Ethanolreihe wurden die Proben in eine Einbettkas-

sette (Carl Roth) iiberfiihrt und im Paraffinbad (Paraplast®, 60 °C) (Leica, Wetzlar,
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Deutschland) fiir eine Stunde umgebettet. In einem zweiten Paraffinbad werden die
Proben iiber Nacht aufbewahrt und nach Uberfiihrung in ein drittes Paraffinbad (fiir
mindestens eine Stunde) in einen Paraffinblock eingegossen. Dazu wurden die Proben
aus dem Paraffin entnommen und in eine Einbettform (Carl Roth) platziert, der Bo-
den der Einbettkassette wurde auf die Einbettform zum spéiteren Schneiden platziert
und mit fliissigem Paraplast® eingegossen. Nach komplettem Aushiirten wurden die
Proben bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C aufbewahrt. Zum Schneiden der Blocke
wurden diese angefroren (ca. 10 Minuten, -20 °C) und in einem Mikrotom (Zeiss) in
4-6 pm Schnitte geschnitten. Dieser Schritt wurde freundlicherweise von Frau Jennifer

Rottenberger (Kinderklinik Tiibingen) durchgefiihrt.

Deparaffinieren (absteigende Ethanolreihe)

Vor der Farbung miissen die Schnitte deparaffiniert und rehydriert werden. Dazu wur-
den die Paraffinschnitte einer absteigenden Ethanolreihe unterzogen. Die Schnitte wur-
den zweimal fiir 5 Minuten mittels Roti®-Histol von Paraffin befreit. Im Anschluss
wurden die Schnitte mit einer 1:1 Mischung aus Ethanol:Roti®-Histol fiir 5 Minuten
gewaschen. Um oberflichiges Roti®-Histol zu entfernen wurden die Schnitte zweimal
fiir 5 Minuten mit reinem Ethanol, gefolgt von 5 Minuten mit 96 % und 5 Minuten
mit 70 % gewaschen. Uberschiissiges Ethanol wurde durch kurzes Abspiilen mit MilliQ
entfernt. Die Schnitte wurden im Anschluss zweimal fiir 10 Minuten mit TBS (Bio-Rad,
Miinchen, Deutschland) pH 7,5 &quilibriert, bevor sie mit dem PAS Kit (Carl Roth)
gefirbt wurden (s.u. PAS Farbung).

Entwéasserung der Schnitte (aufsteigende Ethanolreihe)

Um die geférbten Schnitte unter dem Mikroskop auch mit Immersionsol betrachten zu
konnen, mussten diese durch eine aufsteigende Ethanolreihe erneut entwéssert werden.
Dazu wurden die gefarbten Schnitte kurz mit MilliQ abgespiilt und im Anschluss jeweils
fiir 5 Minuten mit 70 % und 96 % Ethanol entwissert. Verbliebenes Wasser wurde unter
Verwendung von reinem Ethanol, zweimal fiir jeweils 5 Minuten aus den Schnitten
entzogen. Zur Fixierung der Proben wurden die Schnitte im Anschluss mit einer 1:1
Mischung aus Ethanol:Roti®-Histol vorfixiert. Zu vollstindigen Fixierung wurden die

Proben zweimal fiir 5 Minuten mit Roti®-Histol fixiert. Fiir die Mikroskopie wurden
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die Schnitte mit Entellan® Neu (Merck KGaA) eingedeckelt.

4.12.2. Farbungen
PAS Féarbung

Die PAS Fiarbung (PAS; ,periodic acid-Schiff reaction®), eigentlich Periodsiure-
Reaktion wurde mit den gebrauchsfertigen Losungen aus dem PAS Farbekit von
Carl Roth durchgefiihrt. Im Detail, die rehydrierten und deparaffinierten (s.o.) Lun-
genschnitte wurden kurz mit destilliertem Wasser abgespiilt und fiir 10 Minuten in
einer 1 %igen Periodsdure hydrolysiert. Im Anschluss wurden sie fiir weitere 10 Mi-
nuten mit Leitungswasser und zweimal fiir 2 Minuten mit demineralisiertem Wasser
gewaschen. Die Schnitte wurden danach mit dem Schiffs Reagenz fiir 15 Minuten rot
gefiarbt. Zur Intensivierung der Farbung wurden die Proben fiir 5 Minuten in > 35 °C
Leitungswasser inkubiert. Nach kurzem Abspiilen unter Wasser wurden die Proben
fiir 5 Minuten mit saurer Himalaunlésung nach Mayer gegengefiarbt. Unter fliefsendem
Leitungswasser wurden die Zellkerne im Anschluss fiir 10 Minuten gebldut. Zur Fi-

xierung der Proben wurden dieser erneut einer aufsteigenden Ethanolreihe unterzogen

(s.0).

PAS Féarbung in L6sung nach Kilcoyne

Die PAS Féarbung lasst sich auch zum photometrischen Nachweis von Kohlehydraten
in Losungen wie der BALF verwenden. Dazu wurde ein Protokoll nach Kilcoyne et al.
verwendet |Kilcoyne et al. 2011|. Fiir die Messung wurden unbeschichtete, schwarze
Klarbodenplatten von Biozym (Hessisch Oldendorf, Deutschland) verwendet. In jedes
Well wurden 25 pl zu messende BALF Probe in Duplikaten gegeben und mit 120 pl
0,06 % Periodséurelosung vermischt. Nach 90 Minuten im Wéarmeschrank bei 37 °C
wurden die Platten nach Erreichen von Raumtemperatur mit 100 pl einer Schiffs Rea-
genz Losung (aus dem PAS Fiarbekit von Carl Roth) vermischt und nach 5 Minuten auf
dem Riittler fiir 40 Minuten bei RT inkubiert. Die Intensitit der Farbreaktion wurde

im Anschluss bei 550 nm in einem Tecan Sunrise Reader bestimmt.
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Panoptische Pappenheim-Farbung

Zur Differenzierung von verschiedenen Zellpopulationen in den Cellspins wurden die
Praparate mit einer panoptischen Farbung nach Pappenheim gefiarbt. Diese Farbung
kombiniert dabei eine May-Griinwald mit einer Giemsa-Farbung. Die Cellspins wur-
den fiir 3 Minuten in unverdiinnter May-Griinwald-Losung (Sigma-Aldrich) gefirbt
und zur Kontrastverbesserung fiir weitere 3 Minuten in einer 1:1 mit Leitungswasser
verdiinnten May-Griinwald-Losung inkubiert. Nach der May-Griinwald-Farbung wur-
den die Cellspins vorsichtig unter schwach fliekendem Leitungswasser abgespiilt und
fiir 15 Minuten in einer frisch zubereiteten 1:20 in Leitungswasser verdiinnten Giemsa
Losung endgefirbt. Uberschiissige Firbelosung wurde unter fliefendem Leitungswasser
entfernt und die Cellspins an der Luft getrocknet um im Anschluss mit einem Tropfen

Entellan® Neu (Merck KGaA) eingedeckelt zu werden.

4.12.3. Mikroskopie

Fiir die Mikroskopie der Lungenschnitte und der Cellspins wurde ein Zeiss Axio
Image.M2 Mikroskop (Zeiss) verwendet. Ubersichtsbilder fiir die Cellspins wurden
unter 100x Vergroferung aufgenommen. Fiir die Bestimmung von PAS positiven Zel-
len in Lungenschnitten wurden diese in einer 200x Vergroferung untersucht und das
Verhéltnis von PAS positiven Zellen gegen sichtbare Zellkerne bestimmt. Inserts fiir
die PAS gefiarbten Lungenschnitte wurden unter Zuhilfenahme von Immersol (Zeiss)

mit einer 630x Vergréferung aufgenommen.

4.13. Statistische Auswertung

Die Statistik fiir den Lungenwiderstand wurde mit einer 1-way ANOVA, zusammen
mit einem nachgeschaltetem Tukey-multiplem Vergleichstest, bzw. einem Bonferroni’s
Vergleichstest gegen ausgewihlte Gruppen mittels GraphPad Prism 5.01 (GraphPad,
La Jolla, USA) erstellt. Lungenfunktionsdaten sind in der Regel als Mittelwert £+ SD
dargestellt. Abweichende Darstellungen sind entsprechend in den Abbildungen ver-
merkt. P < 0,05 (zweiseitig) wurden als signifikant angesehen. Auf weitere statistische

Verfahren wird ebenfalls in den einzelnen Abbildungen eingegangen.
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5. Ergebnisse

5.1. Etablierung der isolierten, perfundierten und

ventilierten Lunge

Zu Beginn der Arbeit musste die isolierte, perfundierte und ventilierte Lunge (IPL) fiir
die Lungenfunktionsanalysen, vor allem fiir die Untersuchung von allergischem Asthma,
sowie weiterfithrender Funktionstest (hier vor allem der Methacholin Test) im Institut
etabliert werden.

Zur Lungenfunktionsanalyse musste die in situ Préparation der Mauslunge zunéchst
erlernt und optimiert werden. Im Kurzen (ausfiihrlichere Beschreibung findet sich im
Abschnitt 4.5.3), die euthanasierte Maus wurde, so lange die Atmung noch autonom
funktioniert, in die IPL-Apparatur (Abbildung 5.1 A) in Riickenlage platziert. Die Haut
der Maus wurde ventral, unterhalb des Sternums bis zur Luftrohre hin er6ffnet und die
Trachea stumpf frei prapariert (Abbildung 5.1 B). Diese wurde iiber einen T-Schnitt
er6ffnet (Abbildung 5.1 C) und eine Trachealkaniile mittels vorgelegter Ligatur in der
Trachea fixiert und die Beatmung unter positiven Druckverhéltnissen (,,positive pressu-
re ventilation®) gestartet (Abbildung 5.1 D). Das Zwerchfell wurde eréffnet um Heparin
in den Ventriculus dexter cordis zu injizieren (Abbildung 5.1 E). Im Anschluss wurde
die Maus entblutet, die Lunge vollstindig unter Eréffnung des Brustkorbes freigelegt
und die zufiihrende und abfithrende Kaniile im Herz fixiert (Abbildung 5.1 F). Die Un-
terdruckkammer verschlossen und iiber den Dreiwegehahn zur Ventilationssteuerung
(Abbildung 5.1 A 4) auf negative Ventilation (,negative pressure ventilation®) umge-

stellt.
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Abbildung 5.1.: IPL-Anlage und beispielhafte Darstellung der relevanten operativen Ein-
griffe. A) Wichtige Elemente der IPL-Anlage: 1. Wirmetauscher, 2. Blasenfalle, 3. Venturi-Diise, 4.
Dreiwegehahn zur Ventilationssteuerung, 5. Nadelventil zur Feinjustierung des Luftflusses, 6. Offnun-
gen fiir Lufteinlass, 7. Fritte zur Befeuchtung der Atemluft, 8. Messung des Atemflusses, 9. Beat-
mungsstutzen, 10. Kammerdruckausgleicher, 11. pulmonal arterielle Kaniile, 12. pulmonal arterieller
Druckaufnehmer, 13. Effluatkaniile. B) Maus mit ventralem Hautschnitt und freigelegter Trachea mit
vorgelegter Ligatur. C) Detailansicht der freigelegten Trachea mit T-Schnitt. D) Detailansicht der
Beatmungskaniile mit Fixierung in situ. E) Gedffnetes Zwerchfell zur Freilegung der Vena cava und

des Herzens. F) Positionierung der in situ Mauslunge mit allen Perfusions- und Beatmungskaniilen.

5.2. Perfusionspuffertest

Fiir die Etablierung der Lungenfunktion wurde zunéchst ein RPMI-BSA Puffer verwen-
det. Da dieser als Plasmaexpander BSA enthélt, und zur spéiteren Asthmainduktion
mit Ovalbumin (OVA) ein weiteres Albumin verwendet werden sollte, wurde ein neuer
Perfusionspuffer auf Hydroxyethylstérke (Hes) Basis in der IPL etabliert (Borstel I).
Im Verlauf der Versuche wurden noch weitere Puffer auf Hes Basis verwendet. In Ab-
bildung 5.2 ist eine kontinuierliche Messung unter Verwendung dreier unterschiedlicher

Perfusionspuffer in einer Maus beispielhaft dargestellt.
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Abbildung 5.2.: Vergleich relevanter Messgrofien dreier Perfusionspuffer. Vergleichen-
de Messung verschiedener Lungenparameter in einer Maus unter Verwendung von drei ver-
schiedenen Pufferzusammensetzungen (RPMI-BSA, Hydroxyethylstirke-Puffer (Borstel I; Hes (1)),
Hydroxyethylstarke-Puffer (Uniapotheke Tiibingen; Hes (2)). A) Atemwegswiderstand, B) Inspiration
und Expiration, C) Atemzugvolumen, D) Compliance und E) Pulmonalarterieller Druck (PAP). Fiir
jeden Puffer wurde auch ein Methacholintest (MCT) mit 500 pM Methacholin durchgefiihrt.
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5.3. Methacholintest

In der Humanmedizin wird eine Hyperreagibilitit der Lungen, die sogenannte bronchia-
le Hyperreagibilitiat (BHR), hiaufig auch Atemwegshyperreagibilitiit, vor allem mit dem
Methacholintest (MCT, ,methacholine challenge test“) untersucht. Bei diesem Test wird
Methacholin (Acetyl-B-methylcholin Chlorid), ein nicht-selektiver Muskarinrezeptor-
Agonist, verwendet um eine unspezifische Kontraktion der Atemwegsmuskulatur zu er-
zeugen. Bei Patienten mit einer erhohten Hyperreagibilitdt kommt es durch chronische
Verdnderungen der Lungen (vor allem durch eine Hyperplasie der glatten Atemwegs-
muskulatur) schon bei deutlich geringeren inhalativen Methacholinkonzentrationen zu
einer verstirkten Konstriktion der Atemwegsmuskulatur [Baur 2011]. In Anlehnung an
die Untersuchung in der Humanmedizin, lisst sich die Methode ohne grofe Anderun-
gen auch fiir Versuchstiere (Ratten, Mause, Meerschweinchen, usw.) anwenden. Um
eine BHR bei diesen zu untersuchen, kann Methacholin sowohl inhalativ [Martin et al.
1988| wie auch iiber den Blutkreislauf, bzw. als Perfusat verabreicht werden |Held et al.
1999]. Aus diesem Grund wurde der MCT in der IPL zur Untersuchung der BHR im
Institut etabliert. Eine exemplarische Darstellung eines entsprechenden MC'T mit der

dazugehdrigen Dosis-Wirkungs-Kurve ist in Abbildung 5.3 A und B dargestellt.

A) B)
- 101 -
S
® o 81 .
B E 6- 1
ég“j
£5
£ = 2- .
-09 B
< 0 — — — — T T T 7 T
0,1 1 10 100 0 o1 1 10 100
Methacholin [LM] Methacholin [uM]

Abbildung 5.3.: Beispielhafte Darstellung einer Atemwegswiderstandsmessung wihrend ei-
nes Methacholintest. Dargestellt ist eine exemplarische Messung in der Lunge einer weiblichen
BALB/c Maus. A) Typischer Verlauf des Atemwegswiderstands in Abh#ngigkeit zur Methacholin Do-
sis (0,1 uM, 1 pM, 10 uM und 100 uM) im Methacholin Test (MCT). B) Typischer Dosis-Wirkungs-
Verlauf wihrend des MCT.
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5.3.1. Untersuchungen an gentherapeutisch-behandelten SP-B

defizienten Mausen

Eine mogliche Anwendung der Lungenfunktionsanalyse mittels IPL ist neben der Be-
stimmung einer vorhandenen BHR bei Erkrankungen der Atemwege, die Messung der
Therapieeffizienz von neuen Ansétzen in der Therapie von Lungenerkrankungen. Im
Rahmen einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe (AG) von Jun.-Prof. Dr. Michael
Kormann sollte die Effektivitdt einer mRNA Therapie bei Méusen mit einem SP-B
Defekt untersucht werden. Bei Méusen, wie auch beim Menschen, fiithrt das Entfer-
nen bzw. der Verlust von SP-B zu einem Lungenversagen innerhalb von kurzer Zeit
[Nogee et al. 1993, Melton et al. 2003]. In den verwendeten Méusen wird SP-B konsti-
tutiv unter Gabe von Doxycyclin produziert. Nach Entfernen von Doxycyclin aus dem
Trinkwasser verlieren die Tiere innerhalb von wenigen Tagen auf Grund eines stetigen
SP-B Turnovers ohne entsprechende Neusynthese ihr komplettes SP-B und versterben
an einem akuten Atemwegsversagen [Melton et al. 2003|. In der AG Kormann wurden
die Tiere mit einem gentherapeutischen Ansatz behandelt um das defekte Gen mittels
whomology directed repair® zu reparieren. Um die erfolgreiche Reparatur des hierbei zu
Grunde liegenden Gendefektes zu analysieren, wurden therapierte Mé&use in unserem
Labor mittels Lungenfunktionanalyse in der IPL untersucht.

Ma&use unter fortwihrender Doxycyclinbehandlung dienten dabei in allen Versuchen als
Kontrolle, da diese sich wie Wildtyp (WT) Mause verhalten [Melton et al. 2003]. Fiir die
Therapie wurden verschiedene virale Vektoren (alle auf Basis eines Adeno-assoziierten
Virus 6 (AAV6)) mit mRNA Konstrukten bzw. Kontroll-RNA eingesetzt. Die Gruppen
A und B erhielten dabei die Reparatur-Vektoren. Die Gruppen C, D, E, F erhielten
verschiedene Kombinationen der Vektoren und mRNA um mogliche Off-target und un-
spezifische Effekte der Therapie ausschliefen zu konnen. Als Messparameter wurde die
dynamische Compliance der Lunge in Relation zum Korpergewicht gewihlt (Abbildung
5.4). Dieser Wert liefert eine unmittelbare Aussage iiber die Elastizitat der Lunge und
somit eine Aussage ob das Gewebe sich normal oder atypisch auf Grund eines unthe-
rapierten SP-B Mangels verhilt. Wie deutlich zu erkennen ist, zeigen Mause mit den
beiden therapeutischen Anséitzen (A und B) eine unverdnderte Lungencompliance im
Vergleich zu den Doxycyclin Mausen. Mause unter Mock Behandlung (C, D, E) oder

komplett ohne Behandlung (F), zeigen eine deutliche Verschlechterung der Compliance,

71



bzw. waren am Messtag nicht mehr messbar (Werte zu niedrig).
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Abbildung 5.4.: Messung der dynamischen Compliance der gentherapeutisch behandelten
SP-B Méuse mittels IPL. Die Lungenfunktion der behandelten und unbehandelten SP-B defizien-
ten Mause wurde 20 Tage nach Absetzen von Doxycyclin mittels IPL untersucht und aus den direkt
gemessenen Werten der IPL-Messsoftware die dynamische Compliance der Lunge bestimmt. Zur bes-
seren grafischen Darstellung wurde jeweils der Mittelwert aus den letzten 10 Messwerten vor jeder
Hyperinflation verwendet und in Relation zum Mausgewicht berechnet (n=3, fiir A bzw. B). *** A
gegen C - F ##4: B gegen C - F P < 0.001. Die schwarze Linie zeigt Mause im selben Alter die
durchgéngig Doxycyclin erhalten haben. Dargestellt sind Mittelwerte £ SD. Modifiziert aus [Mahiny
et al. 2015].

In den Lungen der untersuchten Mause konnte, je nach Behandlung, zum Teil schon zu
Beginn der Versuche eine deutliche makroskopische Verdnderung des Lungengewebes
beobachtet werden. Dies zeigte sich durch ein schwammiges, zum Teil glasig wirkendes
Aussehen der Lunge (gesunde Lungen sind blickdicht und zeigen ein nahezu homoge-
nes Aussehen; Abbildung 5.5 oberste Reihe mit Doxycyclin), sowie einen deutlichen
Anstieg an himorrhagischen Lisionen, die sich nach Perfusion in der Regel zu Ode-
men ausgebildet haben (Abbildungen 5.5). Um diese Verinderungen quantifizieren zu
konnen, wurde ein semiquantitatives Scoring der Lésionen wie in Abbildung 5.6 be-
schrieben angewendet. Diese Verdnderungen waren fiir alle unbehandelten Gruppen
(C - F) signifikant im Vergleich zu den behandelten Gruppen (A und B) sowie zur
Referenzgruppe mit fortgesetzter Doxycyclin Behandlung (Abbildung 5.6).
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Abbildung 5.5.: Exemplarische Darstellung der Lungen von gentherapeutisch behandelten
SP-B Maiusen. Dargestellt ist jeweils eine beispielhafte Lunge aus den einzelnen Therapiegruppen
vor (links) und nach (rechts) erfolgter Perfusion. Die Sternchen zeigen jeweils sichtbare Verdinderung
der Lunge an (Himorrhagien und daraus entstandene Odeme). A) unter Doxycyclin; B) Gruppe A,
AAV, Z3 neccmRNA; C) Gruppe B, AAV, Z3 AAV; D) Gruppe C, AAV, Mock-mRNA; E) Gruppe D,
Mock AAV, 7Z3 nec-mRNA; F) Gruppe E, Mock AAV; G) ohne Behandlung. B-G) ohne Doxycyclin.
n=3 pro Gruppe. Modifiziert aus [Mahiny et al. 2015].

Zusitzlich wurden die Méuse einem MCT unterzogen. Es sollte dabei untersucht
werden, ob Méause die durch die mRNA Therapie eine normale Lungencomplian-
ce zeigten auch nach unspezifischer Stimulation durch Methacholin sich wie die
Doxycyclin Méause verhalten. In Mausen aus den Gruppen C - F konnten keine
Messungen nach Methacholingabe durchgefiihrt werden, da die Werte schon bei
den Basalwertmessungen zu schlecht waren, um eine weitere adidquate Messung
durchfiihren zu kénnen. In Ubereinstimmung mit der Basalwertbestimmung (in Form
der dynamischen Compliance) zeigten die mit mRNA behandelten M&use (Gruppe A
und B) keinen Unterschied in ihrer BHR nach Methacholin Exposition im Vergleich

zu den untersuchten Doxycyclin Mausen (Abbildung 5.7).
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Abbildung 5.6.: Auswertung der Lisionen in SP-B defizienten M&usen. Die Bilder aus Abbil-
dung 5.5 wurden wie folgt semiquantitativ ausgewertet: Lisionen der linken Lunge wurden entspre-
chend der betroffenen Fliche mit 1 bzw. wenn mehr als 50 % betroffen waren mit 2 bewertet. Jeder
betroffene rechte Lungenlappen wurde mit 1 bewertet, so dass ein maximaler Score von 6 moglich war.
A) Auswertung der Lungen vor Perfusion; B) Auswertung nach Perfusion. *P < 0,05 gegen Doxycy-
clin, gegen Gruppe A (Spender AAV, Z3 nec-mRNA, ohne Doxycyclin) und Gruppe B (Spender AAV,
Z3 AAV, ohne Doxycyclin). # P < 0,05 gegen Doxycyclin und Gruppe B, jeweils mittels zweiseitigem
Mann-Whitney t-Test. Modifiziert aus [Mahiny et al. 2015].
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Abbildung 5.7.: Messung des Atemwegswiderstands bei gentherapeutisch behandelten de-
fizienten SP-B Miusen im MCT. In der IPL wurde den M#usen iiber das Perfusat Methacholin
fiir jeweils 10 Minuten in aufsteigender Dosis (0,1 uM, 1 uM, 10 uM, 100 uM) verabreicht um eine
BHR zu bestimmen. Nach erfolgter Exposition wurde das Methacholin fiir 10 Minuten mit Perfu-
sat ausgewaschen. Zur Analyse wurde der Mittelwert der letzten 10 Messpunkte jeder Methacholin

Exposition berechnet. n=3. Dargestellt sind Mittelwerte + SD. Modifiziert aus [Mahiny et al. 2015].
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Die gezeigten Untersuchungen zu einem gentherapeutischen Effekt bei SP-B defizienten

Mausen wurden in Zusammenarbeit mit der AG von Jun.-Prof. Dr. Michael Kormann

durchgefiihrt und 2015 in Nature Biotechnology veréffentlicht [Mahiny et al. 2015].

In vivo genome editing using nuclease-encoding mRINA corrects
SP-B deficiency.

Mahiny, A*. J., Dewerth, A.*, Mays, L. E.*, Alkhaled, M., Mothes, B.,
Malaeksefat, E., Loretz, B., Rottenberger, J., Brosch, D. M., Reautschnig,
P., Surapolchai, P., Zeyer, F., Schams, A., Carevic, M., Bakele, M., Griese,
M., Schwab, M., Niirnberg, B., Beer-Hammer, S., Handgretinger, R., Hartl,
D., Lehr, C.-M., and Kormann, M. S. D. (2015). Nat. Biotechnol., 33(6):584-
6.
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5.4. Asthmamodelle

Generell entwickeln Méause kein allergisches Asthma. Allerdings kann man ein dem
allergischen Asthma-dhnlichen Phinotyp erzeugen. Hierzu wurden im Rahmen dieser
Arbeit verschiedene allergische Asthma Modelle in Versuchstieren am Institut etabliert.
In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Allergene und drei verschiedene Modelle ver-

wendet. Diese sollen daher kurz vorgestellt werden.

5.4.1. HDM induziertes Asthma

Das Hausstaubmilben (HDM, ,house dust mite“) induzierte Asthma Modell wurde in
der Arbeitsgruppe von Jun. Prof. Dr. Michael Kormann eingesetzt und fiir eine Ko-
operation im Rahmen dieser Arbeit im Institut iibernommen (Kapitel 5.5.2). Fiir die
Etablierung eines HDM induzierten allergischen Asthma wird kein Adjuvans beno-
tigt, da Bestandteile der HDM Extrakte in der Lage sind tolerogene Mechanismen des
Immunsystems zu iiberwinden [Ebeling et al. 2007|. Zusétzlich dazu, konnen einige
Proteine aus HDM Extrakten als Proteasen fungieren und direkt zu Gewebeschéiden
in der Lunge fiihren, was zu einer Verstirkung der immunologischen Antwort beitragt
[Thomas 2015]. Somit muss fiir HDM Versuche die Sensibilisierung nicht getrennt von
der sonst notwendigen Challenge stattfinden, was dieses Modell &hnlicher zu einem
beim Menschen vorkommenden allergischen Asthma macht. Fiir die Versuche wurde
dabei ein Modell verwendet, in welchem die M&use dreimal HDM intranasal (i.n.) je-
weils im Abstand von sieben Tagen verabreicht bekamen (Durchfiihrung durch die
AG Kormann). Der experimentelle Ablauf fiir die intranasale HDM Behandlung ist in
Abbildung 5.8 gezeigt.

HDM Sensibilisierung IPL
1. 2. 3. l
Tag 1 8. 15. 16.

i.n. HDMin DPBS

Abbildung 5.8.: Protokoll zur Erzeugung eines HDM induzierten Asthma. Miusen wurde
im Abstand von jeweils sieben Tagen intranasal unter 3K Narkose die entsprechende HDM Loésung
(100 pg in 50 pul DPBS bzw. DPBS als Kontrolle) verabreicht um ein HDM induziertes allergisches

Asthma zu erzeugen.
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5.4.2. OVA induziertes Asthma

Ein weiteres fiir die Untersuchung von allergischem Asthma héufig verwendetes All-
ergen ist Ovalbumin [Kumar et al. 2008]. Um eine robuste Immunantwort durch die
Sensibilisierung zu erhalten muss je nach verwendetem Mausstamm, z.B. bei C57BL/6
ein Adjuvans, in der Regel Aluminiumhydroxid oder Imject™ Alum verwendet wer-
den [Harlow and Lane 1988, Kumar et al. 2008|. Bei BALB/c Méusen kann auf die
Verwendung eines solchen Adjuvans zum Teil verzichtet werden. Es wird in diesem
Fall jedoch eine zusitzliche Sensibilisierung durchgefiihrt um die Immunantwort zu
verstirken |[Kumar et al. 2008, Mays et al. 2013|. Neben den unterschiedlichen Sensi-
bilisierungsprotokollen, gibt es zusétzlich noch verschiedene Methoden der Challenge
der Versuchstiere. Dabei kann zwischen akuten und chronischen Expositionsmodellen
unterschieden werden |[Kumar et al. 2008|. In der vorliegenden Arbeit wurden zwei

unterschiedliche akute OVA Asthma Modelle im Institut angewendet.

OVA Kurzzeitprotokoll

In Kooperation mit Dr. Michael Mihlan und Prof. Dr. Romeo Ricci aus Strafburg
(Frankreich) wurde im Institut ein ,akutes kurzes“ Asthmaprotokoll nach Gasparik et
al. etabliert |Gasparik et al. 2012|. Die M#use wurden an drei aufeinander folgenden
Tagen mit einer OVA Adjuvans Losung intraperitoneal (i.p.) sensibilisiert (Abbildung
5.9). Nach drei Tagen wurden die Tiere dreimal i.n. unter 3K Narkose gechallenged.
Nach erfolgreicher Challenge wurden die Mause mittels IPL untersucht (Kapitel 5.5.1).

Sensibilisierung Challenge IPL
1. 2. 3. 1. 2. 3. l
| : + I : : I
Tag 1. 2. 3. 6. 7. 8. 9.
i.p. OVA-Alum (NaCl) i.n. OVA-NaCl

Abbildung 5.9.: Kurzes Asthma Modell. Nach Gasparik et al. wurden die Mause an den Tagen
1-3 mit einer i.p. Injektion sensibilisiert (200 ul OVA Losung (0,25 pg/pl mit 10 pg/pl Alum in
0,9 % NaCl)) [Gasparik et al. 2012]. Nach erfolgreicher Sensibilisierung wurden die Mause an drei
aufeinanderfolgenden Tagen (6.-8. Tag) mittels i.n. Applikation einer OVA-NaCl Losung (0,4 pg/pl
OVA in 0,9 % NaCl) unter 3K Narkose gechallenged. 24 Stunden nach der letzten Challenge wurden

die Miuse untersucht.
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OVA Langzeitprotokoll

Das zweite ,akute OVA Asthma Protokoll wurde in Anlehnung an das von Park et
al. beschriebene Protokoll am Institut im Rahmen dieser Arbeit etabliert |Park et al.
2010]. In diesem ,Jangen akuten“ Asthmaprotokoll wurden die M#use im Abstand von
14 Tagen mit 200 pl einer OVA Imject™ Alum Losung behandelt. Im Anschluss wurden
die sensibilisierten Mause an drei aufeinanderfolgenden Tagen mit einem OVA-DPBS
Aerosol gechallenged um den typischen allergischen asthmatischen Lungenphénotyp zu
erzeugen. Um nicht die unmittelbare immunologische Akutantwort der Mause auf die
letzte Aerosolchallenge zu messen, wurden die Méuse erst 48 Stunden nach der letzten

Exposition untersucht (Abbildung 5.10).

1. Sensibilisierung 2. Sensibilisierung Challenge IPL/BAL
Tag 1. 7. 14. 21.22.23. 25.
1.i.p. OVA Alum 2.i.p. OVA Alum OVA Aerosol-
exposition

Abbildung 5.10.: Langes Asthma Modell. Die Miuse wurden zweimal im Abstand von 14 Tagen
mit einer i.p. Injektion einer OVA Imject™ Alum Lésung sensibilisiert (200 ul OVA Losung (20 ug
OVA in 25 pul Tmject™ Alum in DPBS)). An den Tagen 21-23 wurden die Miuse einer 3 % OVA
Losung ausgesetzt und an Tag 25 entsprechend untersucht [Park et al. 2010].

5.5. Untersuchungen zur Auspragung von allergischem
Asthma in verschiedenen experimentellen

Mausmodellen

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Mausmodelle und die Entstehung
von allergischem Asthma, sowie damit einhergehende therapeutische Ansétze fiir die
Behandlung von allergischem Asthma untersucht. Auf diese soll in den folgenden

Abschnitten niher eingegangen werden.
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5.5.1. Entstehung von Asthma bronchiale in p38y defizienten

Mausen

Die Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK) p38y gehort zu einer Familie von vier
Proteinkinase Isoformen (p38«x, p38f3, p38y und p38d), die bei der zelluliren Immun-
antwort, aber auch bei verschiedenen anderen zelluldren Prozessen eine wichtige Rolle
spielen [Kumar et al. 2003]. Eine spezifische Inhibition der p38y MAPK mit Pirfeni-
don bei Patienten mit pulmonédrer Fibrose konnte eine Verbesserung von spezifischen
Krankheitssymptomen zeigen [Moran 2011].
Basierend auf der Hypothese, dass eine Inhibition bzw. ein Fehlen der p38y neben
dem oben erwahnten positiven Effekt auf die pulmonére Fibrose auch einen positiven
Effekt auf die Entstehung von Asthma haben konnte, wurden in Strakburg Vorda-
ten in OVA asthmatischen p38y defizienten M&usen erhoben. In diesen wurde eine
signifikante Reduktion der Eosinophilen Granulozyten und fiir die Asthmaentstehung
relevanter Zytokine (z.B. IL-5) gezeigt. Diese Daten liefsen, neben der Reduktion von
typischer Asthmamarker, auch eine Verbesserung der Lungenfunktion vermuten. Zu
diesem Zweck wurden p38y defiziente Méuse bei uns im Institut mit dem kurzen OVA
Asthma Modell behandelt (s.a. Abbildung 5.9) und mittels IPL und MCT untersucht
(Abbildung 5.11).
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Abbildung 5.11.: Atemwegswiderstand bei asthmatischen p38y Miusen. A Atemwegswider-
stand bei p38y Mé&usen aus zwei unabhingigen Versuchsreihen nach jeweils 5 Minuten Methacholin-
exposition (0,1 puM, 1 uM, 10 uM, 100 uM). Nach jeder Exposition wurde die Lunge fiir 10 Minuten
mit Puffer perfundiert. Die Ergebnisse lieferten keinen signifikanten Unterschied zwischen den p38y

defizienten und den WT asthmatischen M&usen in der 1-way ANOVA. Mittelwerte £ SD.

In der Analyse der Lungenfunktion in zwei unabhéngigen Serien konnte trotz der zuvor
beobachteten reduzierten Eosinophilen und geringeren IL-5 Spiegeln keine signifikante

Verbesserung der BHR in den untersuchten p38y defizienten Mausen im Vergleich zu
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den OVA asthmatischen W'T Mé&usen festgestellt werden. Die Asthmainduktion war in
diesen beiden Versuchsserien generell schwach ausgeprigt, aber in den Kontrollgruppen
(WT NaCl gegen WT OVA) im verwendeten zweiseitigen Mann-Whitney-Test dennoch
signifikant (*P < 0,05).

Die Untersuchung des Einflusses der MAPK p38y auf die Entstehung von allergischem
Asthma ist als Kooperation mit Dr. Michael Mihlan aus der Gruppe von Prof. Dr.
Romeo Ricci (Institut Clinique de la Souris (Illkirch, Frankreich)), jetzt am Max-
Planck-Institut fiir Immunbiologie und Epigenetik (Freiburg, Deutschland) entstanden.

Die Publikation, in die die Daten einflieflen, ist in Vorbereitung.

5.5.2. Einfluss einer Foxp3 mRNA Applikation auf die Entstehung

von allergischem Asthma

Neben der Untersuchung bestimmter Gene und Genprodukte bei der Entstehung von
allergischem Asthma wurden auch verschiedene gentherapeutische Ansitze auf mRNA
Basis in der vorliegenden Arbeit untersucht. In einer ersten Studie sollte dabei der
Einfluss von regulatorischen T-Zellen (Treg) auf die Entwicklung und Auspriagung von
allergischem Asthma untersucht werden. Hintergrund dazu ist, dass bei der Entstehung
von allergischem Asthma im Normalfall eine iiberschiefende Th2-Zellantwort in Kom-
bination mit einer reduzierten Treg-Zell Antwort beobachtet wird [Robinson 2009)].

In diesem Zusammenhang sollte durch mRNA Applikation des Treg spezifischen Tran-
skriptionsfaktors Foxp3 eine verstirkte Produktion von Treg-Zellen induziert werden.
Die mRNA wurde dabei mittels AAV2/6.2 oder als reine mRNA (ohne viralen Vektor)
in die Méuse eingebracht. Detaillierte Beschreibung der Versuchsgruppen in Mays et
al., Supporting Figure 2 [Mays et al. 2013|. Diese Behandlung sollte zu einer Hochregu-
lierung von Treg-Zellen fiihren, welche im Anschluss die iiberschieffende Th2 Antwort
einddmmen sollte. Damit einhergehend sollte dies ebenfalls zu einer Verbesserung des
allergisch asthmatischen Phénotyps der Mé&use fiihren. Die mit mRNA-behandelten
asthmatischen BALB/c Mause wurden uns von Dr. Lauren Mays aus der AG von Jun.-
Prof. Dr. Michael Kormann fiir die Lungenfunktionsanalyse zur Verfiigung gestellt und
zusammen mit PD Dr. Susanne Ammon-Treiber (Dr. Margarete Fischer-Bosch Institut
fiir klinische Pharmakologie, Stuttgart) untersucht. Wie in Abbildung 5.12 deutlich zu

erkennen ist, bewirkt die Hochregulierung der Treg-Zellen nach intratrachealer Foxp3
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mRNA Applikation eine komplette Wiederherstellung der Lungenfunktion auf Niveau
der Kontrollméuse in eigentlich sonst asthmatischen Mé&usen.
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Abbildung 5.12.: Atemwegswiderstand von Foxp3 mRNA behandelten Miusen in einem
OVA Asthma Modell. Atemwegswiderstand wihrend des MCT nach jeweils 10 Minuten Metha-
cholin Exposition in aufsteigenden Konzentrationen (0,1 uM, 1 uM, 10 puM, 100 uM). Nach jeder
Exposition wurde das Methacholin durch 20 Minuten Perfusion mit Perfusat entfernt. Dargestellt ist
jeweils der Mittelwert der letzten 8 Messpunkte jeder MCh Dosis. AAV Foxp3 hat die mRNA mit-
tels viralem Vektor vor OVA Challenge erhalten, die beiden Foxp3 Gruppen bekamen reine mRNA
entweder vor Beginn der OVA Challenge oder an Tag 1 und 3 der Challenge. *, T, #, § jeweils gegen
OVA; *P < 0,05, ¥**P < 0,01, und ***P < 0,001 gegen OVA Kontrollen. n=4-5 M&use pro Gruppe.
Mittelwerte £ SEM. Modifiziert aus [Mays et al. 2013].

In einem zweiten Versuchsansatz wurde ein allergisches Asthma durch dreimalige
intratracheale (i.t.) HDM Gabe induziert und erneut der Atemwegswiderstand der
Ma&use mit der IPL bestimmt. Die Mause haben in diesem zweiten Ansatz nur noch die
mRNA ohne viralen Vektor wihrend der 2. und 3. HDM Gabe erhalten (Abbildung
5.13 A). Die untersuchten Mause wurden erneut von Dr. Lauren Mays zur Verfiigung
gestellt. In dieser Untersuchung konnte ebenfalls ein protektiver Effekt einer Foxp3
mRNA Therapie auf die Entstehung eines allergisch asthmatischen Phanotyps gezeigt
werden (Abbildung 5.13 B).
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Abbildung 5.13.: Atemwegswiderstand von Foxp3 mRNA behandelten Miusen in einem
HDM Asthma Modell. A) Schematischer Ablauf der HDM und mRNA Gabe vor Lungenfunkti-
onsanalyse (IPL). Modifiziert aus [Mays et al. 2013]. B) Messung des Atemwegswiderstands im MCT.
Dargestellt ist der Atemwegswiderstand als Mittelwert aus den letzten 8 Messwerten nach jeweils 10
Minuten Methacholinexposition im Perfusat in aufsteigender Konzentration (0,1 uM, 1 uM, 10 uM,
100 uM). * und # gegen HDM Gruppe. *P < 0,05 und **P < 0,01. Mittelwerte & SEM.

Dieser Teil der Arbeit wurde als Teil einer Kooperation 2013 im Journal of Clinical

Investigation veroffentlicht [Mays et al. 2013].

Modified Foxp3 mRNA protects against asthma through an IL-
10-dependent mechanism.

Mays, L. E., Ammon-Treiber, S., Mothes, B., Alkhaled, M., Rottenberger,
J., Miiller-Hermelink, E. S., Grimm, M., Mezger, M., Beer-Hammer, S., Von
Stebut, E., Rieber, N., Niirnberg, B., Schwab, M., Handgretinger, R., Idzko,
M., Hartl, D., and Kormann, M. S. D. (2013). J. Clin. Invest., 123(3):1216-
1228.
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5.5.3. Einfluss von TLRs auf die Entstehung von Asthma bronchiale

Toll-like Rezeptoren (TLR) sind ein wichtiger Teil der angeborenen Immunantwort
und dienen dabei vor allem der Erkennung von Pathogen-assoziierten molekularen
Mustern (PAMPs; ,pathogen-associated molecular patterns®). Jeder TLR kann dabei
als Monomer, oder aber in Form unterschiedlicher Dimere unterschiedliche Struktu-
ren erkennen. So erkennt das Heterodimer aus TLR1/2 u.a. Triacyl-Lipoproteine von
Gram-negativen Bakterien. Im Gegensatz dazu erkennt das Heterodimer aus TLR2/6
u.a. Diacyl-Lipoproteine von Gram-positiven Bakterien. Beide Dimere sind zusétzlich
in der Lage Mykoplasmen zu erkennen |[Kawai and Akira 2010]. TLR2 alleine ist zudem
in der Lage Peptidoglycane und Porine von Bakterien, Phospholipomannan von Can-
dida albicans, sowie verschiedene Viren und Parasiten zu erkennen [Akira et al. 2006].
TLRs erlauben somit dem innaten Immunsystem eine rudimentére Form der Frem-
derkennung. Interessanterweise ist TLR2 dariiber hinaus in der Lage Hyaluronsaure-
fragmente nach Lungenschiden zu detektieren, was zu einer Aktivierung von Alveolar
Makrophagen fiihrt [Jiang et al. 2005].

Untersuchungen zum Zusammenhang von Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP;
wsingle nucleotide polymorphism®) in TLRs und der Entstehung von Asthma bei Kin-
dern konnte ein protektiver Effekt von bestimmten TLR SNPs zeigen. Vor allem bei
TLRs welche in der Lage sind Heterodimere mit TLR2 zu bilden (TLR1, -6, -10) [Kor-
mann et al. 2008|. Ausgehend von dieser Studie wurde ein therapeutischer Ansatz in
der Asthmatherapie mit Tlr mRNA untersucht. Auf die Analyse von TLR10 wurde
verzichtet, da das entsprechende Gen bei Mausen nur als Pseudogen vorkommt [Hasan
et al. 2005|. Die Mause wurden durch cand.med. Franziska Zeyer mit Tlir1/2, Tir2,
sowie Tir2/6 mRNA intratracheal behandelt. In den so behandelten Mausen wurde
entsprechend dem Schema 5.8 ein allergischer Asthmaphénotyp etabliert. Die mittels
Tlr mRNA behandelten asthmatischen Mause wurden im Anschluss auf ihre Lungen-

funktion hin in der IPL untersucht und einem MCT unterzogen (Abbildung 5.14).
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Abbildung 5.14.: Atemwegswiderstand bei asthmatischen mit Tlr mRNA behandelten
MaAusen in einem HDM Modell. Messung des Atemwegswiderstand nach MCT (0,1 uM, 1 uM,
10 uM, 100 uM) in mit unterschiedlichen Tlr mRNA (Tir1/2, Tir2, Tir2/6) behandelten HDM asth-
matischen Miusen. Nach jeder Exposition wurden die Lungen fiir 10 Minuten perfundiert. Zur Aus-
wertung wurden der Mittelwert der letzten 10 Messwerte nach 5 Minuten Methacholinexposition
berechnet und grafisch dargestellt. A) Anstieg des Atemwegswiderstands in Abhéngigkeit von der Me-
thacholin Dosis. * und # zeigt PBS gegen die entsprechende Gruppe, $ zeigt Tlr1/2 gegen Tlr2. 1-way
ANOVA mit Tukey’s multiplem Vergleichstest als Post-Test. *P < 0,05 und **P < 0,01 gegen HDM
Kontrollen. Dargestellt sind Mittelwerte = SEM. B) Box-Whisker-Plot der 10 pM Methacholinwerte.
Der Mittelwert ist als + gezeigt, Fehlerbalken sind Mittelwerte &£ SEM. Modifiziert aus [Zeyer et al.
2016]

Wie deutlich in Abbildung 5.14 A zu erkennen ist, bewirkt die Applikation von Tlr1/2
und 7r2/6 mRNA eine Verbesserung der Lungenfunktion von asthmatischen Mausen,
nicht aber Tlr2 mRNA alleine.

Dieser Teil der Arbeit, wurde in Kooperation mit cand.med. Franziska Zeyer und Clara
Will aus der Arbeitsgruppe von Jun.-Prof. Dr. Michael Kormann durchgefiihrt und 2016
in Public Library of Science One (PLOS ONE) veréffentlicht |Zeyer et al. 2016].

mRNA-Mediated Gene Supplementation of Toll-Like Receptors
as Treatment Strategy for Asthma In Vivo

Zeyer, F.*, Mothes, B.*, Will, C., Carevic, M., Rottenberger, J., Niirnberg,
B., Handgretinger, R., Hartl, D., Beer-Hammer, S., and Kormann, M. S.
D. (2016). PLOS ONE, 11(4):e0154001 * Geteilte Erstautorenschaft
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5.6. Untersuchungen in p110y, p1106 und p110vy/d
defizienten Mausen

Ein wesentliches Augenmerk der vorliegenden Arbeit lag auf der Untersuchung von
pl10y, p110d und pl10y/d defizienten Mausen in Bezug auf ihre Lungenfunktion
sowie ihr immunologisches Verhalten in einem OVA induzierten allergischen Asthma
Modell.

Ausgangspunkt der Arbeit waren Beobachtungen von Dr. Kirsten Bucher (unveroffent-
licht) und Prof. Dr. Sandra Beer-Hammer in p110y/$ defizienten Miusen (p110y/87/°)
die eine Storung der Immunhomeostase zeigen. So konnte u.a. von Beer-Hammer et
al. gezeigt werden, dass doppel-defiziente Mause eine gestorte B-Zell Proliferation
haben [Beer-Hammer et al. 2010]. Zusitzlich wurde gezeigt, dass sowohl in p110y/5/-
Méausen [Webb et al. 2005] wie auch in Méusen unter CAL-130 Behandlung, einem
dualen p110y/p1108 Inhibitor [Subramaniam et al. 2012| eine T-Zell Lymphopenie zu

KO /§DI10A ginen massiven Anstieg

beobachten ist. Uberraschenderweise zeigten p110y
von Eosinophilen Granulozyten, einhergehend mit einer IgE Hyperimmunoglobu-
lindmie [Ji et al. 2007|.

Ausgehend von diesen Befunden wurden pl110y/87/- Miuse zunichst beziiglich
einer moglichen Eosinophilie hin untersucht (Gatingstrategie im Anhang A.1). Um

die weiteren Ergebnisse besser einordnen zu konnen, wurden zudem die beiden sin-

guliiren defizienten Miuse (p110y~/~ und p11087/-) in allen Untersuchung mit analysiert.

5.6.1. Untersuchung von Eosinophilen in p110y”, p1105” und
p110y/57 unbehandelten Miausen

In einem ersten Schritt wurden zusammen mit Dr. Kirsten Bucher und Renate Riehle,
unbehandelte Mause auf ihre Eosinophile Granulozyten hin untersucht. Dazu wurde
den zu untersuchenden Mé&usen die Milzen, das Blut und die Lunge entnommen. In
den Milzen der untersuchten M&ause konnte ein signifikanter Anstieg der Eosinophilen
in p110y/8/- detektiert werden (Abbildung 5.15 oberste Zeile). Dieser Anstieg konnte
sowohl in p110y/8/- Miusen in absoluten Zellzahlen (Abbildung 5.15 A), wie auch

prozentual gezeigt werden und war gegeniiber allen untersuchten Genotypen hoch si-
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gnifikant (Abbildung 5.15 B). Die p110y~/- Miuse zeigten ebenfalls einen leichten wenn
auch nicht signifikanten Anstieg der Eosinophilen in den Milzen im Vergleich zu WT
und p110&/- Miusen.
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Abbildung 5.15.: Verteilung der Eosinophilen in verschiedenen Organen von unbehandel-
ten pl110 defizienten M#iusen. A) Prozentualer Anteil von Eosinophilen aller Milz Leukozyten.
B) Absolute Zahlen fiir die Milz Eosinophilen von WT und p110y~/-, p110&7/- und pl10y/6/- Miu-
sen. C) Bestimmung des prozentualen Anteils von Eosinophilen im Blut der untersuchten Genotypen.
D) Prozentualer Anteil von Eosinophilen aller Lungen Leukozyten. E) Absolute Zahlen fiir die Lungen
Eosinophilen aller vier untersuchten Genotypen. A-E) n=>5-8; Mittelwerte & SD. 1-way ANOVA mit
Bonferroni’s Vergleichstest jeweils gegen p110y/57/~, *P < 0,05, **P < 0,01 und ***P < 0,001.

Eine Untersuchung der Eosinophilen im Blut zeigte, dass die prozentuale Verteilung der
Eosinophilen bei p110y/87/~ hoch signifikant im Vergleich zu den anderen untersuchten
Gruppen erhoht war (Abbildung 5.15 C). Fiir die anderen Genotypen konnten im Ver-
gleich zum W'T keine Unterschiede bei den Eosinophilen festgestellt werden. Absolute
Zellzahlen wurden im Blut nicht bestimmt.

Analog zu Milz und Blut wurden die Lungen der Miuse nach Exsanguination ent-
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nommen und mit einem Kollagenase/Dispase Verdau die Leukozyten aus den Mause-
lungen isoliert. In der durchflusszytometrischen Untersuchung konnte in der Lunge von
p110y/8/ ein signifikanter Anstieg der Eosinophilen im Vergleich zu den p11087/-, sowie
WT Mausen beobachtet werden (Abbildung 5.15 D, E). Im Unterschied zu den Ergeb-
nissen aus der Milz und dem Blut konnte keine signifikante Verdnderung im Vergleich
zu pl10y~/" beobachtet werden, auch wenn ein deutlicher Anstieg der Eosinophilen in
der Lunge von p110y/6‘/‘ zu erkennen ist. Die p110y~/~ zeigten dariiber hinaus einen
leichten, wenn auch nicht signifikanten Anstieg der Eosinophilen im Vergleich zu den
WT und p11057- Lungen.

Um zu untersuchen, ob p110y/6‘/‘ Mause sich auch in ihrer IgE Produktion nicht
von den Beobachtungen aus pl110yX© /899104 Miusen unterscheiden [Ji et al. 2007],
wurde ein Teil des Blutes zur Serumgewinnung verwendet. Aus diesem Serum wurde
das gesamt IgE der vier Genotypen untersucht. Wie in Abbildung 5.16 dargestellt,
zeigten die WT, p110y~/~, sowie p11057/~ Miuse keine Unterschiede in den basalen IgE

KO/5C910A einen

Werten. p110y/8/- Miuse zeigen in Ubereinstimmung mit den p110y
hoch signifikanten Anstieg der IgE Spiegel im Vergleich zu WT Méusen, wie auch zu
den singulér defizienten Tieren.
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Abbildung 5.16.: Basale IgE Werte bei unbehandelten p110 defizienten M&usen. Bestim-
mung der gesamt IgE Spiegel aus Serum von p110y~/, p11057/-, p110y/6'/' und WT Méusen. n=>5-8;
Mittelwerte + SD. 1-way ANOVA mit Bonferroni’s Vergleichstest jeweils gegen p110y/&7/-, ¥**P <
0,001.
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5.6.2. Untersuchungen an asthmatischen p110y™”-, p1105™ und
p110v/5”- Mausen

In zwei unabhéngigen Studien mit dualen PI3K Inhibitoren wurde in der Maus fiir
das eher durch Eosinophile unterstiitzte Asthma, sowie die eher durch Neutrophile
getragene chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD; ,chronic obstructive pul-
monary disease”) unter Verwendung von TG100-115 eine deutliche Verbesserung beider
Krankheitsbilder gezeigt |[Doukas et al. 2009]. In einer zweiten Studie konnten unter
Verwendung von IPI-145 vergleichbare Ergebnisse in asthmatischen Ratten erzielt wer-
den [Winkler et al. 2013|. Diese Beobachtungen wirken vor allem in Bezug auf die Er-
gebnisse in p110yXO /8P10A Miusen, wie auch in den von uns untersuchten p110y /57"
Ma&usen, im ersten Moment widerspriichlich, da ein allergisches Asthma in Normalfall
mit einer Eosinophilie, sowie einer Erh6hung von IgE im Blut einhergeht (Atopie) [Lam-
brecht and Hammad 2015|. In der Praxis erfordert Asthma eine lebenslange Therapie.
Da es aber weder Langzeitstudien in doppeltdefizienten noch mit dualen Inhibitoren
behandelten Mausen und Asthma gibt, sollte im Rahmen dieser Arbeit ein mdglicher
Effekt einer Doppel-Defizienz auf die Entstehung eines allergischen Asthma Phéno-
typs hin untersucht werden. Dazu wurde in den Mausen entsprechend dem Protokoll
von Park et al. (s.a. 5.4.2) [Park et al. 2010] ein OVA spezifisches allergisches Asthma
induziert und im Anschluss untersucht. Zusétzlich wurden in Anlehnung zu den Basal-
wertbestimmungen bei der Asthmastudie ebenfalls die p110y~/~ Miuse, sowie p1108&7/-
Maiuse mit untersucht. Damit kann moglicherweise geklart werden, ob eine der beiden
Kinasen alleine fiir einen der beobachteten Effekte verantwortlich ist, oder aber ob die
Beobachtungen durch eine Addition der Effekte der singuldren Defizienzen erklérbar

ist.

5.6.3. Bestimmung der Zellzahl in der BALF von nicht
asthmatischen und asthmatischen p110y”, p1105”- und
p110y/57 Mausen

Da allergisches Asthma mit einer Infiltration von Immunzellen in den bronchoalveo-

laren Raum assoziiert ist [Barnes 2008], wurde die Bronchoalveolare Lavage Fliissig-

keit (BALF) mittels Bronchoalveolarer Lavage (BAL) gewonnen (s.a. Abschnitt 4.4).
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Die Zellzahlen wurden durch manuelles Zahlen mittels Neubauerzdhlkammer bestimmt
(Abbildung 5.17). Bedingt durch das komplexe Versuchsprotokoll wurden fiir alle Asth-
maversuchsgruppen die Messwerte gegen die entsprechende WT OVA Gruppe normali-
siert (—1) und das Verhiltnis grafisch dargestellt. Die Induktion eines OVA spezifischen
allergischen Asthma hat in allen drei Gruppen funktioniert (WT PBS gegen WT OVA).
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Abbildung 5.17.: Verhéltnis von Zellen in der BALF von nicht asthmatischen und asth-
matischen Méusen. BALF Zellen wurden via Zentrifugation gesammelt und die Zellzahl per Neu-
bauerzdhlkammer bestimmt. Um die Zellzahlen besser vergleichen zu kénnen, wurden die Zellzahlen
durch den Mittelwert der entsprechenden WT OVA Zahlungen geteilt. Dargestellt ist jeweils die PBS
Kontrolle, sowie die asthmatischen BALF Proben von A) p110y”/- (n=3-6), B) p1105”/~ (n—4- 5) und
C) pl10y/5/- Msusen (n=5-6). Mittelwerte = SD. 1-way ANOVA mit Bonferroni’s Vergleichstest,
Vergleich der WT Gruppen gegeneinander ™7 P < 0,01; TTTP < 0,001, Vergleich der OVA Gruppen
gegeneinander ¥* P < 0,01; ***P < 0,001.

Es ist deutlich zu erkennen, dass in der BALF von asthmatischen p110y /57" Miusen
statistisch am wenigsten Zellen im Vergleich zur WT OVA Kontrolle eingewandert
sind (Abbildung 5.17 C). Dieser Effekt ist geringfiigig schwécher bei asthmatischen
pl11087/- Miusen ausgeprigt (Abbildung 5.17 B). Die stiirkste Infiltration von Zellen
im Vergleich zu WT OVA Méusen konnte in den BALFs von asthmatischen p110y~/-
Méiusen beobachtet werden (Abbildung 5.17 A).

Ein Teil der BALF Proben wurde zusétzlich zur Herstellung von Cellspins verwendet.
Da fiir jede Cellspin Praparation 1/5 der gesamten BALF Zellen verwendet wurde,
lassen sich direkt visuell Unterschiede in den einzelnen Genotypen erkennen (Abbildung
5.18).

Die Ergebnisse der Cellspins bestéitigen dabei die Ergebnisse der Zellzahlbestimmung
in den BALFs der asthmatischen M&use (Abbildung 5.17).
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A) DPBS

p110 WT

Abbildung 5.18.: Reprisentative Cellspinpriparation von BALF Proben der untersuchten
nicht asthmatischen und asthmatischen Méuse. BALF Zellen wurden per Zentrifugation ge-
sammelt und in einem definierten Volumen aufgenommen. 1/5 der BALF Losung wurde im Anschluss
fiir die Cellspinpriaparation verwendet. A) Jeweils ein reprisentativer Cellspin der PBS Kontrollen
aller vier untersuchten Genotypen. B) Jeweils ein reprisentativer Cellspin der OVA Tiere aller vier

untersuchten Genotypen. Vergrékerung 100x, Mafstabsbalken = 100 pM.

5.6.4. Analyse der zellularen Zusammensetzung der BALF von
nicht asthmatischen und asthmatischen p110y™, p1105” und
p110y/57 Mausen

Zur Untersuchung der Zusammensetzung der BALF und der Lunge wurde ein durch-
flusszytometrisches Panel etabliert mit welchem es moglich war alle relevanten Zellty-
pen zu detektieren (Antikorperliste 3.1.5). Dadurch war es mit einem einzigen Panel
moglich Eosinophile und Neutrophile Granulozyten, sowie T und B Zellen direkt zu un-
terscheiden (Abbildung 5.19). Wie schon an Hand dieser beiden Beispiele zu erkennen
ist, unterscheiden sich die WT OVA Miuse massiv von den untersuchten asthmatischen

pl110y/8/- Miusen.

Bestimmung der Eosinophilen und Neutrophilen Granulozyten in der BALF von

p110v™", p1105” und p110vy/5”- asthmatischen Mausen

Wie schon in der Einleitung dargestellt sind von den Granulozyten, im wesentlichen
die Eosinophilen und Neutrophilen, weniger die Basophilen Granulozyten von Bedeu-
tung, so dass im folgenden Abschnitt der Fokus der Untersuchung auf diesen beiden
Zelltypen lag.

Da Eosinophile, neben Th2-Zellen zu den wichtigsten Immunzellen bei der Entstehung
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Abbildung 5.19.: Gatingstrategie fiir die Immunophinotypisierung der asthmatischen Miu-
se. Dargestellt ist exemplarisch das Gating fiir eine WT OVA sowie eine asthmatische pll(h//é'/ -
Maus. T Zellen wurden als CD11b™ SSCs®'i"& CD3e, B Zellen analog als CD11b- SSCMiedris CD19
definiert. Diese beiden Populationen wurden fiir das weitere Gating ausgeschlossen. Die Neutrophilen
wurden als CD11b™" Ly6G™ selektiert. Nach Ausschluss der Neutrophilen wurden die Eosinophilen als
F4/80medris/~ Siglec-FT ermittelt.

von Asthma ziihlen [Possa et al. 2013] und p110y/87/- defiziente Miuse einen massiven
Anstieg der Eosinophilen in Blut, Milz und Lunge zeigen, wurde die BALF von OVA
allergischen asthmatischen Mausen mittels Durchflusszytometrie auf die einzelnen Zell-
populationen hin untersucht. In Ubereinstimmung mit den absoluten Zellzahlen in der
BALF, sind auch die Eosinophilen in der BALF von asthmatischen WT Mausen signi-
fikant erhoht. Die einzelnen Genotypen unterscheiden sich in ihrer Reaktion deutlich
(Abbildung 5.20). So ist die Infiltration von Eosinophilen in die BALF von pl110y~/-
Miusen geringer reduziert (Abbildung 5.20 A) als bei p11087/- Miusen (Abbildung 5.20
B). Die deutlichste Reduktion von Eosinophilen in der BALF in Relation zu den WT
OVA Miusen zeigten die p110y/8/- Miuse (Abbildung 5.20 C).
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Abbildung 5.20.: Verhéltnis von Eosinophilen und Neutrophilen Granulozyten in der BALF
von nicht asthmatischen und asthmatischen Miusen. BALF Zellen wurden per Zentrifugation
gesammelt, in der Neubauerzdhlkammer die Zellzahl bestimmt und mittels Durchflusszytometrie un-
tersucht. Zum besseren Vergleich wurden die Zellzahlen durch den Mittelwert der entsprechenden WT
OVA Zshlungen gerechnet. Dargestellt sind jeweils die PBS Kontrollen sowie die asthmatischen BALF
Proben von A-C) Eosinophile und D-F) Neutrophile. A) p110y”/~ (n=3-6), B) p1105/- (n=4-5) und C)
p110y /57~ Miuse (n=5-6), D) p110y”/* (n=3-6), E) p1105~/~ (n=4-5) und F) p110y/5~/~ Miuse (n=>5-
6). Mittelwerte & SD. 1-way ANOVA mit Bonferroni’s Vergleichstest, Vergleich der WT Gruppen
gegeneinander TP < 0,05; TTP < 0,01; Tt P < 0,001; Vergleich der OVA Gruppen gegeneinander
%P < 0,05 **P < 0,01; ***P < 0,001.

Eine weitere Zellpopulation die bei Asthma, vor allem bei schweren Formen, eine we-
sentliche Rolle spielen, sind Neutrophile Granulozyten |[Wenzel 2006, 2012|. Wie in
Abbildung 5.20 (untere Reihe) gezeigt, dhnelt sich das Verhéltnis der Neutrophilen
von asthmatischen, defizienten Mausen zu WT OVA Mausen dem der Eosinophilen
in der BALF (5.20 obere Reihe). Ebenfalls ist auch in allen drei Versuchsgruppen ein
signifikanter Anstieg der Neutrophilen in asthmatischen WT Mausen detektierbar. Die
Neutrophile bei den p110y’/~ Miusen sind am geringsten im Vergleich zu den WT
OVA Miusen reduziert (Abbildung 5.20 D). Bei den p11087/~ und p110y/5/- M#usen
gibt es keinen Unterschied. Beide Genotypen zeigen eine vergleichbare Reduktion an

infiltrierenden Neutrophilen in den Bronchialraum (Abbildung 5.20 E, F).
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Untersuchung von Lymphozyten in der BALF von p110y™, p1105” und p110y/5™

asthmatischen Mausen

Wesentlich fiir die Entstehung von Asthma sind neben den Eosinophilen auch Th-
Zellen, und hierbei vor allem die Th2-Zellen [Possa et al. 2013]. Diese Zellen sind dabei
im Wesentlichen fiir die Entstehung und Progression von Asthma notwendig. Sie werden
dabei vor allem durch Tregs reguliert (s.a. 5.5.2) |[Karagiannidis et al. 2004, Robinson
2009].

Analog zu den Untersuchungen fiir die Eosinophilen und Neutrophilen in der BALF
wurden die T-Zellen in der BALF mittels Durchflusszytometrie bestimmt (Abbildung
5.21 obere Reihe).
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Abbildung 5.21.: Verhiltnis von T- und B-Zellen in der BALF von nicht asthmatischen
und asthmatischen Méausen. BALF Zellen wurden per Zentrifugation gesammelt, per Neubauer-
zéhlkammer die Zellzahl bestimmt und mittels Durchflusszytometrie untersucht. Um die Zellzahlen
besser vergleichen zu kénnen wurden die einzelnen Zellzahlen durch den Mittelwert der entsprechenden
WT OVA Zghlungen gerechnet. Dargestellt sind jeweils die PBS Kontrollen sowie die asthmatischen
BALF Proben von A-C) T-Zellen. A) p110y”/~ (n=3-6), B) p1105”/~ (n—4-5) und C) p110y/&~/- Miuse
(n=>5-6). D-F) Ratio der BALF B-Zellen. D) p110y/~ (n=3-6), E) p11056”/~ (n=4-5) und F) p110y/5/-
Miuse (n=>5-6). Mittelwerte £ SD. 1-way ANOVA mit Bonferroni’s Vergleichstest, Vergleich der WT
Gruppen gegeneinander TP < 0,05; Tt P < 0,01; TTTP < 0,001; Vergleich der OVA Gruppen gegen-
einander *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.

Wie schon bei den Eosinophilen und Neutrophilen Granulozyten gezeigt, gibt es nach
Asthma Induktion in WT Mé&usen einen signifikanten Anstieg von T-Zellen in der BALF
(Abbildung 5.21 A-C). Ahnlich wie schon die Daten fiir die Granulozyten gezeigt haben,
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war die Reduktion der T-Zellen am geringsten in den p110y~/~ asthmatischen Miusen
im Vergleich zu den WT OVA Méusen (Abbildung 5.21 A). Bei p11087/- und p110y/57/-
asthmatischen Mausen zeigte sich eine deutlichere Reduktion, die aber auf Grund der
grofseren Abweichung der WT OVA Gruppe bei den p110& M&usen etwas schwécher in
ihrer Signifikanz ausgeprigt war (Abbildung 5.21 B, C).

Fiir die Produktion von Allergen spezifischen Antikorpern sind B-Zellen verantwortlich.
Da die p110y/67/- Miusen schon unter basalen Bedingungen einen massiven Anstieg
des IgEs gezeigt haben, war es wichtig auch diesen Zelltyp und seine Infiltration in die
Lunge von asthmatischen Mausen zu untersuchen.

Durch eine starke Streuung der erhaltenen Daten sind die Ergebnisse nicht ganz so deut-
lich wie fiir die anderen untersuchten Zelltypen. Jedoch lisst sich in allen untersuchten
Gruppen ein signifikanter Anstieg von B-Zellen in der BALF von asthmatischen WT
Mausen nachweisen (Abbildung 5.21 untere Reihe). In allen untersuchten Genotypen
scheint es weniger infiltrierende B-Zellen in den asthmatischen Lungen von asthmati-
schen p110 defizienten M#usen zu geben, auch wenn sich fiir die p11067/- Méuse auf

Grund der Streuung nur eine deutliche Tendenz beobachten lasst (Abbildung 5.21 E).

5.6.5. Bestimmung der Zellzahlen der Lunge von nicht
asthmatischen und asthmatischen p110y™, p1105” und
p110v/5”- Mausen

Bei Asthma findet man nicht nur eine erhéhte Zahl von Immunzellen im bronchoal-
veolaren Raum, sondern auch, je nach Schweregrad des Asthma, iiber die ganze Lunge
mehr oder weniger stark verteilt. Aus diesem Grund wurden nach Entbluten und BALF
Gewinnung den Mausen die Lungen entnommen und mittels Kollagenase/Dispase Ver-
dau die Leukozyten isoliert. Diese wurden im Anschluss mittels Neubauerzdhlkammer
gezihlt und analog zu den BALF Zellen gefarbt und ausgewertet. Da das Lungengewe-
be aus einer Vielzahl von Zellpopulationen besteht, wurden die Gesamtzellzahlen aber

nicht weiter ausgewertet.
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5.6.6. Analyse der zellularen Zusammensetzung der Lunge von
nicht asthmatischen und asthmatischen p110y™, p1105™ und

p110v/5”- Mausen

Untersuchung von Eosinophilen und Neutrophilen Granulozyten in der Lunge

von p110y”, p1105™ und p110vy/5”- asthmatischen Mausen

In Ubereinstimmung mit der Analyse der BALF wurden die Eosinophilen im Lungen-
gewebe untersucht. Fiir die Eosinophilen zeigten sich dabei in p11057/- und p110y/57/-
Mausen vergleichbare Ergebnisse wie fiir die Untersuchungen in der BALF (Abbildung
5.22 B, C). Uberraschenderweise zeigt sich in den Lungen der asthmatischen p110y~/-
Méuse eine deutliche Tendenz hin zu einer erhohten Infiltration in die Lunge im

Vergleich zu den WT OVA Miusen (Abbildung 5.22 A).
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Abbildung 5.22.: Verhéltnis von Eosinophilen und Neutrophilen Granulozyten in der Lunge
von nicht asthmatischen und asthmatischen p110 defizienten M&ausen. Leukozyten wurden
durch Kollagenase/Dispase Verdau aus der Lunge gewonnen und mit Durchflusszytometrie untersucht.
Zur besseren Vergleichbarkeit der Daten wurden die Zellzahlen durch den Mittelwert der entsprechen-
den WT OVA Ergebnisse gerechnet. A-C) Dargestellt sind Eosinophile aus PBS Kontrollen sowie den
entsprechenden Lungenzellen von asthmatischen A) p110y~/~, B) p1105/~ und C) p110y/5/~ Miusen.
D-F) Dargestellt sind Neutrophile aus PBS Kontrollen sowie den entsprechenden Lungenzellen von
asthmatischen D) p110y~/~, E) p110&/- und F) p110y/&/ Mausen. n—=3-6, Mittelwerte + SD. 1-way
ANOVA mit Bonferroni’s Vergleichstest, Vergleich der WT Gruppen gegeneinander™ P < 0,01; 7" P
< 0,001; Vergleich der OVA Gruppen gegeneinander *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.
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Die Analyse der Eosinophilen in den Lungen von WT Mausen mit der 1-way ANOVA
konnte fiir die WT OVA Méuse in der p110d und p110y/d jeweils einen signifikanten
Anstieg zeigen, jedoch nicht bei p110y WT OVA Méusen (Abbildung 5.22 A-C). Von
besonderem Interesse war bei Analyse der Lungen-Eosinophilen die Auswertung der
Infiltration in die Lungen von asthmatischen pl110y/67/~ Miusen. In diesen Miusen
konnte wie in Abbildung 5.15 D, E gezeigt bereits in unbehandelten Mausen ein An-
stieg von Eosinophilen in der Lunge gezeigt werden. Dieser Anstieg kann aber nicht
durch eine Induktion eines allergischen Asthmaphénotyps verstirkt werden (Abbildung
5.22 C).

In Ergdnzung zu den Eosinophilen wurden ebenfalls die Neutrophilen aus den Lungen
(nach Entnahme der BALF und entbluten) unter Verwendung der Durchflusszytome-
trie untersucht. Erneut zeigt sich fiir alle drei Genotypen ein deutlich unterschiedliches
Muster (Abbildung 5.22). Bei den p110y”/~ Miusen sind die Ergebnisse am deutlichsten
ausgeprigt (Abbildung 5.22 D). Bei den WT Méusen gibt es keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den PBS und OVA Méusen. Im Gegensatz dazu steht ein signifikanter
Anstieg der Neutrophilen in den Lungen von pl110y”/~ OVA Miusen im Vergleich zu
den WT OVA Lungen. Bei den untersuchten p11057/- Mausen zeigt sich ein ginzlich
anderes Bild, die Neutrophilen sind in den Lungen asthmatischer p11087/- signifikant
reduziert im Vergleich zu der entsprechenden WT OVA Gruppe, mit einem signifi-
kanten Anstieg bei WT OVA Maiusen (Abbildung 5.22 E). Fiir die Untersuchung in
pl110y/8/- Miusen lisst sich keine eindeutige Aussage treffen, da sich durch die hohen
Varianzen keine Tendenzen beobachten lassen (Abbildung 5.22 F).

Untersuchung von Lymphozyten in der Lunge von p110y”, p1105” und p110vy/57"

asthmatischen Mausen

Neben den zuvor schon untersuchten Eosinophilen und Neutrophilen Granulozyten
miissen auch T-Zellen durch das Lungengewebe wandern um in den Bronchoalveolaren
Raum einzuwandern. Aus diesem Grund wurden die Lungen der asthmatischen Mause

ebenfalls auf die Infiltration von T-Zellen untersucht (Abbildung 5.23).
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Abbildung 5.23.: Verhéltnis von T- und B-Zellen in der Lunge von nicht asthmatischen
und asthmatischen M#usen. Leukozyten wurden durch Kollagenase/Dispase Verdau aus der Lun-
ge gewonnen und mittels Durchflusszytometrie untersucht. Zur besseren Vergleichbarkeit der Daten
wurden die Zellzahlen durch den Mittelwert der entsprechenden WT OVA Ergebnisse verrechnet. A-C)
Dargestellt sind jeweils die Ratios der T-Zellen von PBS Kontrollen sowie den asthmatischen Lungen
von A) p110y”/*, B) p11057/~ und C) p110y/&/- Miusen. D-F) Dargestellt sind jeweils die Ratios der
B-Zellen von PBS Kontrollen sowie den asthmatischen Lungen von D) p110y”/-, E) p1106/- und F)
pl10y/8/- Miusen. n—=3-6, Mittelwerte + SD. 1-way ANOVA mit Bonferroni’s Vergleichstest, Ver-
gleich der WT Gruppen gegeneinander TP < 0,05; Vergleich der OVA Gruppen gegeneinander *P <
0,05.

Auch fiir die Verteilung der T-Zellen zeigte sich kein einheitliches Bild. Bei den asth-
matischen pl11087/- und pl10y/57/" lisst sich eine Reduktion der ins Gewebe einge-
wanderten T-Zellen beobachten (bei p11087/~ als Tendenz) (Abbildung 5.23 B, C). Bei
den asthmatischen p110y~/~ Miusen zeigt sich #hnlich wie bei den Eosinophilen und
Neutrophilen ein Anstieg (deutliche Tendenz) der T-Zellen in den Lungen der asthma-
tischen Méuse (Abbildung 5.23 A).

Die Untersuchung der Lungen von nicht asthmatischen und asthmatischen Mausen auf
die eingewanderten B-Zellen zeigt ein zuvor schon in den Lungen der Mause beobach-
tetes Muster (Abbildung 5.23). Es kann aber fiir keinen Genotypen eine Signifikanz
detektiert werden. In den Lungen der asthmatischen p110y~/~ Miuse lisst sich ein
Anstieg, in Form einer deutlichen Tendenz von Zellen im Vergleich zu den WT OVA
Miusen feststellen (Abbildung 5.23 D). Fiir die p110§7/- und p110y/8/- Miuse lisst
sich kein Unterschied in der Verteilung der B-Zellen erkennen (Abbildung 5.23 E, F).
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5.6.7. Vergleichende histologische Untersuchung der
asthmatischen Lunge von p110y™, p1105™ und p110y/5™"

Mausen

PAS Farbung von Lungenschnitten von p110y”, p1105” und p110y/57

asthmatischen Mausen

Asthma macht sich neben der Infiltration von Zellen in die Lunge auch durch eine
Veranderung der Lungenmorphologie, sowohl durch hyperplastisches, wie auch durch
metaplastisches Gewebe bemerkbar |[Lambrecht and Hammad 2015|. Da das von uns
verwendete ,akute lange“ OVA Protokoll keine chronische Exposition der Tiere mit ei-
nem Allergen beinhaltet war noch nicht von einer Hyperplasie des Lungengewebes aus-
zugehen. Aus diesem Grund wurde nur die fiir Asthma typische Goblet-Zell-Metaplasie
untersucht. Dazu wurden Lungenschnitte mittels einer PAS Féarbung (,,periodic acid-
Schiff reaction®), genauer einer Periodsdure-Reaktion auf ihre Kohlenhydrate, und so-
mit auch auf die in den Goblet-Zellen enthaltenen Mukoproteine (Mucine) hin gefirbt
|Hotchkiss 1948| und mikroskopisch ausgewertet.

Aus paraffineingebetteten Lungen wurden 6 uM Schnitte angefertigt und nach Proto-
koll PAS geférbt (reprisentative Fotos in Abbildung 5.24). Wie anhand der Abbildung
zu erkennen ist, unterscheiden sich die Farbungen makroskopisch (100x) und mikro-
skopisch (630x) in den PBS Gruppen nicht (5.24 A). In den OVA Gruppen lassen sich
bei den WT, p110y”/" und p1106/- Miusen mit blofem Auge deutliche PAS positive
Bereiche, aber keine Unterschiede zwischen den Gruppen erkennen. Im Gegensatz dazu
sind in den Lungen von p110y/57/" asthmatischen Miusen kaum PAS positive Zellen
zu detektieren (Abbildung 5.24 B).

Zur Bestimmung der Schwere der Goblet-Zell-Metaplasie wurden die PAS positiven
Zellen (pink) und die sichtbaren Zellkerne (blau) in den entsprechenden Bereichen
ausgezahlt. Wie in Abbildung 5.25 zu erkennen ist, wurde der mikroskopische Befund
auch in der statistischen Auswertung bestétigt. So lasst sich nur fiir die untersuchten
pl10y/67/- asthmatischen Méiuse keine Goblet-Zell-Metaplasie der PAS positiven

Zellen feststellen.
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Abbildung 5.24.: Reprisentative mikroskopische Bilder von PAS gefiarbten Lungenschnit-
ten der untersuchten nicht asthmatischen und asthmatischen M&use. Lungen wurden nach
Formaldehydfixierung in Paraffin eingebettet und in 6 pM dicken Schnitten mittels Periodsiure-
Reaktion gefirbt. Als Gegenfirbung kam eine saure Himalaunlésung nach Mayer zum Einsatz. A) Re-
prasentative Lungenschnitte der PBS Kontrollen aller vier untersuchten Genotypen. B) Reprisentative
Lungenschnitte der OVA Tiere aller vier untersuchten Genotypen. Vergroferung 100x, Einfligungen

630x, Mafsstabsbalken = 100 pM.

*k%*
*k*k

DPBS OVA

Abbildung 5.25.: Auswertung der PAS Fiarbungen von Lungenschnitten. Prozentuale Aus-
wertung der PAS gefirbten Lungenschnitte. Dabei wurden die PAS™ Zellen im Verhiltnis zu den
sichtbaren Zellkernen berechnet. Dargestellt sind Mittelwerte = SD. n=3-6, 1-way ANOVA mit Tu-
key’s multiplem Vergleichstest, ***P < 0,001.
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5.6.8. IgE Bestimmung aus Serum asthmatischer p110y™, p1105™"
und p110y/6”" Mause

Da allergisches Asthma mit hohen IgE Spiegeln einhergeht [Possa et al. 2013, Lam-
brecht and Hammad 2015] und p110y/8/- Miuse schon, wie in Abbildung 5.16 gezeigt
einen signifikanten Anstieg in ihren IgE Spiegeln zeigten, wurde das Serum von nicht
asthmatischen und asthmatischen M&usen auf ihre IgE Spiegel untersucht. Wie in Ab-
bildung 5.26 A und B zu erkennen ist, gab es bei den p110y”/- und p11057/- asthmati-
schen Mausen keine Unterschiede, {iberraschend aber auch keinen signifikanten Anstieg
in WT OVA Miusen. Fiir die asthmatischen pl110y/8/- Miuse zeigt sich fiir das Ge-
samt IgE ein Bild wie bei den unbehandelten, sowie mit DPBS behandelten M&usen
(5.26 C).
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Abbildung 5.26.: Gesamt IgE aus dem Serum von nicht asthmatischen und asthmatischen
Méiusen. Bestimmung des Gesamt IgE mittels ELISA. Dargestellt sind jeweils A) p110y~/~ Miuse B)
p1105~/~ Miuse sowie C) pllOy/é'/' Mause mit den entsprechenden WT Kontrollen. Mittelwerte £ SD.
n=4-8 Mause, 1-way ANOVA mit Bonferroni’s Vergleichstest fiir ausgew#ihlte Gruppen, p110y/ 5/-
gegen WT OVA *P < 0,05.

Da in unseren Versuchen ein gegen OVA allergisches Asthma induziert wurde, sollte sich
ebenfalls OVA spezifisches IgE (OVA-IgE) nachweisen lassen. Aus diesem Grund wurde
ebenfalls OVA-IgE im Serum der Mause bestimmt. Fiir alle untersuchten Genotypen
zeigte sich dabei eine identische Entwicklung (Abbildung 5.27). Fiir die asthmatischen
p110y/~ und p11067/- Miuse konnte eine tendenziell erhhte OVA-IgE Konzentration
detektiert werden (Abbildung 5.27 A, B). Wie in Abbildung 5.27 C zu erkennen ist, zei-
gen asthmatische p110y /87" einen massiven Anstieg von OVA-IgE auf durchschnittlich
fast 1,5 pg/ml Serum.
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Abbildung 5.27.: OVA spezifisches IgE aus dem Serum von nicht asthmatischen und asth-
matischen M#usen. Bestimmung des OVA-IgE mittels ELISA. Dargestellt sind jeweils A) p110y~/-
Miuse B) p1106/- Miuse sowie C) p110y /57~ Miuse mit den entsprechenden WT Kontrollen. Mittel-
werte = SD. n=4-8 Miuse, 1-way ANOVA mit Bonferroni’s Vergleichstest fiir ausgewihlte Gruppen,
p11057/- gegen WT OVA **P < 0,01.

5.6.9. Lungenfunktionsanalyse asthmatischer p110y”-, p1105” und
p110y/5” Mause

Eines der wesentlichen Merkmale von Asthma bei Patienten ist eine durch eine
BHR ausgeldste Atemnot. Um die BHR zu untersuchen wurde an den asthmatischen
pl10y~/~, p11067- und pl110y/87/- Miuse in der IPL ein MCT durchgefiihrt (s.a. 5.3)
und der Atemwegswiderstand bestimmt. Den Lungen der Méuse wurden dabei in auf-
steigender Konzentration 5 uM, 50 uM und 500 uM Methacholin {iber das Perfusat
verabreicht. Um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu verbessern wurden jeweils die
A Werte nach fiinf Minuten Methacholinexposition mit dem Mittelwert der letzten
10 Messpunkte vor der entsprechenden Methacholinexposition gebildet. Wie in Ab-
bildung 5.28 A zu erkennen ist, unterscheidet sich der Atemwegswiderstand bei den
untersuchten DPBS Kontroll-Mausen nicht. Ein deutlich anderes Bild ergibt sich bei
den OVA Miusen (Abbildung 5.28 B). Fiir die p110y”/- und p1105”/- konnte kein Un-
terschied im Vergleich zu den untersuchten WT OVA Mausen detektiert werden. Fiir
die p110y/87/- Miuse zeigt sich ein nicht so eindeutiges Ergebnis. In allen Untersuchun-
gen zuvor war es bei keiner untersuchten Mausgruppe moglich in den asthmatischen
Miusen den Atemwegswiderstand bei 500 uM noch zu bestimmen. Bei den p110y/67/
Mausen konnte jedoch bei der Hélfte der untersuchten Mause der Atemwegswiderstand
auch bei 500 uM bestimmt werden. Dariiber hinaus zeigt sich bei 50 uM eine signi-
fikante Reduktion des Atemwegswiderstand in den asthmatischen p110y/8/- Miusen

im Vergleich zu den anderen untersuchten Gruppen.
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Abbildung 5.28.: Bronchiale Hyperreagibilititsbestimmung in p110y/~, p1105/~ und
p110y/5/~ Méiusen. Zur Feststellung der BHR wurde der Atemwegswiderstand der zu untersu-
chenden Mause in der IPL unter Verwendung des MCT ermittelt. Die Méuse wurden dabei einer
aufsteigenden Methacholinkonzentration ausgesetzt (5 pM, 50 uM und 500 uM). Dargestellt ist die
Differenz des Atemwegswiderstand A) fiir PBS behandelte (n=3-10) und B) fiir OVA behandelte M&u-
e (n=>5-7). Mittelwerte + SD. P = n.s.; Bei offensichtlichen Beschidigungen der Lunge wurde diese
aus der Auswertung genommen. 2-way ANOVA mit Bonferroni’s Vergleichstest fiir p110y /57" gegen
WT OVA, p110y”/- und p1105/- *P < 0,05.

PAS Fiarbung in BALF von p110y™, p11056” und p110y/57 asthmatischen Mausen

Bei fast allen asthmatischen Miusen (Ausnahme hier teilweise bei p110y/87/ Méu-
sen) kam es zu einer massiven Schleimproduktion (Mucus) wihrend der IPL, die im
schlimmsten Fall zu einer Verstopfung der Lunge fiihrte, so dass der Schleim aus der
Lunge entfernt werden musste. Auf Grund dessen wurde nach dem Protokoll von Kil-
coyne et al. eine PAS Féarbung der Glykoproteine in der BALF versucht |Kilcoyne et al.
2011]. Wie in Abbildung 5.29 zu sehen ist, funktioniert die Messung prinzipiell, aber

die Verdiinnung in der BALF war zu hoch um eine eindeutige Aussage zu erhalten.
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Abbildung 5.29.: PAS Fiarbung in BALF. Photometrische Bestimmung des Glykoproteingehalts
der BALF von asthmatischen Mausen bei 550 nm. Mittelwerte + SD. n—=4-8 M#use.
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Teile der Untersuchungen zum asthmatischen Phénotyp der pl10 defizienten Méause

wurde in PLOS ONE veroffentlicht:

p110y /b Double-Deficiency Induces Eosinophilia and IgE Produc-
tion but Protects from OVA-Induced Airway Inflammation.
Mothes, B.*, Bucher, K.*, Ammon-Treiber, S., Schwab, M., Piekorz, R.,
Hirsch, E., Niirnberg, B. and Beer-Hammer, S. (2016). PLOS One 11(7):
e0159310. doi:10.1371 /journal.pone.0159310. *Geteilte Erstautorenschaft
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6. Diskussion

6.1. Lungenfunktionsanalyse

Durch ihren direkten Kontakt mit der Umwelt ist die Lunge wie bereits in der Einlei-
tung dargestellt mannigfaltigen Schadstoffen und Pathogenen ausgesetzt. Die Folge ist
eine hohe Inzidenz von Lungenerkrankungen mit und ohne Todesfolge. So wurden al-
lein fiir chronische Atemwegserkrankungen (z.B. Asthma und COPD) ca. 571 Millionen
Erkrankungsfille fiir das Jahr 2013 geschétzt [Global Burden of Disease Study 2013
Collaborators 2015]. Um mégliche Ursachen und Verédnderungen der Lunge besser zu
verstehen, sowie um mogliche Therapien zu testen, wurden unterschiedliche Methoden
entwickelt um die Lunge und die Lungenfunktion zu untersuchen. Fiir die Maus haben
sich dabei im wesentlichen zwei Arten von Messungen etabliert. Die in vivo und die ex
vivo Lungenfunktionsanalyse. Bei den in vivo Messungen, wie z.B. der Bodyplethysmo-
graphie kénnen bestimmte Lungenfunktionsparameter nur indirekt bestimmt werden
(s. Abschnitt 1.7). Bei anderen in vivo Methoden, z.B. der Messung unter Narkose
mit dem FlexiVent System konnen die Lungenparameter hingegen direkt abgeleitet
werden. Allen in vivo Methoden gemein ist, dass die Maus in ihrer Gesamtheit ge-
messen wird (incl. Widerstand des Brustkorbes und eventuell vorhandener Substanzen
im Blut). Will man sich die Lunge als isoliertes Organ, also ohne den Einfluss des
Brustkorbs und Variationen im Blut (also auch ohne zirkulierende Zellen) messen, so
kommt vor allem die ex vivo Lungenfunktionsmessung nach Held et al., die isolierte,
perfundierte und ventilierte Mauslunge in Frage [Held et al. 1999]. Es wird in der IPL
also nur das Lungengewebe und der Einfluss der in die Lunge eingewanderten Zellen
auf die Lungenfunktion untersucht. Bei den meisten in vivo Methoden lassen sich die
Maiuse aber im Gegensatz zu der ex vivo Methode mehrmals vermessen, so dass sich

Therapieverlaufsuntersuchungen und die Entwicklung von Lungenerkrankung untersu-
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chen lassen. Die Stirke der ex vivo Lungenfunktionsmessung liegt in der Analyse der
Lunge als isoliertes Organ unter definierten Rahmenbedingungen (u.a. Kammerdruck,
Atemfrequenz, Perfusat, Temperatur). Dadurch, dass das Blut durch ein Perfusat mit
definierten Eigenschaften ersetzt wird, kann die TPL als einzige Methode zur Untersu-
chung von Stimuli auf die Lunge welche iiber die Endothelseite in die Lunge kommen
verwendet werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die IPL. dazu verwendet unser Verstindnis fiir eine
der haufigsten chronischen Atemwegserkrankung, das allergische Asthma [Global Bur-
den of Disease Study 2013 Collaborators 2015| vor allem der damit einhergehenden
Atemwegsentziindung und mogliche Therapieoptionen fiir die Erkrankung und deren
Symptome besser zu verstehen. Dazu wurde fiir die vorliegende Arbeit ein Methacholin-
test fiir die IPL, sowie die BAL und die Cellspin zur Analyse der BALF erfolgreich am
Institut etabliert. Zusétzlich konnte der Erfolg verschiedener mRNA Therapien zur

Behandlung von Erkrankungen der Atemwege demonstriert werden.

6.2. Anwendungsmodelle

Wie bereits erwahnt, eignete sich die IPL zur Untersuchung verschiedener Erkrankungs-
modelle der Atemwege, sowie moglicher Therapien fiir diese. Der Therapieerfolg mit
einer SP-B Behandlung auf mRNA Ebene von Mausen mit einem vorliegenden SP-B
Defekt konnte anhand der Lungenfunktionsmessung in der IPL, sowohl in Form der
Lungencompliance wie auch der BHR bestétigt werden [Mahiny et al. 2015]. Neben
dieser ,Vitalitatspriifung“ der Lunge, wurden vor allem mogliche Einflussfaktoren und
Therapieoptionen fiir das allergische Asthma bzw. die zu Grunde liegende Atemwegs-
inflammation untersucht. In einer ersten Studie konnte ein positiver, therapeutischer
Effekt einer Forp? mRNA Applikation unter Verwendung zweier unterschiedlicher All-
ergene (OVA und HDM) in BALB/c Méusen gezeigt werden [Mays et al. 2013]. An-
geregt durch Ergebnisse aus einer Untersuchung zu SNPs in Kindern mit allergischem
Asthma |[Kormann et al. 2008|, wurde ein moglicher Effekt einer Asthmatherapie auf
Basis einer TLR Hochregulierung (TLR2, TLR1/2, TLR2/6) in HDM asthmatischen
Mausen untersucht. Nach topischer Tlr1/2 und Tir2/6 mRNA Applikation zeigten die

Lungen der untersuchten asthmatischen Mause eine verbesserte BHR. Die Hochregula-
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tion von TLR2 hatte keinen erkennbaren Einfluss auf die BHR, so dass sich diese Mause
wie WT asthmatische Mause verhielten [Zeyer et al. 2016]. Neben diesen gentherapeu-
tischen Ansétzen, bietet die IPL auch eine gute Plattform um unter Verwendung von
Gen-defizienten Mausen, den Einfluss eines Gens und damit eines moglichen Therapie-
zieles zu untersuchen. Wie fiir die p38y defizienten M&use in einem OVA allergischen
Asthmamodel gezeigt. Trotz positiver Vorversuche und einer signifikanten Reduktion
typischer Asthmamarker (Eosinophile und IL-5), war es nicht moglich in diesen M&usen
eine Verbesserung der Lungenfunktion im Vergleich zu den asthmatischen Kontrollméu-

sen festzustellen [Mihlan, M. et al. Manuskript in Vorbereitung].

6.3. Untersuchung von p110-defizienten Mausen

Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit, war die Untersuchung von p110y~/~, p1106~/- und
p110y/8/- Mausen und der immunologischen Antwort dieser Miuse bei der Entstehung
eines OVA induzierten allergischen Asthma. Es konnte gezeigt werden, dass p110y /57"
Mause basal, ohne vorherige Asthma-Induktion eine Eosinophilie aufweisen. Diese Be-
obachtung, wie auch die signifikant erhéhten IgE Spiegel sind in Ubereinstimmung mit
Daten von Ji et al. aus p110yXO5C104 Miusen |Ji et al. 2007]. Trotzdem bewirken die-
se, eigentlich fiir eine Atopie (hohes IgE im Serum) sowie fiir ein allergisches Asthma
(systemische Eosinophilie) typischen Merkmale keine Verschlechterung, sondern sogar
eine Verbesserung der Entziindungsparameter nach Induktion eines OVA allergischen

Asthmas.

-/

6.3.1. IgE in unbehandelten und allergischen p110vy/6™ Mausen

Hohe IgE Spiegel bewirken in gesunden Méusen durch ein Crosslinking mit FceR1 vor
allem auf Mastzellen bzw. FceR2 auf Basophilen Granulozyten [Marone et al. 2005] ei-
ne Degranulation von Speichervesikeln (vor allem Histaminhaltiger) dieser Zellen. IgE
kann aber auch ohne ein Crosslinking eine Freisetzung von Zytokinen bewirken [Kawa-
kami and Galli 2002, Gould and Sutton 2008|. Die freigesetzten Mediatoren bewirken
eine Rekrutierung von verschiedenen Immunzellen in die Lunge. Dazu zdhlen vor al-
lem Th2-Zellen, sowie Eosinophile und Neutrophile Granulozyten [Kawakami and Galli

2002, Gould and Sutton 2008, Stone et al. 2010]. Erhohte IgE Spiegel kénnen durch
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die Aktivierung von Mastzellen und Basophilen Granulozyten somit eventuell auch
fiir Patienten unter einer chronischen dualen p110y-p110d Therapie zu einem Problem
werden. Jedoch zeigten die untersuchten unbehandelten p110y/87/- Miuse trotz der
signifikant erhohten IgE Spiegel keine erhdhte Infiltration von Zellen in die Lungen.
Da IgE ein Schliisselelement einer Atopie ist und hohe IgE Spiegel hiufig auch bei
allergischem Asthma festgestellt werden konnen [Possa et al. 2013, Lambrecht and
Hammad 2015], wurden die untersuchten Mause einem Protokoll zur Induktion eines
OVA induzierten allergischen Asthmas unterzogen. Neben den signifikant erhéhten Igk
Spiegel in unbehandelten und OVA allergischen p110y/8/- Miusen, zeigen die OVA
allergischen p110y/8/- Miuse einen signifikanten Anstieg des spezifischen OVA-IgE
im Serum. Trotz der signifikant erh6hten IgE und OVA-IgE Spiegel im Serum der
pl10y /57~ Miuse konnte in diesen Tieren eine deutliche Verbesserung der Asthma-
symptome (Infiltration von Zellen in die Lunge und BHR) festgestellt werden.

Um zu erkennen, ob die beobachteten Effekte auf eine der beiden einzelnen PI3Ks zu-
riickzufiihren ist, oder ob der Effekt nur bei Fehlen beider PI3Ks festzustellen ist, also
eine redundante Funktion der beiden PI3Ks vorliegt, wurden alle Versuche sowohl in
den p110y~/~, p1106/- und p110y/57/- durchgefiihrt. In Ubereinstimmung mit Daten
von Takeda et al. zeigten die untersuchten OVA asthmatischen p110y~/~ Miuse keinen
Unterschied in der OVA-IgE Produktion im Vergleich zu den Kontrollméusen [Takeda
et al. 2009]. Ebenso wenig konnte ein Anstieg von Serum OVA-IgE in den pl11087/-
allergischen Mausen festgestellt werden. Diese Beobachtung wird von Daten aus Méu-
sen unter IC87114 Behandlung gestiitzt [Lee et al. 2006b]. Im Gegensatz zu den in
der Literatur vorliegenden Daten fiir die p110vy, zeigen die vorhandenen Daten fiir die
p1108 aber unterschiedliche Ergebnisse. Eine zweite Untersuchung in p1108/- Mausen,
sowie in M&usen unter IC87114 Behandlung, ergab einen Anstieg der Igk und OVA-
IgE Spiegel im Serum der untersuchten Mause [Zhang et al. 2008]. Gleichzeitig ldsst
sich in B-Zellen von p11067/- Miusen eine reduzierte Antikdrperproduktion (IgM, IgA,
IgG(1-3)) nachweisen |[Jou et al. 2002|, was ebenfalls fiir eine geringere IgE Produktion
in OVA exponierten Tieren sprechen kann. Unabhingig davon, ob es bei den p11087/-
Mausen zu einem Anstieg von IgE kommt, scheint dies nicht in der Lage zu sein eine
Degranulation der p11057/- Mastzellen auszuldsen [Ali et al. 2004]. Diese Ergebnisse ma-

chen deutlich, dass beide PI3Ks fiir eine regulierte sowie kontrollierte IgE Produktion
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notwendig sind. So kann unter Verwendung der beiden pan-PI3K Inhibitoren Ly294002
und Wortmannin die FceR1 getriggerte Mastzellen Degranulation verhindert werden

SCNO0A ghwie mit

|Tkaczyk et al. 2003]. In Ubereinstimmung damit sind Daten aus p110
IC87114 behandelten Méusen [Ali et al. 2004, 2008]. Eine Inhibition von p110y oder
die Expression einer defekten p110y Untereinheit in Mastzellen zeigt eine unverdnderte
Degranulation nach IgE Stimulus. Jedoch zeigen diese Zellen bei lingerer Beobachtung

eine reduzierte Degranulation |Laffargue et al. 2002, Ali et al. 2004].

6.3.2. Eosinophile Infiltration in asthmatischen p110 defizienten

Mausen

Ein wesentlicher Aspekt von allergischem Asthma ist eine Infiltration verschiedener
Zelltypen in die Atemwege. Neben den schon genannten Mastzellen sind dies vor allem
Eosinophile und Neutrophile Granulozyten, so wie T- und B-Zellen [Barnes 2008, Lam-
brecht and Hammad 2015|. Die beobachtete Eosinophilie und die hohen IgE Spiegel in
unbehandelten p110y /87~ Miusen lieken eine schwerere Auspriigung eines allergischen
Asthmaphénotyps erwarten. Dies wird durch Untersuchungen von Patienten unterstri-
chen, in welchen der Schweregrad der Erkrankung mit der Anzahl der Eosinophilen in
der Lunge korreliert |[Bousquet et al. 1990, lmarinen and Kankaanranta 2014]. Jedoch
zeigen die OVA allergischen p110y /57~ Miuse keine erhohte Infiltration von Eosinophi-
len in den bronchoalveolaren Raum, sowie in das Lungengewebe nach OVA Exposition.
Dies iiberrascht um so mehr, da Mause in welchen die Eosinophilen mit einer anti-IL-5
Therapie depletiert wurden vor einem OVA induzierten Asthma geschiitzt sind |[Krane-
veld et al. 1997, Possa et al. 2013]. Dieser Effekt lasst sich auch in Patienten bestétigen,
scheint aber sehr stark von der zu Grunde liegenden Asthmaausprigung abzuhéngen,
so dass eine anti-IL-5 Therapie bislang nicht zum Einsatz kommt |Flood-Page et al.
2003.

Welche der beiden untersuchten PI3Ks fiir die beobachteten Effekte mafigeblich ver-
antwortlich ist, ldsst sich an Hand der erhaltenen Daten nicht abschliefend kliren. Die
Beobachtung, dass es unter basalen Bedingungen zu einem Anstieg der Eosinophilen
im Blut, der Milz und der Lunge von p110y/5‘/‘ Mausen kommt lasst sich in keiner der
beiden einzeldefizienten Mause unter basalen Bedingungen beobachten. Jedoch zeigt

sich in den untersuchten pl110y”/~ Miusen eine Tendenz zu einer héheren Anzahl an
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Eosinophilen in der Milz und Lunge, so dass diese Kinase als der wesentliche Einfluss-
faktor fiir die Regulation der Eosinophilen Homeostase unter basalen Bedingungen
betrachtet werden kann. In der BALF der asthmatischen Mause lassen sich keine Un-
terschiede feststellen. Dies héingt wahrscheinlich bei allen drei untersuchten Genotypen
mit einer beeintrichtigten Chemotaxis, bzw. Transmigration der Eosinophilen in den
Alveolarraum zusammen (Referenzen in |Ghigo et al. 2010]) [Saito et al. 2014]. Die Da-
ten aus dem Lungengewebe der asthmatischen Mause verdndern das Bild jedoch etwas.
So zeigen weder die asthmatischen p11087/~, noch die p110y/8/- Miuse einen Anstieg
der Eosinophilen im Vergleich zu den Kontrollmiusen. Bei den pl10y”/~ Miusen je-
doch, kommt es zu einem deutlichem Anstieg der Eosinophilen, sowohl gegeniiber den
Kontrollen, wie auch gegeniiber den WT OVA Mausen. Dies deutet darauf hin, dass
es in den pl10y”/- Miusen zu einem Anstieg der Eosinophilen nach OVA Exposition
kommt. Diese sind aber nicht in der Lage iiber das Lungenepithel in den Bronchial-
raum einzuwandern. Somit kommt es in den p110y/6/- Miusen auf Grund von zwei
sich verstarkenden Effekten zu einer nahezu komplett ausbleibenden Eosinophilie im
Alveolarraum. Das Fehlen der p1108 wirkt sich auf die Proliferation der Eosinophilen
aus und die fehlende p110y sorgt dafiir, dass die Eosinophilen, welche noch gebildet
werden nicht in der Lage sind in den Alveolarraum einzudringen. Wieso es in den
pl10y /87~ Miusen zu der beobachteten systemischen Eosinophilie kommt lisst sich
nicht abschliefsend erkldren. Moglicherweise sind notwendige Feedback Mechanismen
durch das Fehlen beider PI3Ks nicht mehr funktionell, so dass es zu einer Hyperpro-
liferation von Eosinophilen kommt, oder aber es bleiben notwendige pro-apoptotische
Signale in den Eosinophilen aus, bzw. kdnnen nicht korrekt intrazellulir weitergeleitet
werden.

Eine mogliche Erklirung wieso die OVA allergischen p110y/87/~ Miuse deutlich re-
duzierte Entziindungsparameter, trotz einer signifikant erhéhten Eosinophilie unter
basalen Bedingungen zeigen, liegt wahrscheinlich darin begriindet, dass es in diesen
Maiusen zu einer reduzierten Aktivitat der Eosinophilen (Freisetzung von Mediatoren
und Chemotaxis) kommt. Dies wird durch Untersuchungen mit Wortmannin in hu-
manen Eosinophilen [Ezeamuzie et al. 2001], sowie verschiedene Untersuchungen, vor
allem in asthmatischen, Kinase-defizienten, sowie mit Inhibitoren behandelten Mausen

gestiitzt (s.u.). Ebenfalls unter Verwendung von Wortmannin konnte die Degranulation
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von Eosinophilen Granulozyten von allergischen Asthmapatienten signifikant reduziert
werden [Kémpe et al. 2012].

Bei der Einordnung der vorliegenden Ergebnisse in den Kontext der vorhandenen Lite-
ratur gilt es zu beachten, dass sich die verschiedenen Studien auf Grund unterschied-
licher verwendeter Mausstamme z.T. nur schwer direkt miteinander vergleichen lassen
|Takeda et al. 2001, Whitehead et al. 2003, Kumar et al. 2008, Gueders et al. 2009).
Dazu kommen, vor allem im Kontext der Asthmastudien unterschiedliche Protokol-
le zur Induktion des allergischen Asthmas, sowie unterschiedliche Messmethoden zur
Bestimmung des Schweregrades. Einige Studien wurden in C57BL/6 M&usen [Nashed
et al. 2007, Lim et al. 2009, Takeda et al. 2009, Park et al. 2010|, andere Untersu-
chungen jedoch in BALB/c Méusen [Lee et al. 2004, Doukas et al. 2009, Thomas et al.
2009] durchgefiihrt. Die Verwendung von verschiedenen Mausstdmmen ist vor allem im
Hinblick auf zwei Studien mit AdblGATA Maiusen interessant [Humbles et al. 2004,
Walsh et al. 2008]. In diesen Mausen werden keine Eosinophilen Granulozyten gebildet.
In M&usen mit einem BALB/c Hintergrund kann sich die BHR sowie eine Mucushy-
persekretion trotz fehlender Eosinophilen ausbilden [Humbles et al. 2004]. Haben die
Mause jedoch einen C57BL/6 Hintergrund, so bilden sich die genannten Symptome
nicht aus [Walsh et al. 2008|.

Rolle von IL-5 auf die Eosinophile Infiltration

Dass die Eosinophilen fiir die Entstehung von Asthma essentiell sind, konnte in zwei
unabhingigen Studien mit Eosinophilen defizienten Mausen gezeigt werden. In diesen
kann sich kein allergisches Asthma entwickeln [Lee et al. 2004, Walsh et al. 2008].
Bei den in den p110 Asthmastudien verwendeten C57BL/6 Mé&usen sind Eosinophile
mafsgeblich an der Entstehung eines OVA induzierten allergischen Asthmas beteiligt
[Walsh et al. 2008, Jacobsen et al. 2008]. Diese Korrelation von IL-5 und einer erhéhten
Eosinophilie (s.0.) konnte auch unter basalen Bedingungen in den pl110y/5/" gezeigt
werden [Mothes et al. zur Publikation eingereicht|. IL-5 konnte jedoch weder in der
BALF noch im Serum der asthmatischen Mause im Rahmen der Arbeit nachgewiesen
werden (Daten nicht gezeigt, da alle Messwerte im Bereich des Detektionslimits lagen).
Wieso sich IL-5 in den Proben der asthmatischen Mause nicht nachweisen lies, jedoch

unter basalen Bedingungen im Serum, kann an einer unterschiedlichen Sensibilitit der
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verwendeten Detektionsmethoden liegen. Zur Basalwertbestimmung von IL-5 wurde
ein Multiplex ELISA mit Beads zum Nachweis verwendet. Bei der Serum- und BALF-
Messung der asthmatischen Mause wurde ein klassischer Sandwich ELISA verwendet.
Fiir die BALF Proben kann eine zu hohe Verdiinnung der Proben wéihrend der BAL
als Ursache fiir das Erreichen des Detektionslimits von IL-5 vermutet werden (1,6 ml
Waschvolumen, s.a. Abschnitt 6.3.7).

Die vorliegenden Daten konnen trotzdem dazu beitragen zu erkléren, wieso es in Stu-
dien mit anti-IL-5 Antikérpern zu unterschiedlichen Ergebnissen kommt [Flood-Page
et al. 2003, Possa et al. 2013]. Wenn Méuse mit einer anti-IL-5 Therapie, vor einer In-
duktion eines asthmatischen Asthmas behandelt werden, so entwickeln sie keine Asth-
masymptome [Kraneveld et al. 1997, Possa et al. 2013|. Dies entspricht dem hier vor-
liegenden Fall, in welchem den Mé&usen und somit auch den Eosinophilen Granulozyten
die p110y und p1106 fehlen. Dies fiihrt zu einer Inaktivitit der Zellen und einer einge-
schrinkten Chemotaxis [Kdmpe et al. 2012, Kang et al. 2012, Saito et al. 2014]. Liegt
aber schon ein etabliertes Asthma vor, lassen sich die Symptome nicht mehr, oder nur

in geringem Umfang durch eine Depletion der Eosinophilen in Patienten verbessern

|[Flood-Page et al. 2003].

6.3.3. Neutrophile Granulozyten bei p110 defizienten Mausen

Bei den Neutrophilen Granulozyten lassen sich anders als bei den Eosinophilen Granu-
lozyten nicht mehr Neutrophile in der BALF und der Lunge der p110y/87/ Kontroll-
mausen feststellen. Fiir die beiden anderen Genotypen sind die Ergebnisse vergleichbar.
In der BALF der drei untersuchten asthmatischen p110 defizienten Mé&use kann eine
signifikante Reduktion von infiltrierenden Neutrophilen gegeniiber den asthmatischen
WT Miusen nachgewiesen werden. Ahnlich wie fiir die Eosinophilen Granulozyten aber
unterscheiden sich die Ergebnisse bei der Analyse des Lungengewebes. In den Lungen
von asthmatischen p110y~/- Miusen ist der Anstieg der Neutrophilen signifikant gegen-
iiber den allergischen WT Maus Lungen. Wie bei den Eosinophilen, scheint es auch fiir
diese Granulozyten Population so zu sein, dass das Fehlen der p110vy eine Infiltration
von Neutrophilen in die Lunge zwar zulésst, diese aber nicht in der Lage sind in den Al-
veolarraum einzuwandern. Zusitzlich sind p110y~/~ Neutrophile nur sehr eingeschrinkt

in der Lage eine funktionierende Rolling Adhésion durchzufithren [Smith et al. 2006).
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Ebenfalls sind Neutrophile Granulozyten nur eingeschriankt in der Lage an das Endo-
thel von pl110y/- Miusen zu binden [Puri et al. 2005]. Bei den untersuchten pl11087/-
Mausen kommt es wahrscheinlich zu einer reduzierten Proliferation bzw. zu keiner ge-
richteten Chemotaxis der Zellen in Richtung Lunge (keine Anstieg der Neutrophilen in
Lunge und BALF). Gestiitzt werden diese Beobachtungen durch Daten von Puri et.al,
welche unter Verwendung von IC87114 einen Anstieg des Rollings der Neutrophilen
auf dem Endothel gezeigt haben [Puri et al. 2004]. Dies deutet darauf hin, dass das
Ausbleiben einer Infiltration von Neutrophilen in die Lungen von pl10y/&/" primir
auf das Fehlen der p110y, mit einem etwas geringerem Einfluss der p110d schliefsen

lasst.

6.3.4. Basophile Granulozyten, Mastzellen und Alveolare

Makrophagen bei p110 defizienten Mausen

Da Basophile Granulozyten nur in sehr geringer Anzahl bei Menschen und Mé&usen
nachweisbar sind [Siracusa et al. 2013|, sowie auf Grund der Limitierung der Anzahl
der verwendeten Fluorochromfarben am FACS Canto II sich keine geeignete Farbung
in das gewéhlte Immunophénotypisierungspanel integrieren liefs, wurde auf eine Ana-
lyse dieses Zelltyps, ebenso wie auf die Analyse von Mastzellen verzichtet. Die Alveolar
Makrophagen wurden zwar im Rahmen der Arbeit untersucht, zeigten aber keine Un-

terschiede zwischen den untersuchten Gruppen (Daten nicht gezeigt).

6.3.5. T-Zellen bei p110 defizienten Mausen

Die Analyse der T-Zellen hat fiir alle drei untersuchten Genotypen vergleichbare Ergeb-
nisse geliefert. So zeigt sich eine signifikante Reduktion von T-Zellen in den asthmati-
schen KO Mausen im Vergleich zu den asthmatischen WT Mausen in der BALF. Dieser
Effekt ist auch bei diesem Zelltyp am schwichsten bei den asthmatischen p110y~/~ Mzu-
sen ausgepragt. Diese Beobachtung korreliert mit der Lungenzellanalyse, in welcher sich
erneut ein Anstieg der Zellen in den asthmatischen p110y”/- Miusen im Lungengewebe
kommt. In den anderen asthmatischen p110 defizienten Gruppen ldsst sich hingegen
erneut eine Reduktion der T-Zellen feststellen. Eine mogliche Erklarung fiir ein Aus-

bleiben der OVA induzierten Atemwegsentziindung bei den p110y /57~ Miusen lisst
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sich iiber zwei Mechanismen erkliren. Die p110vy ist fiir das Uberleben der Thymozyten
notwendig, sowie im TCR-Signaling involviert [Sasaki et al. 2000]. Im Gegensatz dazu
sind Thymozyten von pl11057/~ Miusen nicht in ihrer Reifung beeintrichtigt, zeigen
aber ebenfalls ein reduziertes TCR-Signaling [Okkenhaug et al. 2002]. Dies fiigt sich
in p110y/8/- Miusen zu einer reduzierten Thymusgréfe mit eingeschriinktem Ca?*-
Signaling nach TCR Aktivierung zusammen [Swat et al. 2006]. Zusétzlich dazu zeigen
pl10y/8/-, wie auch p110yXO8P1°A Miuse eine T-Zell Lymphopenie [Webb et al. 2005,
Ji et al. 2007, Beer-Hammer et al. 2010]. Ein mdoglicher Zusammenhang zwischen ei-
ner T-Zell Lymphopenie, einer IgEl Hypersekretion und einer Eosinophilie wurde beim
Menschen |Villa et al. 1998] und Mé&usen in der Vergangenheit schon beschrieben [Mil-
ner et al. 2007].

T-Zell Subpopulationen bei p110 defizienten Mausen

T-Zellen konnen sich in verschiedene Subpopulationen mit unterschiedlichem Funkti-
onsumfang ausdifferenzieren. Bislang wurden im wesentlichen nur Th2-Zellen fiir die
Entstehung von Asthma, bzw. eine Th1/Th2 Immbalance als Ursache fiir die Entstehung
des Syndroms angesehen [Meyer et al. 2008, Robinson 2009]. Jedoch sind auch eini-
ge andere, wie z.B. die Tregs und Th17-Zellen bei der Entwicklung und Progression
von Asthma neben den Th2-Zellen wesentlich involviert. Dies konnte unter anderem
im Rahmen der Untersuchung zum Einfluss einer Forp3 mRNA Therapie direkt fiir
die Tregs, sowie die Th17-Zellen gezeigt werden [Mays et al. 2013]. Aus diesem Grund
wurde versucht einzelnen T-Zell Subpopulationen (Thl, Th2, Th17 und Treg) zu ana-
lysieren. Eine korrekte Ausdifferenzierung von T- und B-Zellen unterliegt der korrekten
Reihenfolge der Translokation von Foxo-Proteinen. Diese wird dabei von PI(3,4,5)P;
reguliert |[Okkenhaug 2013|, so dass sich bei den p110 defizienten asthmatischen Méuse
eine Storung in der Ausdifferenzierung der T-Zell Subpopulationen erwarten liasst. Vor
allem die p1106 ist dabei wesentlich an der Differenzierung der Th-Zell Subpopula-
tionen beteiligt (Referenzen in [Okkenhaug 2013, Hawkins and Stephens 2014]). Die
Untersuchungen fiir die einzelnen T-Zellpopulationen (Thl, Th2, Th17 und Treg) wa-
ren durch sehr hohe Standardabweichungen und bei nur drei untersuchten Proben ohne
eindeutige Ergebnisse geblieben und werden deswegen hier nicht im Detail dargestellt.

Weitere, moglicherweise fiir verschiedene, z.T. auch sehr schwere Ausprigungen von
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Asthma relevante Zellen wie die Natiirlichen Killer T-Zellen (NKT), CD8" Zellen, Den-
dritische Zellen, Typ2 angeborene lymphoide Zellen (ILC2; ,innate lymphoid cells®), so-
wie Th9-Lymphozyten wurden nicht analysiert |Barnes 2008, Lambrecht and Hammad
2015).

6.3.6. B-Zellen bei p110 defizienten Mausen

Die hohen IgE Spiegel der p110y/5”/" Miuse, sowohl unter basalen, wie auch unter asth-
matischen Bedingungen lassen auf eine verstirkte B-Zell Proliferation und/oder einer
verstirkten Aktivitit dieser Zellen schliefsen. Jedoch lasst sich weder in der BALF, noch
im Lungengewebe der p110y /57" Miuse ein Anstieg von B-Zellen feststellen. Diese trifft
sowohl fiir die nicht asthmatischen wie auch fiir die asthmatischen p110y /87~ Miuse zu
und ist fiir alle drei untersuchten Genotypen identisch. Da fiir die IgE Produktion bei
Asthma vor allem die Plasmazellen verantwortlich sind, wurde eine Plasmazellfarbung
in Zusammenarbeit mit Dr. Fee Schmitt versucht. Bedingt durch die geringe Anzahl an
B-Zellen in der BALF und eine hohe Streuung der Messung wurde diese Farbung nicht
weiter fiir die Untersuchung von asthmatischen Mausen verwendet. Wie auch schon
bei den Granulozyten und T-Zellen, verhilt sich die Verteilung der B-Zellen in den
asthmatischen p110867/- und p110y/6'/' nahezu identisch. In diesem Kontext ist es in-
teressant, dass B-Zellen von p11057~ Miusen eine defekte Reifung und Aktivitiit zeigen
[Clayton et al. 2002, Jou et al. 2002]. Da diese Méuse wie von Jou et al. beschrieben,
dariiber hinaus auch eine reduzierte Immunglobulin Produktion (IgM, IgA, IgG(1-3))
aufweisen, sind die Ergebnisse aus den p110y/87/- Miusen um so iiberraschender [Jou
et al. 2002]. Vor allem im Hinblick auf Studien aus diesen Mausen, in welchen eine
defekte B-Zell Reifung gezeigt werden konnte [Webb et al. 2005, Beer-Hammer et al.
2010|. Im Kontrast zu den Ergebnissen der p11057- und p110y /87" Miuse sind erneut
die p110y~/" Miuse. Zeigen sie in der BALF noch ein vergleichbares Ergebnis, so unter-
scheiden sie sich im untersuchten Lungengewebe deutlich. Erneut gibt es einen Anstieg
der B-Zellen im Gewebe, anstatt wie bei den anderen beiden Gruppen auf dem Aus-
gangsniveau zu verbleiben. Der Anstieg der B-Zellen in pl110y”/- Miusen iiberrascht
eher weniger, da diese Zellen nicht von einem Fehlen der Kinase betroffen sind [Sasaki
et al. 2000]. Dass sich diese Zellen vor allem im Lungengewebe finden lassen, und nicht

im Alveolarraum, liegt neben einer reduzierten Chemotaxis wahrscheinlich an einer de-
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fekten Integrinexpression der Endothelzellen, was auch schon bei Neutrophilen zu einer
eingeschrinkten Rolling Adhésion und somit zu einer beeintrichtigten Transmigration

fithrt |Puri et al. 2005, Ghigo et al. 2010].

6.3.7. Interleukinantwort bei allergischen p110 defizienten Mausen

Bei der Entstehung und Progression von allergischem Asthma sind neben IL-5 (s.0.)
und IL-13 (s.u.) viele weitere Interleukine direkt oder indirekt involviert. Neben einer
beeintréchtigten Proliferation von Zellen durch defekte intrazelluldre Signalwege, kann
auch das Ausbleiben bzw. die verstirkte Freisetzung von Proliferationssignalen wie z.B.
Interleukine zu einer verdnderten Immunantwort beitragen. So ist fiir die Proliferation
von Th2-Zellen bei Asthma vor allem IL-4 notwendig. Der Nachweis von IL-4 mittels
ELISA aus der BALF und dem Serum war im Rahmen der vorliegenden Arbeit nur
eingeschrankt erfolgreich. So konnte im Serum der Mé&use kein IL-4 detektiert wer-
den. In der BALF der Miuse waren die ermittelten Werte teilweise nur minimal iiber
der Detektionsgrenze des ELISA (Abbildung A.2). Auch zeigte sich kein Unterschied
zwischen den asthmatischen und den nicht asthmatischen Kontrollméusen. Trotz der
reduzierten Th2-Zell Antwort der asthmatischen p11067/- Miuse konnte nur in diesen
ein signifikanter Anstieg der 1L-4 Spiegel in der BALF im Vergleich zu den WT OVA
Mausen festgestellt werden (Abbildung A.2 B). Méglicherweise spielt der Zeitpunkt der
Messung (48 Stunden nach der letzten OVA Exposition) dabei eine Rolle, so dass die
Menge des noch vorhandenen IL-4 auf ein Minimum abgesunken ist. Ebenfalls spielt
auch hier der hohe Verdiinnungsfaktor der BALF eine nicht unwesentliche Rolle (1,6
ml pro Lunge).

Ein weiteres fiir Asthma wichtiges Interleukin ist das IL-10. Es wird bei allergischem
Asthma im wesentlichen von zwei Zelltypen, den T- und Mastzellen produziert |Grim-
baldeston et al. 2007] und ist dabei fiir zwei Entwicklungen verantwortlich. Auf der
einen Seite ist es fiir eine Th Verschiebung von Thl zu Th2 hin mitverantwortlich.
Zum anderen und damit fiir die Untersuchungen in p110y/8/" besonders interessant,
fiir die Proliferation von B-Zellen und die Ausdifferenzierung zu IgE produzierenden
Plasmazellen. Leider waren die mit dem verwendeten ELISA in der BALF gemessenen

Werte alle im Bereich des Detektionslimits und somit nicht aussagekriftig (Daten nicht

gezeigt).
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Wieso es bei fast allen ELISA Messungen zu sehr schwachen Ergebnissen gekommen
ist, kann darin begriindet liegen, dass die Proben teilweise erst drei Jahre nach der
Sammlung gemessen und auferdem mehrfach aufgetaut und wieder eingefroren wur-
den. Wie von deJager et al. demonstriert sinkt die Nachweisbarkeit der Interleukine,

trotz Lagerung bei -80°C nach zwei Jahren zum Teil erheblich [de Jager et al. 2009].

6.3.8. Goblet-Zell-Metaplasie bei asthmatischen p110 defizienten

Mausen

Neben der zelluldren Antwort (Infiltration von Zellen in die Lunge und den Alveo-
larraum) sowie einer erhohten IgE und Interleukin Sekretion kommt es bei Asthma
auch zu einer makroskopischen Verdanderung der Lunge. Diese Verdnderungen bewirken
auf der einen Seite eine erh6hte Mucussekretion als Folge einer Goblet-Zell-Metaplasie
[Wills-Karp et al. 1998, Evans et al. 2009], auf der anderen Seite aber auch eine Ver-
dickung des Lungenepithels und der glatten Atemwegsmuskulatur in Abhangigkeit zur
Schwere der Erkrankung [Benayoun et al. 2003]. Da die Hyperplasie der glatten Atem-
wegsmuskulatur ein langsamer Prozess nach chronischer Exposition ist wurden diese
strukturellen Verdnderung nicht ndher untersucht [Kumar and Foster 2012]. Fiir die
Goblet-Zell-Metaplasie (PAS™) lassen sich in den Lungenschnitten gesunder Mause kei-
ne Unterschiede feststellen. In den asthmatischen WT, p110y”/" und p1108/- kommt
es zu einem signifikanten Anstieg PAS™ Zellen im Vergleich zu den Kontrollgruppen.
Jedoch zeigen die p110y /57" keinen Anstieg der PAS Zellen. Diese Beobachtung passt
zu Daten aus epithelialen Maustrachealzellen unter Verwendung von LY?294002, in wel-
chen eine IL-13 vermittelte Reduktion der MUC5AC mRNA Expression beobachtet
werden kann [Yan et al. 2014]. In den untersuchten p110y”/- und p11087/- Miusen lisst
sich ein signifikanter Anstieg der Goblet-Zellen, vergleichbar mit den WT Maiusen in
der Lunge feststellen. In den in der Literatur vorliegenden Studien an p110y~/~ Mausen
wurde die Goblet-Zell-Metaplasie nicht untersucht [Lim et al. 2009, Thomas et al. 2009]
oder zeigte keinen signifikanten Anstieg an PAS™ Zellen in Lungenschnitten [Takeda
et al. 2009]. Fiir die p11067/~ Mause zeigen die bisherigen Studien ein etwas anderes
Bild. Bei Lee et al. und Nashed et.al lisst sich in Ubereinstimmung mit den hier vor-
liegenden Ergebnissen ein Anstieg von PAS™ Zellen in der Histologie feststellen, auch

wenn dieser Anstieg geringer als in den WT OVA Mausen ausfiillt [Lee et al. 2006a].
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Bei Park et al. wurde die Goblet-Zell-Metaplasie nicht ndher analysiert [Park et al.
2010].

Goblet-Zell-Metaplasie bei asthmatischen p110 defizienten Mausen und IL-13

Fiir die Entstehung der Goblet-Zell-Metaplasie und in Teilen auch fiir die BHR ist 11.-13
ein wichtiger Faktor [Wills-Karp et al. 1998]. Zu diesem Zweck wurde die BALF der
asthmatischen Mause ebenfalls auf IL-13 mittels ELISA untersucht. Wie in Abbildung
A.3 zu erkennen ist, waren die Ergebnisse fiir den 1L-13 ELISA erneut in der Néhe des
Detektionslimits. Es scheint aber eine tendenzielle Reduktion im Vergleich zu den WT
OVA Miusen bei p110567- und p110y/87/~ zu geben (Abbildung A.3 B, C). Wohingegen
sich bei den p110y”/- keine Tendenz in den IL-13 Level feststellen liisst (Abbildung A.3
A).

6.3.9. p110y/5”" Mause zeigen eine reduzierte BHR

In der Analyse der BHR unter Methacholin Exposition, zeigt sich eine deutliche Ver-
besserung der Lungenfunktion in den asthmatischen p110y/8/- Mausen im Vergleich
zu den WT, p110y”/~ und pl187/- Miusen. Bei 500 uM Methacholin wurde ein kom-
pletter Stillstand der Lunge, bei den asthmatischen Mausen durch die Kontraktion
der Atemwegsmuskulatur sowie eine Mucushypersekretion beobachtet. Allerdings sind
50 % der p110y/8/- Miuse auch bei dieser Konzentration noch messbar und entspre-
chen in ihrer Reaktion den unbehandelten Kontrollméusen. Zusétzlich ist die BHR bei
50 uM signifikant verbessert im Vergleich zu den allergischen WT OVA, p110y~/~ und
p11087/- OVA Mauslungen. Diese Beobachtungen sind um so iiberraschender, da fiir
beide PI3Ks (entweder unter Verwendung von gendefizienten M#usen oder unter Ver-
wendung von einzel bzw. dualen Inhibitoren) eine Verbesserung der Lungenfunktion
gezeigt wurde |Lee et al. 2006a, Nashed et al. 2007, Doukas et al. 2009, Lim et al.
2009, Takeda et al. 2009, Thomas et al. 2009, Park et al. 2010, Winkler et al. 2013].
Fiir die p110vy lasst sich die starke BHR im Vergleich zu den Daten aus der Litera-
tur |[Lim et al. 2009, Takeda et al. 2009] nach Methacholingabe damit erkldren, dass
in dem hier verwendeten Lungenfunktionsmodell die Gabe von Methacholin iiber das
Perfusat und nicht iiber die Luft erfolgt. Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden

konnte, kommt es in diesen Mé&usen zwar zu einer signifikant reduzierten Infiltration
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von Granulozyten, sowie T- und B-Zellen in den bronchoalveolaren Bereich. Es wird
aber nicht die Allergen induzierte Proliferation dieser Zellen unterbunden. Die Zel-
len sind jedoch nicht in der Lage iiber die Blut-Luft-Schranke zu transmigrieren, wie
an Hand der erhdhten Zellzahlen im Lungengewebe von den p110y”/" Miusen gezeigt
werden konnte. Dazu passen auch Ergebnisse von Ali et al. in welchen entsprechende
Mause vor einer passiven Anaphylaxie geschiitzt sind |Laffargue et al. 2002, Ali et al.
2004]. Dieser Eindruck wird durch die beobachtete Goblet-Zell-Metaplasie gestiitzt.
In den bislang vorliegenden Untersuchungen wurde Methacholin iiber die Atemluft
entweder in Form einer Ganzkorperplethysmographie [Takeda et al. 2009] oder direkt
tiber die Trachea unter Verwendung eines flexiVent Systems verabreicht [Lim et al.
2009]. Schwieriger sind die Ergebnisse bei den pl11087/- Mausen zu erkliren, da diese
Tiere weder in der BALF noch in der Lunge eine erkennbare Inflammation zeigen. Un-
tersuchungen unter Verwendung von IC87114 haben eine signifikante Reduktion der
Atemwegsentziindungsymptome in Miusen gezeigt. Wie schon bei den p110y/~ Miu-
sen wurde das Methacholin iiber die Atemluft entweder iiber das flexiVent System |Lee
et al. 2006a] oder iiber die Kammer der Ganzkorperplethysmographie [Nashed et al.
2007| und nicht iiber das Perfusat verabreicht. So dass die beobachteten Unterschiede
in der Lungenfunktion mit grofer Wahrscheinlichkeit im verwendeten Model (Metha-
cholin via Endothel oder Lungenepithel) und der Messmethode zu erkliren sind. Einzig
fiir die asthmatischen p110y/8/- Miuse lassen sich mit der Literatur vergleichbare Er-
gebnisse feststellen [Doukas et al. 2009, Winkler et al. 2013]. In den hier untersuchten
Mausen kommt es weder zu einer Infiltration von Zellen in die Lunge und die BALF,
noch kommt es zu einer Goblet-Zell-Metaplasie. Zudem ist die Lungenfunktion dieser

Mause im Vergleich zu den asthmatischen W'T' Méausen deutlich verbessert.

6.4. Fazit

Wie im Rahmen der Arbeit gezeigt werden konnte, eignet sich die IPL als Methode
zur Untersuchung der Lungenfunktion bei Mausen fiir unterschiedliche Fragestellun-
gen. lhre Stéarke liegt dabei vor allem in der Analyse der Lunge als isoliertes Organ
unter definierten Rahmenbedingungen. Durch die Applikation von Methacholin iiber

das Endothel konnte zudem gezeigt werden, dass Verdnderungen der Lunge nach OVA
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Exposition auftreten, welche sich iiber die zellulare Infiltration in die Lunge nicht dar-
stellen lassen, sich aber trotzdem auf die BHR auswirken. So haben weder die OVA
allergischen p110y~/-, noch die p1106/- Mauslungen eine verbesserte BHR. gezeigt. Ein-
zig die p110y /57~ Miuse zeigen zusitzlich zu der reduzierten Infiltration von Zellen in
den bronchoalveolar Raum, sowie in das Lungengewebe eine Verbesserung der Lungen-
funktion im Vergleich zu den anderen untersuchten allergischen Mauslungen.

Diese Beobachtungen sind in Hinblick auf die oben diskutierten Untersuchungen an
pl10 defizienten oder mit Inhibitoren behandelten M&use und der Entwicklung von
allergischem Asthma von besonderem Interesse. Auf Grund von komplett unterschied-
lichen Studiendesigns ist die Vergleichbarkeit dieser Arbeiten jedoch schwierig. So zei-
gen verschiedene Mausstdmme einen deutlichen Unterschied in der Art und Weise wie
sie auf einen immunologischen Stimulus reagieren (C57BL/6 vs. BALB/c) [Whitehead
et al. 2003, Humbles et al. 2004, Walsh et al. 2008, Kumar et al. 2008, Gueders et al.
2009, Kumar and Foster 2012|. Aber auch ihre Reaktion auf unspezifische bronchokon-
striktive Stimuli wie Methacholin ist stark unterschiedlich ausgepréigt [Held and Uhlig
2000]. Dariiber hinaus wirkt sich auch die Wahl des Geschlechts der Mause auf den
Schweregrad und die Ausprigung des Asthmas aus. So wurden viele der vorliegenden
Studien in weiblichen Mausen (C57BL/6 bzw. BALB/c) gemacht. Wie fiir weibliche
BALB/c Méuse im Vergleich mit mannlichen BALB/c Méausen demonstriert wurde, zei-
gen weibliche Mause bei bestimmten Asthmaaspekten, wie z.B. in der Empfindlichkeit
gegeniiber Methacholin, sowie einer hoheren IgE Produktion, eine hohere Suszeptibili-
tat fir Asthma [Blacquiére et al. 2010].

Wichtig bei der Interpretation der erhaltenen Ergebnisse ist, dass das OVA induzierte
Asthma Model nur einen Teil der Asthmasymptome darstellen kann [Kumar and Foster
2012|. Primér spiegelt das verwendete Modell die bei Asthma vorhandene Atemwegs-
entziindung wieder, dhnelt aber in anderen Aspekten, wie der Entstehung des Asthmas
weniger dem Syndrom wie es in Natura entsteht |Kumar et al. 2008, Kumar and Foster
2012|. Einige andere Aspekte, wie z.B. die Proliferation der Eosinophilen nach Allergen
Kontakt konnen mit dem verwendeten Modell dargestellt werden. Nichts desto trotz,
lasst sich zusammenfassend feststellen, dass die primér himatopoetisch exprimierten
PI3Ks eine wichtige Rolle in der Pathogenese eines allergischen Asthmas, genauer bei

der zu Grunde liegenden allergischen Atemwegsentziindung haben.
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Bei der Beurteilung, ob sich PI3K Inhibitoren fiir die Therapie von Asthma an Hand
der Daten aus den Kinase defizienten Méusen eignen muss ein Punkt beachtet werden.
Das Fehlen der PI3Ks in den defizienten M&usen liegt schon bei Geburt vor und nicht
erst nach Gabe eines spezifischen Inhibitors. Aus diesem Grund kann es zu Anpassun-
gen des Organismus wihrend der Embryogenese kommen, welche nach der Gabe von
Inhibitoren nicht stattfinden. So kann es durchaus sein, dass das Fehlen der Kinase von
Geburt an vor allem bei den untersuchten p11087/- Miusen der Grund fiir den Unter-
schied zu den Ergebnisse aus den IC87114 Studien ist [Lee et al. 2006b, Zhang et al.
2008]. Fiir die dualen PI3K Inhibitoren ist das Bild etwas anders, hier scheinen die Er-
gebnisse aus den Kinase defizienten Mausen mit den Daten aus Studien mit Inhibitoren
tibereinzustimmen [Doukas et al. 2009, Winkler et al. 2013]. Trotz einer wahrschein-
lich Th2 getriebenen Eosinophilie und IgE Hypersekretion kommt es in den p110y /87
Méusen nicht zu einer Induktion eines allergischen Asthma. Dass eine Langzeitthera-
pie von allergischem Asthma aber nicht zielfiihrend sein kann, zeigt eine Studie unter
Verwendung von CAL-130, einem dualen PI3K Inhibitor (p110y und p1108). Hierbei
kommt es in Méausen zu einer Stérung der T-Zell Entwicklung [Subramaniam et al.
2012|. Eine mogliche, daraus resultierende Folge konnte eine erhchte Anfilligkeit fiir
Infektionen sein.

Trotz dieser Erkenntnisse, sollten PI3K Inhibitoren, und dabei vor allem IC87114 und
die dualen Inhibitoren, fiir die Therapie von Asthma nicht génzlich verworfen werden.
So scheint eine Therapie von Corticosteroid-insensitivem Asthma unter Inhibitorbe-
handlung wieder auf eine Corticosteroidbehandlung anzuspringen (Posterdaten und
Vortrage ERS2014). Dazu passen auch Untersuchungen von Patienten, in welchen ein
Behandlungserfolg mit Corticosteroiden davon abhéngig ist, ob ein Neutrophiles Asth-
ma vorliegt [Green et al. 2002]. In diesem Kontext kann eine Therapie mit z.B. p1106
Inhibitoren (z.B. IC87114) eine Corticosteroidtherapie unterstiitzen, in dem die Neutro-
philen in ihrer Proliferation unterdriickt werden. Bei Patienten unter PI3K Inhibitoren
Behandlung sollte dabei aber immer eine Uberwachung des Immunstatus unter der
Therapie erfolgen, um eine Verschiebung der Immunantwort rechtzeitig zu erkennen

[Subramaniam et al. 2012).
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7. Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das ez vivo Lungenfunktionsmodell der iso-
lierten, perfundierten und ventilierten Lunge (IPL) am Institut etabliert. Hierzu wurde
ein Methacholintest zur Bestimmung einer bronchialen Hyperreagibilitdt von Méusen
in der IPL eingefiihrt. Zunéchst wurde das Perfusat von einem BSA haltigen Puffer auf
einen Hes haltigen umgestellt. Auf Grund einer schwierigen Beschaffungslage fiir Hes
(Rote-Hand-Brief) wurden verschiedene Hes Rezepturen fiir die IPL angepasst und
getestet. Die Funktionalitit der IPL wurde in verschiedenen experimentellen Maus-
modellen bestitigt. Trotz Verdnderungen der inflammatorischen Antwort, vor allem
der Einwanderung von Eosinophilen Granulozyten in die Lunge, kommt es in p38y/-
Ma&usen zu keiner signifikanten Verbesserung der bronchialen Hyperreagibilitit. Des
Weiteren wurden verschiedene therapeutische Anséitze zur Behandlung von Atemwegs-
erkrankungen mittels mRNA Therapie untersucht. So zeigen SP-B defiziente Mause ei-
ne Wiederherstellung der Lungencompliance nach mRNA Therapie. Fiir asthmatische
Mause konnte mit zwei unterschiedlichen therapeutischen Anséitzen ein schiitzender Ef-
fekt auf die Entstehung von Asthma gezeigt werden. So hat die Behandlung der Mause
mit Forp3 mRNA, wie auch mit Tlr1/2 und Tir2/6 mRNA eine Verbesserung des
Atemwegswiderstandes zur Folge. Fiir die Foxp3-Therapie konnte der protektive Effekt
sowohl fiir ein Ovalbumin induziertes allergisches, wie auch fiir ein Hausstaubmilben
induziertes allergisches Asthma gezeigt werden.

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag in der Untersuchung von p110 defizienten
Mausen in einem OVA allergischen Asthma Modell. Phosphoinositid-3-Kinasen, vor al-
lem die PI3Ky und PI3K$d sind wichtige Enzyme fiir die Proliferation, Differenzierung
und Migration von Leukozyten und damit ein wichtiger Faktor in der Homeostase des
Immunsystems. So sind verschiedene Inhibitoren fiir beide Kinasen, sowie duale In-

hibitoren bei vielen Firmen in der Entwicklung zur Therapie von Erkrankungen des
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Immunsystems. Wie Daten aus p110y~/~/8P?'%" Miusen gezeigt haben, entwickeln dop-
peltdefiziente Mause allerdings eine Igk Hyperimmunoglobulindmie einhergehend mit
einer systemischen Eosinophilie. Da diese beiden Phanotypen typische Elemente ei-
nes allergischen Asthmas sind, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit p110y /57"
Miuse, sowie einzeldefiziente p110y/~ und p1108/- Miuse in einem Ovalbumin indu-
zierten allergischen Asthma untersucht. Bei den p110y”/~ Miusen lisst sich eine Re-
duktion der in den bronchoalveolaren Raum einwandernden Zellen zeigen. Diese Zellen
sind im Lungengewebe jedoch erhoht. Fiir die pl10&/- Miuse zeigt sich sowohl im
bronchoalveolaren Raum wie auch im Lungengewebe eine signifikante Reduktion der
infiltrierenden Zellen. Bei den untersuchten p110y /67 Miusen zeigt sich kein Anstieg
an infiltrierenden Zellen, wobei auch diese Mause schon unter basalen Bedingungen
einen signifikanten Anstieg Eosinophiler Granulozyten zeigen. Diese Eosinophilie wird
jedoch nicht durch die Atemwegsentziindung verstarkt. Neben signifikant erhohten IgE
Spiegeln zeigen diese Mause ebenfalls signifikant erhohte Ovalbumin spezifische Ighk
Spiegel ohne dass sich typische allergische Asthmasymptome ausbilden. So weisen auch
nur die untersuchten p110y/8/- Miuse keine Goblet-Zell-Metaplasie und eine verbes-
serte bronchiale Hyperreagibilitéit auf.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass diese Mause trotz einer Eosinophilie vor ei-
nem allergischen Asthma bzw. vor einer Ovalbumin induzierten Atemwegsentziindung

geschiitzt sind.
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A. Anhang

A.1. Gatingstrategie Eosinophile Granulozyten

FSC-A
CD11b
Ly6G

FSC-W FSC-A CD3¢/CD19 Siglec-F
Abbildung A.1.: Gatingstrategie zur Detektion von Eosinophilen Granulozyten. Zur Bess-
timmung der Eosinophilen wurden Leukozytensuspensionen aus der Milz, der Lunge und dem Blut

mittels Durchflusszytometrie untersucht. Die Eosinophilen wurde als CD3e- CD19° CD11b™ Ly6G-

Siglec-I'™ Einzelleukozyten definiert.
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A.2. Interleukinmessungen
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Abbildung A.2.: IL-4 in nicht asthmatischen und asthmatischen M#usen. Bestimmung von

IL-4 mittels ELISA aus der BALF. Dargestellt sind jeweils A) p110y~/~ Miuse, B) p11057/~ Miuse,

sowie C) pl 10y/5'/' Méiuse mit den entsprechenden WT Kontrollen. Mittelwerte £ SD. n=4-8 Miuse,

1-way ANOVA mit Bonferroni’s Vergleichstest fiir ausgewéhlte Gruppen, p110y/57/ gegen WT OVA

*P < 0,05.
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Abbildung A.3.: IL-13 in nicht asthmatischen und asthmatischen M#usen. Bestimmung des

IL-13 mittels ELISA aus der BALF. Dargestellt sind jeweils A) p110y”/~ Miuse B) p110&/~ Miuse

sowie C) pl 10y/5'/' Méiuse mit den entsprechenden WT Kontrollen. Mittelwerte £ SD. n=4-8 Miuse,

1-way ANOVA mit Bonferroni’s Vergleichstest fiir ausgewéhlte Gruppen, p110y/57/ gegen WT OVA

+ P <0,05.
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