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Einleitung

1  Einleitung
1.1 Hintergrund

Die globale Zunahme allergischer Erkrankungen erregt weltweites Aufsehen. Die
World Health Organisation (WHO) bezeichnete dieses Phanomen als eine der gréf3ten
Herausforderungen des 21. Jahrhunderts. Vor allem in den Industrienationen ist die
Inzidenz allergischer Erkrankungen wie Asthma bronchiale, allergischer Rhinit is,
atopischen Ekzemen und anderen in den letzten Dekaden bestandig angestiegen
(Eder W, 2006; ISAAC, 1998).

Allein 300 Millionen Menschen leiden weltweit an Asthma bronchiale (GINA, 2008).
Innerhalb Europas kénnen von 30 Millionen Asthmatikern rund 70 % Dank geeigneter
Medikamente und Behandlung gut mit ihrer Erkrankung leben. J edoch leiden
1,5 Millionen Europder an schwerem Asthma mit mindestens einem lebensbe -

drohlichen Anfall pro Woche. Laut einer dpa-Meldung anlasslich des Welt-

Asthmatages 2005 stirbt in Westeuropa ein Patient pro Stunde an Asthma.

World Map of the Prevalence of Clinical Asthma

1.6-10.0

5.1-7.5 [ ] Mo standardised data available

Abbildung 1: Ubersicht der weltweiten Asthmapravalenz (Quelle: Matthew M, 2004, GINA)




1.1.1 Charakterisierung der Erkrankung Asthma bronchiale

1.1.1.1 Klinisches Erscheinungsbild

In der Praxis handelt es sich beim Asthma vor allem um eine klinische Diagnose,
welche auf charakteristische Beschwerden und Sym ptome und dem Nachweis einer
(partiell-) reversiblen Atemwegsobstruktion und/oder einer bronchialen Hyper -
reagibilitdt beruht. Die Symptome reichen von geringgradigem Beklemmungsgefih |
(6Brustengea) oder Husten bi s zur s
intermittierend (z. B. arbeitsplatzbezogen, abhangig vom saisonalen Pollenflug) oder
persistierend vorhanden sein. In der Jugend sind Allergien der starkste pra -
disponierende Faktor bei der Entwicklung des Asthmas. Auch im Erwachsenenalter
sind Allergien haufig und in bis zu 80 % der Falle als primar Asthma-verursachende

Faktoren zu eruieren.

Ein intermittierendes Asthma wird haufig durch Infektionen der Atemwege getriggert.
Bei Erwachsenen spielen berufsbedingte Substanz -Belastungen (Losungsmittel,
Latex, Mehl u.a.) als Ausloser eine Ubergeordnete Rolle. Allergien bzw. IgE-Antikorper

gegen Umweltallergene sind hier nicht nachweisbar.

Mischformen sind sehr haufig, insbesondere kann bei einem initial allergischem
Asthma im Verlauf die intrinsische Komponente klinisch in den Vordergrund treten
(NVL Asthma, 2011).

1.1.1.2 Physiologie

Pathophysiologisch betrachtet liegt bei Asthmatikern eine chronisch -entziindliche
Reaktion des Immunsystems der Atemwege vor, welche durch eine persistierend

erhohte Anzahl folgender Zelltypen gekennzeichnet ist:

- Eosinophilen Granulozyten

- Aktivierte Mastzellen

- Makrophagen und

- T-Helferzellen-2 (Ty2-Lymphozyten)

Es besteht eine Sensibilisierung und bronchiale Hyperreagibilitat, we Iche bei Kontakt
mit Allergenen bzw. deren Bindung an das spezifische IgE auf Mastzellen und
Granulozyten, zu explosionsartiger Degranulation mit Freisetzung von Histamin und

anderen Entziindungsmediatoren fuhrt. Bei dieser allergischen Sofortreaktion (Typ 1)

2
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Einleitung

wird zwischen einer Frih- und Spatreaktion unterschieden. Die asthmatische Frih -
reaktion ist pathogenetisch durch die IgE vermittelte Entzindungszellaktivierung und
die Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren bedingt. Sie imponiert Kklinisch als
akute Bronchialobstruktion, bedingt durch ein rapides Anschwellen der Schleimhaut
mit massiver Schleimabsonderung und die Kontraktion der glatten Muskulatur der
Luftwege - akute Atemnot des Patienten ist die Folge. Die Spatreaktion (2 bis 24 h
nach der Frihreaktion) wird durch die Aktivierung von migrierten eosinophilen
Granulozyten und die Freisetzung einer erneuten Welle proinflammatorischer und

bronchokonstriktorischer Mediatoren verursacht.

Zu den Entzindungsmediatoren gehoéren Zytokine, Chemokine, Wachstumsfaktoren,
Lipidmediatoren, Immunglobuline und Histamine. Zum Beispiel veranlasst das von
Tu2-Lymphozyten gebildete Interleukin -4 (IL-4) den Immunglobulinswitch der B -Zelle

zur IgE-Produktion. IL-5 unterstiitzt die Produktion und das Uberleben eosinophiler
Granulozyten. 1L-13 fordert die Schleimproduktion. All dies sind typische Kennzeichen

einer asthmatischen Reaktion (sieche auch 6 | mmunobi ol ogy o fetah,st hma e,
2009).

IL-2 Cellular-mediated
IFN-y —— inflammation and
IL-12 tissue injury
Antigen-presenting cell
Th1
Inhaled 7 ~ 110
allergen ™
1F Tho —{ 1Ny
Th2
| . /
Respiratory + IFN-y IL-4 IL-9 |gE production and
infections 4 IL-12 IL-5 IL-13 allergic reactions

*

Abbildung 2: Regulation von Ty2-Zellen, Zytokinen und anderen Faktoren, welche die Immunreaktion
beeinflussen. Abkurzung: IFN= Interferon, Ig= Immunglobulin, IL= Interleukin (Quelle: Hamid Q, 2009,
Fig.3)

Die Lungen asthmakranker Patienten weisen zudem unterschiedliche Grade
struktureller Veranderungen des Lungengewebes auf, genannt Airway Remodeling.
Hierbei kommt es zu einer Becherzellhyperplasie, einer Hypertrophie und Hyperplasie

der Muskelzellen, subepithelialer Fibrose und gesteigerter Angiog enese.

Zu den wichtigsten Remodeling-assoziierten Zytokinen werden TGF-3, PDGF, IL 6, 11,
13, 17 und IL 25 gezahlt (Boulet LP, 2007).



1.1.2 Risikofaktoren und Hypothesen zur Entstehung des Asthmas

Bei den vorgeburtlichen Faktoren, welche zur spéateren Entwicklung eines Asthma
bronchiale préadestinieren kdnnen, spielen erkrankte Elternteile eine grof3e Rolle.
Insbesondere eine erkrankte Mutter (Thornton CA, 2010), mutterlicher Nikotinkonsum,
unausgewogene Erndhrung-, Stress-, haufiger Gebrauch von Antibiotika seitens der

Mutter oder auch eine Geburt per Kaiserschnitt gelten als Risiken.

In der Kindheit wurden Korrelationen zwischen der Entwicklung eines allergischen
Asthmas und niedrigem soziodkonomischen Status beschrieben. Zudem werden
Tierkontakt, keine oder eine zu kurze Stillzeit und das Geschlecht* als Risikofaktoren
diskutiert. Des Weiteren korrelieren eine bereits fruhkindlich eingeschrénkte Lungen -
funktion, das haufige Inhalieren von Abgasen und Zigarettenrauch und die Ver -
abreichung von Antibiotika (Johnson CC, 2005) mit dem Auftreten der Erkrankung.

Entwickeln Erwachsene ein allergisches Asthma, liegt dies zumeist an einer

Reaktivierung des Kindheitsasthmas durch genannte Triggerfaktoren (s. 1.1.1.1).

Erstaunlich ist die weltweit groe Diskrepanz in der Pravalenz des allergischen
Asthmas. Studien mit Kindern und Erwachsenen ergaben niedrige Raten (1 % - 4 %)
in asiatischen L&ndern (insbesondere in China und Indien) und hohe Raten
(15 % - 20 %) in England, Schottland, Kanada. Als wahrscheinliche Erklarung gelten
die Interaktionen zwischen genetischen Grundmustern ? einer Gesellschaft und spezi-
fischen Einflussfaktoren aus ihrer Umwelt, Gene-Environmental-Interactions genannt
(Subbarao P, 2009).

Der drastische Anstieg allergischer Erkrankungen in entwickelten Landern innerhalb
der letzten Jahrzehnte lasst an einer Verdnderung genetischer Faktoren vieler Volker
Uber einen so kurzen Zeitraum zweifeln (Ho SM, 2011).

Beispielsweise zeigen Erhebungen aus den USA (Pleis et al., 2009) einen Anstieg der
Lebenszeitpravalenz von Asthma bei Erwachsenen innerhalb von 5 Jahren
(Messungszeitraum von 2003 bis 2008) von 10 % auf Gber 1 2 %.

In Australien zeigte di e & Nort h West Adel aiethen Pidwlanz-t h
anstieg bei Uber 18-jahrigen von 12,5 % (2000-2003) auf 16,2 % (2004-2006) an. Die

deutschen GEDA-Daten 2009 beziiglich der Lebenszeitpravalenz des Asthmas liegen

! m Kindesalter sind deutlich mehr Jungen als Madchen betroffen, ab dem 12. Lebensjahr Umkehrung der Ratio,

Erwachsenenalter haben deutlich mehr Frauen als Manner As{iaaesch, 2010)
%7.B. das/orhandsein spezifischer HLA AlleRgf & Y 2 NLIK A 3 Y -@zdles Ry®kins Dtdriewkib 4, des CD14
oder anderer GenortéSharma S, 2011)
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mit Uber 9 % hoher als die von Gesundheitssurveys 2003 und 2006 ermittelten Préa -
valenzen von 5,7 % bzw. 7 % (RKI 2004; RKI 2006).

Aus diesem Grund wird nach Belastungen und Auslésern des allergischen Asthmas
gesucht, deren Auswirkungen in engerem zeitlichen Zusammenhang stehen und
insbesondere bei genetisch vorbelasteten Individuen zu einem Ausbruch der

Erkrankung fuhren kdnnen (Gene-Environmental-Interactions).

Ein vielbearbeiteter Ansatz umfasst die Beitrage zur so genannten Hygienehypothese.
Sie beschaftigt sich mit der verhinderten Ausbildung eines kompetenten und adaquat

reagierenden Immunsystems. Ubertriebene hygienische und praventive MaRnahmen
haben einen zu geringen Kontakt mit Krankheitserregern und Umweltallergenen zu
Folge. Dies begiinstigt die Sensibilisierung und die Ausbildung einer A topie® und/oder
von manifesten Allergien. Allergenkontakt fuhrt hierbei in der Folge zu unkontrollierten
und Uberschiellenden Reaktionen der korpereigenen Abwe hrmechanismen. Eine
typische Auspragung einer solchen Reaktion ist das exogen-allergische Asthma. Als
Begrindung wird ein Persistieren der kindlichen zellularen T ,2-gesteuerten
Immunantwort diskutiert, wodurch die Ausbildung der adulten T jl-gesteuerten
Immunantwort unterbleibt (Shi YH, 2011; Cohn L, 2004; Robinson D, 1992).

—- —

T Th1 L g’ 4
1 Hygiene Viruses, bacteria LTh2 ;
S
. Nonatopic
Th
naive
T Hygiene Pollen, mites T Th2 :
. LU

W L TP

Atopicand
potential disease

Abbildung 3: Verbildlichung der Hygiene -Hypothese und des mdglichen Einflusses friher Infektionen auf
die Entwicklung der Immunantwort. Abkirzung: Treg= regulatorische T -Zelle (Quelle: Hamid Q, 2004,
Fig.5)

3 Atopie bezeichnet di&orperliche Bereitschaft zu einer erhdhten Bildung yarmunglobulinE-Antikdrpern (IgE),
bzw. die Neigung mitallergischen Reaktionemom Soforttyp (Typ-Allergi@ auf den Kontakt mit ansonsten
harmlosen Substanzen aus der Umwelt zu reagieren.


http://de.wikipedia.org/wiki/Immunglobulin_E
http://de.wikipedia.org/wiki/Antik%C3%B6rper
http://de.wikipedia.org/wiki/Allergische_Reaktion
http://de.wikipedia.org/wiki/Allergie

Einen weiteren Erklarungsansatz fur die steigende Pravalenz des Asthmas basiert auf
der Schadstoffverschmutzung der Umwelt und wird unter der Bezeichnung
Umwelthypothese verfolgt. Der negative Einfluss Abgas-assoziierter Luftver-
schmutzung auf die pulmonale Gesundheit erhalt grofRe Aufmerksamkeit und wird

anhand vieler Studien an Mensch und Tier belegt (Saxon A, 2005).

1.1.2.1 Epidemiologische Forschung zum Thema Umwelthypothese

Fakt ist: Die Anzahl Asthma-Erkrankter in smogbelasteten Ballungsrdumen ist
besonders hoch (Braback L, 2009; Koenig, 1999). In einem Review der WHO von
2005 wird betont, dass die durch Luftverschmutzung hervorgerufenen entzindlichen

Prozesse vor allem das Risiko einer Neuerkrankung an nicht-allergischen Atemwegs -
erkrankungen und pathologischen Symptomen zu erhéhen scheinen. Es sei unklar, ob
Verkehrsabgase eine allergische Sensibilisierung verursachen koénnen, da die

Ergebnisse verschiedener Studien widerspriichlich seien (Krzyzanowski M, 2005).

Seither wurden Kohortenstudien groferen Umfangs in verschiedenen Landern
gestartet, um genauer zu Uberprufen, ob die Abgasbelastung zu einer Sensibili -
sierung und konsekutiv zur Entwicklung allergischer und/oder asthmatischer
Symptome fiihrt (Nordling E, 2008; Brauer M, 2007).

Haufig beobachtete man Probanden im kleinkindes- bis jugendlichen Alter, da sich
allergisch-asthmatische Symptome zumeist friith manifestieren.

Morgenstern et al. vertffentlichten im Jahr 2008 eine Studie, welche die Ausbildung
allergischer Erkrankungen bei 2860 Kindern im Alter von vier Jahren und 3061
Kindern im Alter von sechs Jahren im Gro3raum Minchen beobachtete. Die
Probanden waren Feinstaub (PM,s)* und Stickstoffdioxid (NO,) ausgesetzt, die
dazugehorigen Belastungsgrade wurden technisch ermittelt. Bei der Auswertung

konnte eine deutliche Korrelation zwischen einer hauptstralennahen Wohnsituation
und asthmatischer Bronchitis, Heuschnupfen, Ekzemen und Sensibilisierung
festgestellt werden.

In vorhergegangenen Studien selbiger Autoren waren typische Storgréf3en erkannt
worden, welche bei diesen Untersuchungen berlcksichtigt wurden und so die

Ergebnisqualitat verbesserten: Geschlecht, elterliche Atopie oder Allergie, elterlicher

* Die als Feinstaub (P)) bezeichnete Staubfraktion enthalt zu 50 % Teilchen mit einem Durchmesser von

2,5 um, zudem einen hoéheren Anteil kleinerer Teilchen und einen niedrigeren Anteil groRBerer TeilchggisPM
eine Teilmenge von PM (10 um Durchmesser). Partikel dieser Gr&Benen bis in die Alveolenetangen
(Umweltbundesamt, 2011).
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Bildungsgrad, Geschwister, Luftbelastung durch Zigarettenrauch, Gasherde oder
Pilzsporen in Wohnraumen, hohe Luftfeuchtigkeit im Haus und Haustiere.

Brabéack et al. haben die oben beschriebene und weitere Studien anderer Lander im
Jahr 2009 ausgewertet und bestatigt, d ass Abgasexpositionen die Entwicklung von
Atemwegserkrankungen im Kindesalter beginstigen. Bei deutschen, nieder -
landischen und schwedischen Vorschulkindern wurde insgesamt ein erhohtes
Sensibilisierungs-Risiko festgestellt, wahrend dies fir norwegische Kindern bei
ahnlicher Abgasbelastung nicht galt. Die Autoren beméngelten jedoch, dass der
Einfluss der Schadstoffe auf eine allergische Sensibilisierung bei vielen dieser
epidemiologischen Studien schwer von anderen individuellen Faktoren ® abzugrenzen
sei. Die unterschiedlichen Messparameter und Voraussetzungen, wie verschiedene
Luftbelastungsgrade und Erfassungsmethoden, kdnnen zudem fir die inkonsistenten
Ergebnisse der 13 ausgewerteten Paper verantwortlich sein und erschweren den

Vergleich.

Demgegenuber be legen viele Kohortenstudien europaischer und nicht europaischer

Lander, dass Verkehrsabgasbelastungen eine bereits bestehende asthmatische
Erkrankung verscharfen und zu Exazerbationen fiihren kénnen.

Die akute Wirkung der Abgasbelastung auf die L ungenfunktion erwachsener
Asthmatiker wurde in 2 Studien von McCreanor (2007) in London und von Zhang et al .
(2009) in New Jersey beschrieben. In beiden Fallen handelte es sich um Echtzeit -
studien mit 60 Probanden. Verglichen wurde das Laufen in 2 unterschiedlich schad -
stoffbelasteten Zonen (stark befahrene Stral3e vs. Park) fir die Dauer von jeweils 2
Stunden. Direkt im Anschluss der Versuche untersuchte man verschiedene
Lungenfunktionsparameter. Beide Studien zeigten signifikant eingeschrankte Lungen -
funktionswerte nach der Aussetzung hoher Abgasdosen fiur 2 Stunden. Die

Diskrepanz zwischen beiden Messungen fiel bei schwerer erkrankten Probanden

gravierender aus.

In einer alteren Studie (Strand et al., 1998) setzte man 16 Asthmatiker im Alter von 20-
52 Jahren jeweils 30 min - an vier Terminen in vierwochigen Abstadnden - 260 ppb
Stickstoffdioxid aus (Versuchskammer), anschlielBend lie man sie Birkenpollen-
allergen inhalieren. Nach weiteren fuinf Tagen wurde eine Provokation durchgefihrt.

Dieser Test ergab, dass die Patienten nach der wiederholten Aussetzung der

® 2B genetiche Veranlagungen/familidrer Hintergrund, unterschiedliche Altersstufena. nicht kalkulierte
Storfaktoren



Stickstoffdioxid -Luftbelastungen auf geringe, nicht allergene Dosen des Birken -
pollenallergens asthmatisch reagierten .

Wesentlich zahlreicher und umfangreicher sind die Kohortenstudien, die mit
Probanden im Kindesalter durchgefuhrt wurden. Als Beispiel sei die Studie von Meng
et al. (2010) genannt. Bei 1502 jungen Asthmapatienten, wohnhaft in der Smog
belasteten Stadt San Joaquin Valley in Kalifornien, wurde die hohe Symptomfrequenz
und die Haufung A sthma-assoziierter Krankenhausaufenthalte insbesondere auf die
hohen Ozonwerten und die Feinstaubbelastung zurlckgefihrt. Escamilla-Nunez et al.
(2008) eruierten den Einfluss verkehrsbedingter Luftverschmutzung auf die Symptome
asthmakranker Kinder in Mexico City. Die Metropole gehort zu den grof3ten und am
starksten belasteten Stadten der Welt. 85 % der Luftverunreinigung wird den
Motorfahrzeugen zugeschrieben . Hier wurde eine prospektive Studie iber 22 Tage an
150 erkrankten und 50 gesunden Kindern im Alter von 6 bis 12 Jahren vorgenommen.
Dabei konnte eine signifikante Korrelation zwischen schweren respiratorischen
Symptomen/dem haufigen Medikationseinsatz erkrankter Kinder und den Abgas -
komponenten Stickstoffdioxid (NO,) und Ozon festgestellt werden. Bei gesunden
Kindern wurde eine signifikante Assoziation von NO, und vermehrtem Husten ermittelt.
In beiden Fallen verscharften die Uber viele Tage kumulierten Dosen der Gase die

Symptome.

1.1.2.2 Tierexperimentelle Studien zum Thema Umwelthypothese

Da die Immunreaktion von Nagern der menschlichen &hnelt existieren viele Versuche,
die insbesondere Ratten oder Mé&use einzelnen Gasen oder Gasgemischen
aussetzten, wie dem Ozon (Hunter DD, 2010; Kierstein S, 2008), Stickstoffdioxid
(Mdller B, 1998; Hayashi Y, 1987), Zigarrettenrauch (Misaka S, 2011; Melgert BN,
2004), oder Dieselabgasen (Yanagisawa R, 2006).

Verschiedenen Quellen belegen die Aggravation der typischen Anzeichen der
allergischen Typ-I-Reaktion im Mausmodell nach Aussetzung von Stickstoffdioxid
(Bevelander M, 2007; Poynter ME, 2006). Die Erzeugung dieser Reaktion im
Tiermodell ermdglicht den Vergleich der genetisch identischen Tiere eines Stammes
mit der Kontrollgruppe sowie mit gezielt genetisch veranderten Tieren (z.B. Knock
Out-Mause), sei es, um entzindungsfordernde oder hemmende Transmitter zu
identifizieren und die Regulation antioxidati ver Enzyme zu beurteilen (Olker C, 2004),

um bestimmte Zellpopulationen zu beobachten (Hodgkins SR, 2010) oder die
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Lungenfunktion und die parenchymalen Veranderungen (Wegmann M, 2005;

Fehrenbach A, 2005) im Folgenden genau untersuchen zu kénnen.

In den oben genannten und vielen anderen Studien wird die schadigende Wirkung
der Abgase auf den Respirationstrakt oxidativem und nitrosativem Stress
zugeschrieben, da die Abgaskomponenten Ozon und Stickstoffdioxid in der Lage
sind ROS (Reactive Oxygen Species) bzw. RNS (Reactive Nitrogen Species) zu
bilden. Die gezielte Aussetzung gegeniiber einzelnen Gasen oder Gaskombinationen
erleichtert die Identifizierung der gasspezifischen oder durch Kombination aus -

gelésten Gesundheitsschaden im Tiermodell.

1.1.3 Oxidativer und nitrosativer Stress

Generell werden reaktive Sauerstoffspezies und reaktive Nitrospezies bei
verschiedenen enzymatischen Reaktionen und chemischen Prozessen synthetisiert
(z.B. Peroxidasen aus Granulozyten) oder kénnen direkt eingeatmet werden. Auch
von Endothelzellen freigesetztes Stickstoffmonoxid (NO) kann in der Lunge mit ROS
interagieren und andere RNS bilden. Die ROS, NO und RNS sind fur viele
physiologische Reaktionen essentiell, so wirkt NO bronchodil atorisch (Ricciardolo FL,
2006) und gebildete reaktive Spezies (ROS, RNS) sind fiur die Eliminierung
eingedrungener Mikroorganismen wichtig.

Durch diffusionskontrollierte Reaktion zwischen NO- und Superoxid-Radikalen kann

Peroxinitrit entstehen, welches weitaus reaktionsfreudiger ist als seine Vorganger:
o/t +"NO  ONOCOE

Peroxinitrit und Hydroxidradikale werden u.a. von Makrophagen als hochpotente

Zellgifte zur Abwehr von Keimen durch Apoptose eingesetzt.

Normalerweise wird eine Balance zwischen der ROS/RNS-Produktion und den
Schutzmechanismen vor oxidativen/nitrosativen Schéden von nicht enzymatischen °
und enzymatischen’ Mechanismen innerhalb der Zelle aufrecht erhalten. Wenn die
Atemwege jedoch starkem Stress durch beispiel sweise Schadstoffe/Reizgase aus der
Luft, Infektionen, Entziindungsreaktionen ausgesetzt sind, wird dieses Gleichgewicht
zu Gunsten der reaktiven Spezies verschoben. Antioxidantien gehen mit reaktiven

Spezies Verbindungen ein und neutralisieren sie. Ist das antioxidative Potential

62.B. Vitamine, Thiole
"2.B. Glutathionreduktas@&lutathionperoxidasen, Katalase, Superoxide Dismutase



aufgebraucht kénnen durch die Uberzahl reaktio nsfreudiger Spezies gravierende
Schaden an DNA, Lipiden, Proteinen und Kohlenhydraten entstehen. Die Zell-

funktionen werden gestort, entziindliche Reaktionen resultieren .

In dieser Hinsicht spielen die ROS und RNS bei akuten Lungenerkrankungen wie dem
ARDS (Acute Respiratory Distress Syndrom) sowie bei interstitiellen Erkrankungen wie
der COPD (Chronic Obstructive Pulmonary Disease), zystischer Fibrose und Asthma
eine gro3e Rolle (Anderson JT, 2011; Folkerts G, 2001).

Viele Quellen belegen, dass die Lungen von Asthma -Patienten bereits endogen einem
konstant hohen Level an oxidativem und nitrosativem Stress ausgesetzt sind, vgl.
Ghosh et al. @Nitric opxaitdheo pnieytsai bool |oigsynd i(nR eavsitehwm:
Gleichgewicht ist bereits verschoben und weitere Belastung kann rasch zu einer
Entgleisung fuhren. NO als relativ stabiles Radikal wird bereits als Kklinischer
Parameter bei Asthmatikern bestimmt, da seine Konzentration in der Ausatemluft

Erkrankter bis zu 3-mal hoher liegt als bei Gesunden (Ricciardolo et al., 2004).

1.1.3.1 Proteinnitrierung

Der Vorgang der Protein-Nitrierung erregte in den letzten Jahren viel Aufm erksamkeit.
Hierbei kommt es durch einen Uberschuss an hochreaktivem Peroxinitrit zu einer

Nitrierung der proteinogenen Aminosaure Tyrosin.

0 o)
O,N
oH __*MN% = ™2 OH
NH, -H0 NH,
HO HO

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Nitrierungsvorgangs der Aminoséure Tyrosin anhand der
Strukturformeln (Quelle: Yikrazuul, 2007).

Dieser Vorgang findet physiologisch in begrenztem Ausmalf} beispielsweise wahrend
Entzindungsphasen und des Alterungsprozesses statt und fihrt mdglicherweise zu
einer Optimierung der korpereigenen Abwehrreaktion (Greenacre SA, 2001). In
hoherer Konzentration wird die Formation dieser Nitrotyrosinreste, neben Lungen -
erkrankungen wie Asthma und COPD, mit zahlreichen weiteren Organerkrankungen in
Verbindung gebracht. Die Stérungen der Proteinfunktionen sollen insbesondere auch
zu neurologische Erkrankungen fiihren, wie z.B. der Amyotrophen Lateralsklerose,

Alzheimer, Parkinson, Apoplex u.a. (Mangialasche F, 2009; Kaminsky, 1999).
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Wie von MacPherson et al. (2001) und De Andrade et al. (2000) beschrieben, ist bei
Asthmatikern im Vergleich zu Gesunden eine hohe Verunreinigung der Lunge durch
Nitrotyrosin-Formationen zu finden. Es gibt verschiedenen Methoden die Konzen -
tration des Nitrotyrosins in der Ausatemluft oder in der epithelialen Schleimschicht der
Lunge zu messen, z.B. die Flussigchromatographie mit Massenspektrometrie -
Kopplung (Tsikas, 2005). Eine konkrete Aussage, ob die Konzentration direkt mit der
Schwere der Erkrankung korreliert, konnte jedoch noch nicht getroffen werden
(Beispiele: Pro: Fitzpatrick et al., 2009, Kontra. Celio et al., 2006).

1.1.3.1.1 Proteinnitrierung - Ursache fur refraktdre Asthmaerkrankungen?

Sugiura e t al . ver©°ffentlichten ritrlodide drel medoAr t i
signalingni t rative stress i n i nHietvaurderdetWirkulyg hdclu n g

dosierter Steroide auf Patienten mit refraktarem Asthma getestet. Insbesondere
beobachtete man die Regulierung der neuronalen - (NOS 1), epithelialen- (NOS 3) und
induzierbaren NO-Synthase (iINOS oder NOS 2 abgekirzt), wobei eine Erhéhung der
INOS bei vielen Lungenerkrankungen bekannt ist. Zudem wird das iINOS -Gen durch
verschiedene proinflammatorische Zytokine stimuliert. Es soll neben Epithelzellen
auch von Makrophagen, Mastzellen, eosinophilen und neutrophilen Granulozyten
exprimiert werden®. Tatséchlich konnten die Steroide keine Suppression der iNOS

Synthese oder der durch RNS gebildeten Nitrot yrosin-Formationen bewirken.

Eine weitere enzymale Aberration betrifft die Aktivitdit der Histon Deacetylase 2
(HDAC 2). HDAC 2 ist nachweislich bei Asthma- und COPD-Patienten erniedrigt,
bedingt durch die Nitrierung ihrer Tyrosinreste durch radikale nitro sative Spezies. Dies
fihrt zu einer exzessiven Produktion proinflammatorischer Zytokine. Diese Ergebnisse
unterstitzen die Vermutung, dass die Proteinnitrierung zu refraktaren Erkrankungs-

formen fuhren kann.

1.1.3.1.2 Proteinnitrierung aul3erhalb des Korpers

Franze et al. belegten im Jahr 2005, dass die Nitrierung von Proteinen und poten -
tiellen Allergenen bei hoher Luftbelastung durch Stickstoffdioxide und Ozon bereits
auB3erhalb des Korpers stattfinden kann. Hierflir wurden 16 Proben aus dem Grofl3raum

Miinchen untersucht®. Zudem wurden Proteinproben (Bovines Serum Albumin (BSA)

& Nur eine begrenzte Anzahl an Studien konnten die Expression des Enpyralem voreosinophile Granulozyten

(siehe auch Yamamoto et al., 20lih)den Atemwegen Asthmaerkrankter nachweigdiakaji H, 2011)
° VerkehrsstraRenstaub, Fensterbelagejnstaubproben aus der Luft
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und Birkenpollen Extrakt (BPE)) teilweise einem Gasgemisch aus Stickstoffdioxid und
Ozon und teilweise nur NO, ausgesetzt. Es wurde eine besonders effektive Nitrierung
durch das G asgemisch festgestellt. Verdoppelte man die Gaskonzentration (z.B. von
50 auf 100 ppm) wurde eine mehr als 10 -fache Erh6hung der EDN (Egivalent Degrees
of Nitration) des BSA gemessen. Dies lasst vermuten, dass eine relativ geringgradige
Veranderung des Belastungsgrades ein wesentlich hoheres AusmalR der
Proteinnitrierung nach sich zieht.

Diese veranderten Proteine werden von Individuen eingeatmet und kénnen tief in die
Atemwege gelangen. Aus dieser Tatsache resultiert folgende Frage:

Welche Wirkung haben insbesondere diese inhalierten nitrierten Proteine auf die

Genese von akut-entzundlichen Atemwegserkrankungen?

1.2 Eigene Vorgehensweise

Diese Arbeit wendet sich Aspekten der Umwelthypothese zu, der durch Luft -

verschmutzung ermoglichten Nitrierung von Protei nen und ihren Konsequenzen.

Am Mausmodell testete man erstmalig in vivo die akuten Folgen der Inhalation der
nitrierten und nicht kreuzreaktiven Allergene Ovalbumin *° (OVA) und Keyhole Limpet
Hemocyanin®* (KLH). OVA und KLH gelten als Standard-Substanzen zur Erzeugung
akuter und chronischer asthmatischer Erkrankungen in Tiermodellen (Beispiele:
Caucig P, 2010; Hurst SD 2001; Guo J 2001; Patterson R 1975).

1.2.1 Arbeitshypothesen

Drei Hypothesen wurden fir diese Studie aufgestellt und die Methoden ihrer Prifung

festgelegt.

1. Die Nitrierung der Allergene verstarkt ihr allergenes Potential und somit die

akut entziindliche Reaktion der Atemwege.

Hierfur verglich man die Immunreaktionen der Tiere nach der Behandlung mit den

nicht-nitrierten und nitrierten Substanzen.

®OVA55 bis 65%iger Proteinanteil des Eiklars
"KLH Hochmolekularer Proteinkomplex aus der Hamolymphe der Kalifornischen Schlissellochnapfschnecke
unspezifischermmunstimulatorbei Wirbeltieren
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2. Bei bestehender Sensibilisierung gegen ein bestimmtes nitriertes Allergen,
reagiert das Individuum auch gegen ein anderes n itriertes Allergen, sodass es

zu Kreuzreaktionen kommt.

Hierflr wurden die Substanzen nOVA und nKLH in den Versuchsschemata kombiniert
(siehe Abs. 2.2). In groBerem Umfang wurden alle Versuche mit C57BL6-Tieren
durchgefuhrt. Pragnante Versuchskombinatione n wurden mit Tieren des BALB/c-
Stammes wiederholt und mit den Resultaten der C57BL6-Tiere vergleichend diskutiert.
Der Vergleich bietet sich im Hinblick auf die geflhrten Diskussionen um die
unterschiedlichen Eigenschaften der Mause -Stamme in  Asthmamodellen an
(Gueders MM, 2009; Van Hove CL, 2009).

Mit BALB/c-Tieren startete man zudem exemplarische Versuche, die zur Klarung

folgender Hypothese dienten:

3. Die Behandlung von BALB/c-Tieren mit der nitrierten Aminosaure Polytyrosin

fuhrt zu einer akuten entziindlich -allergischen Atemwegsreaktion.

Folgende Parameter wurden in diesen Versuchen beobachtet: Lungenfunktion
(Atemwegshyperreagibilitdt), die Histologie (parenchymale Verédnderungen), die
bronchoalveolare Lavage (Proteingehalt und Zytologie). Zudem wurden Typ-II-
Pneumozyten aus den Lungen gewonnen. Die Typ-ll-Zellen bilden ca. 5 % der
pulmonalen Zellpopulation, kénnen sich bei Bedarf zu Typ -I-Pneumozyten differen-
zieren und sind zudem die metabolisch aktivsten Zellen des Respirationstraktes
(Evans, 1975). Aus ihnen isolierte man Proteine und RNA. Anschliel3end konnte der
Proteingehalt gemessen werden. Um Einblick in den antioxidativen Status der Typ -II-
Zellen zu gewinnen wurden zudem Western Blots zur Enzymdetektion durchgefihrt,
diese  Ergebnisse  wurden durch  immunhistochemische Féarbungen von
Gewebeschnitten erganzt. Bei den hierfir ausgewahlten antioxidative n Enzymen des
Glutathion (GSH)-Systems handelte es sich um die Glutathionreduktase (GR), die
Glutathionperoxidase 3 (GPX3) und ggf. die Glutathionperoxida se 4 (GPX4). Die
Genexpression dieser Enzyme bestimmte man anschielend mittels Real time-
quantitative-PCR (RT-gPCR).
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_O R—OH
R OH + H,0

A
G—SH + HS—G ‘>B<h G—S—S—G

NADP*  NADPH/H*

Abbildung 5: Die von der Glutathionperoxidase (A) bzw. Glutathionreduktase (B) katalysierten Re -
aktionen, schematische Darstellung. Abkirzungen: R = Rest, G-SH = Glutathion, G-S-S-G = Glutathion-
disulfid (Quelle: Yikrazuul, 2009)

Die essentielle Bedeutung des GSH-Systems bei Belastung durch reaktive Spezie s
wurde Dbereits vielfach beschrieben. Einflussfaktoren auf den GSH -Status des
Respirationstraktes (inflammatorische Zytokine, reaktive Spezies, Alkylantien,
Medikamente, u.a.) sind in einem Review von Rahmen, I. (2005) zusammengefasst

worden.

Koike et al. (2007) stellten fest, dass ein erniedrigter intrazellularer GSH-Gehalt die
Tyl-Zell-Aktivitat erniedrigt und die T y2-Zell-Aktivitéat erhoht. In der Lunge wurden sehr
hohe GSH-Konzentrationen in der epithelialen Schleimschicht bzw. dem Epithelial
lining Fluid (ELF) gefunden, welche die erste Barriere gegen Radikale darstellt.
Alveolarmakrophagen, Endothelzellen (arteriell und vends) und insbesondere alveo -
lare Epithelzellen stellen die reduzierte Form des Glutathions bereit. Eine Steigerung
der epithelialen Permeabilitdt durch zu geringe Abwehr ermdéglicht die Passage
inflammatorischer Mediatoren und pathogener Substanzen der Blutbahn, dem
Interstinum sowie den Alveolen. Hieraus resultieren verstarkte Entziindungsreaktionen

und Gewebeschaden.

1.2.2 Zielsetzung

Diese Arbeit beschatftigt sich mit den Auswirkungen der Inhalation nitrierter Proteine in
vivo. Die vielfaltigen Versuchskombinationen erméglichen einen Einblick in die
pulmonalen Reaktionen insbesondere von C57BL6-, sowie von BALB/c-Mausen im
akuten Asthmaschema. Die Prifung der Hypothesen an diesem Modell soll eine Basis
fur aufbauende Forschungsprojekte bilden und ist ein Schritt auf dem Weg zur

Ergriindung der vielfaltigen Ausloser pulmonaler Inflammation.
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Materialien

2 Materialien

2.1 Gerate

Acryl-Expositionsklammer (Provokation)
Antikdrperplatten

Aquatex®, wasserldsliches

Eindeckmedium
Bench

Brutschrank

Deckglaser
Disengenerator
Einbettférmchen

Filterpapier
(Porengrof3e: 150 pl, 20 pl)

Fotomikroskop
Gefrierschrank

Gelelektrophorese Apparatur

Glaswaren
Heizblock
Infusionsbesteck (Infusomat-Leitung)

Kuhl- und Gefrierschranke

Magnetrthrer
Messkolben
Mikroskop

Mikrotiterplatten

Eigenanfertigung (20x 20x 15 cm)
Beckton Dickinson Labware, NY, USA

Merck AG, Darmstadt

Heraeus Lamin Air, Osterrode

Cytoperm 2, Heraeus Instruments,

Osterrode

Menzel, Braunschweig
Pari, Starnberg

Shandon, Astmor, England

Munktell & Filtrak GmbH, Barenstein

Leica, Wetzlar
Heraeus Instruments, Osterrode

Angewandte Gentechnologie Systeme
GmbH, Heidelberg

Schott, Mainz
Liebisch, Bielefeld
Braun, Melsungen

Liebherr GmbH, Lienz; Hereaus freeze,

Osterrode

IKA-Labortechnik, Staufen
Greiner Bio One, Frickenhausen
Ernst Leitz GmbH, Wetzlar

Greiner Bio One, Frickenhausen
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Mikrotom

Mikrowaage SBC 21

Mikrowelle

Multipipetten

Nadelkanulen
Nano-Drop-Spezialphotometer
Objekttrager Superfrost

PCR- Thermocycler

PCR- Tubes

Photometer

Pipetten

Pipettenspitzen

Powersupplies

Praparierbesteck

Prazisionswaage

Polyvinylidenfluorid (PVDF)}Membran

"Immobilon-P", 0,45 um PorengréfRe

Reaktionsgefalie

Real-Time-PCR-Thermocycler
Schuttler

Semi-Dry Transfer Unit w/

16

Leica, Wetzlar

Scaltec Instruments GmbH,

Gottingen
AEG, Nurnberg

Eppendorf , Hamburg; Integra

Biosciences, Fernwald

Terumo, Leuven, Belgien

PeQlab Biotech GmbH, Erlangen
Menzel, Braunschweig

Qiagen GmbH, Hilden

LTS Labortechnik, Wasserburg
Tecan Ultra384, Tecan, Crailsheim
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg; STARLAB
GmbH, Ahrensburg; SARSTEDT AG &

Co. Numbrech

Pharmacia Fine Chemicals, Wien,
Osterreich; GE Healthcare Europe
GmbH, Freiburg

Aesculap AG, Tuttlingen

Kern & Sohn GmbH, Balingen-

Frommern

Millipore GmbH, Schwalbach

Becton Dickinson, USA; Eppendorf,

Hamburg; Greiner, Frickenhausen
Qiagen GmbH, Hilden
Buhler, Tubingen

SERVA Electrophoresis GmbH,



Materialien

Powersupply (TE 77XP)

Spritzen (1 ml)

Tisch-pH-Meter
Trans-Blot- Apparatur (Graphit)
Vortexer

Wasserinkubatoren

Zahlschablone "Neubauer improved bright

line", Tiefe 0,100 mm/ 0,0025 mm?

Zentrifuge "Multifuge"

Zentrifuge "Varifuge" 3RS

Zyto-Zentrifuge

2.2 Chemikalien

2.2.1 Einzelsubstanzen

Agarose, low melt, 1 %

Aluminiumhydroxid Al (OH)3
(Inject Alum)

APS 10 % (Ammoniumperoxodisulfat)
Borsaure

Bromphenolblau

Chloroform

Coomassie-Blue

Corbit Balsam

Heidelberg

Becton Dickson, Heidelberg; Braun,

Melsungen

Roth GmbH, Arlesheim

LKB Multiphor 2, Pharmacia
Heidolph, Schwabach

Leica, Wetzlar; Kéttermann GmbH & Co

KG, Uetze/Hanigsen

Fontaine, Waghéusel

Shandon, southern Products Astmoor,
GB

Heraeus Sepatech, Osterrode

Biofuge pico, Heraeus Instruments,

Osterrode

Nu Sieve GTG Agarose, FMC ,
Rockland, Maine, USA

Pierce, Rockford, lllinois, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Fischer Scientific GmbH, Schwerte
Serva, Heidelberg

Merck AG, Darmstadt

Serva AG, Heidelberg

Hecht, Kiel- Hassee
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DMEM (Dul beccoes

Eagle's Medium)
EDTA

Eisessig

Eosin

Esmaron

Ethanol

FCS (Fetal Calf Serum)
Formaldehyd
Giemsa-L6sung
Glycerin

Glyzin
Guanidinhydrochlorid
H202 (30 %)
Hamatoxylin

HCI (1 mol/l)
Heparin-Natrium

HEPES Buffer Solution

mo d Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Merck AG, Darmstadt
Thermo, Pittsburgh, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Invitrogen GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Pharmacia Biotech, Wien, Osterreich
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Thermo, Pittsburgh, USA
Merck, Darmstadt
Merial-GmbH, Hallbergmoos

PAA Laboratorien GmbH, Pasching, Au

Isopropylalkohol Sigma-Aldrich, Steinheim
Ketamin (Ketaminhydrochlorid), 50 mg/ ml Inresa Arzneimittel GmbH, Freiburg
Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH), ID- Sigma-Aldrich, Steinheim

NR.: H7017-20 MG, 070M4890

Liquemin

Low Cross Buffer
Magermilchpulver
Mercaptoethanol

Methacholin
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Materialien

Methanol
NaCl-Lésung 0,9 %

NaOH-L6ésung (1 mol/l)

Narcoren 0,2 ml (Pentobarbital -Natrium)

Nitrierung der Proteine

Nuclease freies Wasser
Ovalbumin (OVA)
PBS-Dulbecco 10x/1x (steril)

Polytyrosin

Protease-Inhibitor, Tabletten
RNase freies H20
Rocuronium (Esmeron®)

Rompun 2 %® (Xylazinhydrochlorid
20 mg/ ml)

Rotiphorese 30

SDS (Sodiumdodecylsulfat)

SIGMAFASTE BCI PE/ NBT,

(Alkalische Phosphatase+ chromogenes

Substrat, Anti-Rabbit IgG)
Stripping Buffer

SYBR Green

TBS (Tris-Buffered-Saline)-L6sung (10x)

TEMED
The Blocking Solution
Tris-Base

Tris-HCL

Sigma-Aldrich, Steinheim

Braun, Melsungen

Merck, Darmstadt

Hofmann-La -Roche-AG, Mannheim

AG Dr. U. Poschl, MPI fur Biochemie,

Mainz

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe

Grad VI Sigma ,Chemie, Deisenhofen

PAA Laboratories GmbH, Pasching, AU

AG Dr. U. Poschl, MPI fiir Biochemie,

Mainz

Hofmann-La -Roche-AG, Mannheim
Qiagen GmbH, Hilden

Essex Pharma GmbH, Minchen

Bayer Vital GmbH (Leverkusen)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Serva, Heidelberg

Sigma-Aldrich, Steinheim

Candor, Bioscience GmbH, Wangen
Qiagen GmbH, Hilden
Sigma-Aldrich, Steinheim

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Candor, Bioscience GmbH, Wangen
Acros Organics, Geel, Belgien

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
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Trizol Invitrogen, Karlsruhe

Trypan blau 0,4 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Deisenhofen

Tween®20 (Polyoxyethylenesorbitan Merck, Hohenbrunn

monolaurate)

Washing Buffer (10x konzentriert) Candor, Bioscience GmbH, Wangen
Wasserstoffperoxid (30 %) Merck, Darmstadt

Xylol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
2.2.2 KlITs

BCA E Protein Assay K Thermo Scientific, Rockford, USA

Histostain ®- SP Kits Invitrogen GmbH, Darmstadt
QuantiTect® Rev. Transcription Kit Qiagen GmbH, Hilden

2.2.3 Enzyme

Dispase ® I(neutral protease, grande I) Hofmann-La -Roche-AG, Mannheim

Cat. No. 04 942 086 001

DNase |, Grande Il, Hofmann-La -Roche-AG, Mannheim
Mat. -No.: 10104159001

2.2.4 Gelmarker

Novex ® Multicolored Standard Invitrogen GmbH, Darmstadt

PageRul er E Prestai ned Fermentas, St. LeonRot

20



Materialien

2.2.5 Antikérper

AK-Detektion/ Immunhistologie:

ACTB polyclonal antibody (f3-Aktin),
1lpg/ ul, Size: 100ug, Cat. No.: PAB 13194

Anti- Rabbit IgG (whole Molekule), Alkaline
Phosphatase antibody produced in Goat,
buffered aqueous solution,

Conc.: 1,3 mg/ ml

Gpx3 (Gluthation-Peroxidase 3) Rabbit,
anti human/mouse/rat polyclonal antibody,
Conc.:1 pg/ ul, Size: 150 pl, Cat.No.: LS
C94174

Gpx4 (Gluthation-Peroxidase 4)Rabbit anti
Human/mouse/ rat polyclonal antibody ,
Conc.: 0,2 mg/ ml, Cat.No.: LS-B1596

GR (Gluthation Reduktase) Rabbit, anti
mouse/ rat, polyclonal antibody,

Conc.: 1 mg/ ml

AK-Platten:

84 pl anti-mouse CD 45 -Leukocyte
Common Antigen (LCA), (0,5 mg/ ml)

32 ul anti-mouse CD 16/CD32 (0,5 mg/ ml)

Abnova GmbH, Heidelberg

Sigma Aldrich, St. Louis, US

LifeSpan Biosciences, Seattle, US

LifeSpan Biosciences, Seattle, US

Abcam-plc, Cambridge, UK

Biosciences, Pharmingen, Heidelberg

Biosciences, Pharmingen, Heidelberg
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2.2.6 Oligonukleotide fur die RT-qgPCR

TTCCCAGTC (20)

Operon, Ebersberg

Primerliste:

Name Sequenz (5'-3") Hersteller ID

GR mus fw TCGGAATTCATG | Eurofins MWG Auftragsnr.: 2375871,
CACGATCAC (21) | Operon, Ebersberg Labor Nr.: 5414

GR mus rev TGTTCAGGCGG | Eurofins MWG Auftragsnr.: 2375871,
CTCACATAG (20) | Operon, Ebersberg Labor Nr.: 5414

Gpx4 mus fw TCTCAGCCAAG | Eurofins MWG Auftragsnr.: 2375871,
GACATCGAC Operon, Ebersberg Labor Nr.: 5414
(20)

Gpx4 mus rev CCAGGATTCGTA | Eurofins MWG Auftragsnr.: 2375871,
AACCACACTC Operon, Ebersberg Labor Nr.: 5414
(22)

Gpx3 mus fw AGGAAGCCACA | Eurofins MWG Auftragsnr.: 2375871,

Labor Nr.: 5414

Gpx3 mus rev

TGCCAAGCCGT
AAACACAG (19)

Eurofins MWG
Operon, Ebersberg

Auftragsnr.: 2375871,
Labor Nr.: 5414

HKG L32:
Mm_RplI32_2_S
QuantiTect,

Primer Assay
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2.3 Herstellungsrezepte bendétigter Puffer und Losungen

2.3.1 Narkosel6sung fiir die Lungenfunktionsmessung

10 ml Ketamin (5 mg/ ml)
3,125 ml Rompun 2 %

Diese 5 %ige Losung wurde vor der Applikation im Verhéltnis 1 : 5 mit PBS verdinnt.

Pro Tier wurden 50 pl verabreicht.

2.3.2 Losungen fur die Typ-ll-Pneumozyten Isolation

Antikérperplatten fur Typ-II-Zell Isolation (1 Platte/Tier):

Je Platte (10 cm Durchmesser):

6 ml PBS, steril

84 pl anti-mouse CD45 (0,5 mg/ ml)

32 ul anti-mouse CD16/CD32 (0,5 mg/ ml)
1 Tropfen Tween 20 Detergens

tber Nacht bei 4 °C fir mindestens 18 h lagern

Dispase (4 ml/Tier):

Beachte: Endkonzentration nicht >2,4 U/ ml, beachte die jeweilige

Chargenverdinnung (U/ mg)
gewiinschte Menge (mg) in 1 ml Aqua dest. I6sen,

mit PBS(steril) auffiillen

DNase (1,5 ml/Tier):

1,5 ml Medium |
375 pg DNase

Low-Melt-Agarose 1 %:

0,5 g Agarose in 50 ml PBS geben, sorgféaltig aufkochen und im Wasserbad bei 40 °C

inkubieren
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Medium | (DMEM/25 mmol/l HEPES):

500 ml DMEM (Low Glucose)

1,75 g Glucose

146 mg L-Glutamin (2 mmol/l)

Dieser Mischung werden 12,5 ml enthommen,

12,5 ml HEPES (1M) werden daraufhin hinzugegeben.

Medium Il (DMEM/25 mmol HEPES + 10 % FCS + Gentamicin/Penicillin G):

500 ml Medium |

50 ml FCS (sterifiltriert)

0,55 ml Gentamicin (10 mg/ml)

0,55 ml Penicillin G (100.000 I.E./ml)

Narkosel6sung (1 ml; 0,2 ml/Tier):

0,2 ml Narcoren
0,2 ml Liqguemin

0,6 ml NaCl (0,9 %)

2.3.3 Losungen fur die immunhistochemische Farbung

3 % H,0,-Methanolgemisch (200 ml):
Cave: Fluchtig; Lichtschutz beachten
20 ml H,O,-Lsg. (30 %)

180 ml Methanol

0,01 % Natrium-Citratpuffer (ca.1 l):

2,941 g Trinatriumcitratdihydrat
11 Aqua dest.

mit HCI- Lsg. (1 mol/l) pH 6 einstellen
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2.3.4 Losungen fur die SDS-Polyacrylamid Gele

Substanzen werden zunéchst ohne SDS in etwas Aqua dest. gel6st, anschliel3end

wird SDS dazugegeben, der gewiinschten pH - Wert eingestellt und mit Aqua dest.

aufgefllt.

Solution 2 :

Substanz 100 ml 200 ml

Tris-Base, 1,5 mol/l 18,79 37,49
EDTA, 8mmol/l 0,3¢g 0,69
SDS 0,4 %-ig 0,49 0,8 g

pH 8,8 mit HCI-Lsg. (2 mol/l) einstellen

Solution 3:

Substanz 100 ml 200 ml
0,5mol/l Tris-HCI 6,29 124¢g
EDTA, 8 mmol/ | 0,39 0,649

SDS 0,4 %-ig 0,449 0,8¢g

pH 6,8 mit NaOH- Lsg. (1 mol/l) einstellen

2.3.5 Losungen fur die Gel- Elektrophorese

Dissoziationspuffer (Anteil der Bestandteile, Mengenbedarf variabel):

Tris-HCI, 30mmol/l (pH 7,4 mit Na-OH- Lsg. (1 mol/l) austitrieren)

15 % Glycerin
3 % SDS
0,04 % Bromphenolblau

10 % Mercaptoethanol
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Elektrophoresepuffer (fur 2 Liter, pH 8,6 ):

30 g Glyzin
10 g Tris-Base
3 g SDS

zunachst in wenig Aqua dest. l6sen, dann auf 2 Liter auffillen, pH kontrollieren

2.3.6 Losungen fur den Western-Blot

Blotpuffer A und B (fur jeweils 2 I)

Puffer A (pH 9):

600 ml Aqua dest.
400 ml Methanol abs.
6,2 g Borsaure (50 mmol/l)

pH Einstellung mittels Natronlauge (1mol/l), mit Aqua dest. auf 2 Liter auffiillen

Puffer B (pH 9):

600 ml Aqua dest.
100 ml Methanol abs. (5 % Anteil)
6,2 g Borséaure (50 mmol/l)

pH Einstellung mittels Natronlauge (1mol/l), mit Aqua dest. auf 2 Liter auffillen

2.3.7 Losungen fur die Gelfarbung

Farbeldsung fir die Proteingele:

1 g Coomassie-Blue

400 ml Methanol
100 ml Eisessig
500 ml Aqua dest.

Entfarberlésung:

300 ml Methanol
100 ml Eisessig

500 ml Aqua dest.
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2.4 Computerprogramme

Abbildungen

Bestimmung der RNA-Quantitat

Histologie/Zytologie Auswertung

Literaturrecherchen
Lungenfunktionsanalysen- Software
PCR- Software "RotorGene-Q"

Statistik

Tabellen

Textverarbeitung

Adobe Acrobat 7.0, Adobe Inc., Microsoft
Power Point 2007, Microsoft

Nanodrop® ND -1000 Software,
NanoDrop, Wilmington, USA

Image Pro Discovery, MediaCybernetics,
Bethesda, USA

PubMed.gov, Medline.de
Flexi vent snap shot 150, Scireq, Paris, Fr
Qiagen GmbH, Hilden

GraphPad Prism®, GraphPad Software
La Jolla, USA

Microsoft® Excel for Windows, MS Office
2007

Microsoft® Word for Windows, MS Office
2007
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3 Methoden

3.1 Versuchstiere und Haltung

Stamm Herkunft
BALB/c Charles River Laboratories, Sulzfeld
C57BL6 (B6) Charles River Laboratories, Sulzfeld

Bei C57BL6- und BALB/c-Tieren handelt es sich um Inzuchtlinien nahezu identischen
Genotyps. Die schwarze C57BL6-Rasse findet weltweit vielseitigen Einsatz in der
Forschung und zeichnet sich durch ihre Robustheit aus. Sie bildet zudem den meist
genut zten dgeneti schen Hintergrunda, -u
organismen menschlicher Erkrankungen zu erhalten. Auch die BALB/c -Tiere, eine
Albino-Rasse, zahlt zu den meist Verwendeten in der tierexperimentellen Forschung,
insbesondere eignet sie sich flr immunologische und o nkologische Untersuchungen
(s.auch Abs. 5.1.1).

Die Tierhaltung erfolgte im Biomedizinischen Forschungszentrum (BMFZ) der Uni-
versitat Marburg durch qualifiziertes Tierpflegepersonal. Die Haltungsanlage genigte
den S2- und S3-Bedingungen nach GenTSV. Die Mause wurden in spezifisch
pathogenfreien, einzelbelifteten Kafigsystemen (IVC-Racks) mit direkter Anbindung
an zentrale, gefilterte Luftversorgung gehalten. Die standardisierte Raumtemperatur
lag bei 21 °C, die Luftfeuchtigkeit bei 55 %, das Hell -Dunkel-Lichtprogramm bei 12
Std. (Helligkeit von 6 bis 18 Uhr). Pro Kafig (Weichholzfaser-Einstreu AB8, Firma
AsBe-wood GmbH) wurden maximal 5 Tiere gehalten. Die Tiere erhielten allergen-
freies Wasser und Futter ad libidum. Far die Versuche verwendete man aus-
schlieB3lich 8 bis 10 Wochen alte weibliche BALB/c - und C57BL6-Tiere mit &hnlichem

Gewicht von ca. 20 Gramm.

Tierversuchsgenehmigung

Alle beschriebenen in-vivo Studien wurden im Rahmen der Tierversuchsgenehmigung
unter wissenschaftlichen und ethischen Aspekten durch das Regierungsprasidium
Giel3en begutachtet und legitimiert (Genehmigungs-Nr.: MR 20/11 - Nr. 38/2008).
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3.1.1 Erzeugung einer akut-allergischen Atemwegsr eaktion

3.2.1 Substanzen, Behandlungsgruppen und Versuchsschemata

Insgesamt wurden 282 Tiere im Zeitraum von Ende des Jahres 2008 bis Mitte des

Jahres 2011 untersucht. Folgende Allergene und Substanzen kamen bei der

Sensibilisierung und Provokation der Versuchstiere zum Einsatz:
Phosphate buffered saline (PBS)

Ovalbumin (OVA)

OVA, nitriert (NnOVA)

Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH)

KLH, nitriert (nKLH)

Polytyrosin, nitriert (nPT)

Erzeugung einer akut-allergischen Reaktion der C57BL6-Tiere mittels Sensibilisierung

und Provokation:

Die Behandlungsschemata der C57BL 6-Tiere sind in den Tabellen 1 und 2 dargestellt.

Pro Kombination wurden 24 C57BL6-Tiere (Sensibilisierung / Provokation) verwendet.

Tabelle 1: Behandlungsschema der C57BL6-Tiere

Sensibilisierung Provokation
PBS PBS
PBS OVA
OVA OVA
PBS nOVA
OVA nOVA
nOVA nOVA
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Bei untenstehenden Kombinationen wurden 12 C57BL6-Tiere pro Kombination

verwendet. Somit wurden insgesamt 228 C57BL6-Mause untersucht.

Tabelle 2: Behandlungsschema der C57BL 6 Tiere

Sensibilisierung Provokation
PBS KLH
PBS nKLH
OVA KLH
OVA nKLH
nOVA KLH
nOVA nKLH
nKLH nKLH

Erzeugung einer akut-allergischen Reaktion der BALB/c-Tiere mittels Sensibilisierung

und Provokation:

Die Behandlungsschemata der BALB/c -Tiere sind in Tabelle 3 dargestellt. Es wurden
8 BALB/c-Tiere pro Kombination sensibilisiert und provoziert. Zudem verwendete man
hier nitriertes Polytyrosin (nPT) als Vergleichssubstanz, um dessen Wirkung auf die

Atemwege zu testen. Insgesamt wurden 54 BALB/c -Tiere untersucht.

Tabelle 3: Behandlungsschema der BALB/c -Tiere

Sensibilisierung Provokation
PBS PBS
OVA OVA
nOVA nOVA
nOVA nKLH
nKLH nOVA
nKLH nKLH
nPT nKLH
nPT nPT
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TagD |=» Tag 14 || Tag 2l Il:}l Tag 26 II:}I Tag 27 I|:> Tag 28 :::-I Tag 29 ll:b[ Tag 30

Sensibilisierung

Provokation

*  En-Block Lungenentnahme
«  zT.AHR Messung

Typ-1l-Zell- Gewinnung (Operation)

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs

3.2.2 Sensibilisierung

Die systemische Sensibilisierung bildete die Grundvoraussetzung fiir die Etablierung
einer akuten Entzindungsreaktion in der Lunge. Im Maus-Modell wurde diese

Sensibilisierungsreaktion durch drei intra -peritoneale (i.p.) Injektionen hervorgerufen.

An den Versuchstagen (s. Abb. 6) wurde jedem Versuchstier 0,2 pl eines Allergens in
130 pl PBS in Verbindung mit 70 pl des Adjuvans Aluminiumhydroxyd AI(OH);

gespritzt, insgesamt ca. 200 pl L6sung pro Tier.

Innerhalb der Inkubationszeit von ca. 30 Minuten bei Raumtemperatur erfolgte die

Bindung des Allerge ns an das Adjuvans im Gemisch.

Beispiel: Ansatz fur 20 Tiere: 4,0 ul OVA
1,4ml  Al(OH);
2,6 ml PBS

Den Kontrolltieren wurden 200 pl PBS i.p. verabreicht.

3.2.3 Provokation

Nach der vorhergegangenen Sensibilisierung kamen bei der Provokation die
Atemwege der Tiere mit dem jeweiligen Allergen in direkten Kontakt, um eine
allergische Reaktion auszulésen. Hierfur wurden maximal 8 Mause in einer luftdichten
Acrylkammer (20 x 20 x 15 cm, Weichholzeinstreu) untergebracht. Die Tiere setzte

man fur 20 Minuten einem allergenhaltigen Aerosol (z.B. aus 1 % OVA in PBS geldst)
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aus. Erzeugt von einem Dlsengenerator, stromte das Aerosol direkt in die Kammer.
Diese Prozedur wiederholte sich an Tag 26, 27 und 28 des Versuchsplanes zur
gleichen Uhrzeit (s. Abb. 6). Die Kontrolltieren inhalierten ein PBS-Aerosol ohne

Allergenzusatz.

3.3 Lungenfunktionsmessung

An Tag 29 des Protokolls wurde mit einigen C57BL 6-Tiere einer Versuchskombination
(Sensibilisierung / Provokation) die invasive Lungenfunktion an der anasthesierten
Maus (Drazen J M, 1999) durchgeftihrt.

Fur die invasive Messung der Atemwegshyperreagibilitat (AHR) wurde die Luftrohre
der Mause mit einem computerkontrollierten Kleintier -Kolbenhub-Respirator
(FlexiVentSystem) verbunden. Bei diesem System diente der Respirator als
Signalgeber und Messgeréat zugleich. Das Atemzugvolumen lie3 sich durch die
Dislokation des Kolbens bestimmen und der Atemwegsdruck konnte Uber einen
Sideport am Kolben mittels eines Druckwandlers gemessen werden. Uber die Position
des Kolbens wurde zudem das zugefiihrte Volumen, der hierbei benétigte Druck,

sowie die Stromgeschwindigkeit der Atemluft (Flow) ermittelt.

24 h nach der letzten Allergenprovokation wurden die Tiere durch i.p. Injektion von
50 ul Narkoselosung (s. Rezepte, Abs. 2.3.1) andasthesiert. Nach vollstandigem
Erléschen der Reflexe praparierte man die Trachea der Tiere frei. Das Tier wurde
hierfir an den Extremitaten auf einer Styroporflache fixiert, der Hals Uberstreckt mit
einer Nadelkanlle festgesteckt. Die Verletzung der zervikalen Gefal3e wurde
vermieden, um einen starken Blutverlust und den Tod der Tiere vor Messungs -
abschluss zu verhindern. Die Tracheostomie erfolgte mit einer 20 -Gauge Stahlkaniile
die in der Trachea platziert, mit Nahtmaterial fixiert und an das FlexiVent-System
angeschlossen wurde. Die Muskelrelaxation des Tieres bewirkte die Gabe von 50 pg
Esmeron intra-muskuldr (i.m.). So konnte die spontane Gegenatmung verhindert
werden, welche die Messung verfalscht hétte. Die mechanische Ventilation erfolgte
mit einer Beatmungsfrequenz von 120/min volumenkontrolliert und drucklimitiert bei
einem Tidalvolumen (TV) von 10 ml/kg, einem maximalen Druck (Pmax) von 30 cmH,O

und einem positive end expiratorische Druck (PEEP) von 3 cmH,0.
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Nach Abflachen der spontanen Atmung vernebelte man ein Gemisch aus ca. 35 pl
PBS und dem Acetylcholin-Analogon Methacholin fir 10 sec und bestimmte nach

jeweils 1 min sowohl die Resistance als auch Compliance, PEEP und Ppa.

Die Methacholinkonzentration der Mischung wurde von 1 mg/ ml bei den folgenden
funf Messungen gesteigert (2,5 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 25 mg/ml, 50 mg/ml).
Im Anschluss erfolgte die en bloc -Resektion der Lunge und die Fixation in 4 % Form-
aldehyd.

Den C57BL6-Tieren, die man keiner AHR-Messung unterzog, entnahm man nach der
Anasthesie und dem Erldschen der Reflexe die Lungen direkt und fixierte sie.

Durch die freundliche Unterstitzung des hausinternen, pathologischen Instituts

wurden die Lungen daraufhin entwéassert und in Paraffin eingebettet.

3.4 Typ-lI-Zell Isolierung, Gewinnung der Lavage

An Tag 30 des Protokolls wurde mit den verblieben en Tieren beider Stamme eine
Operation zur Typ-lI-Zell-Gewinnung durchgefiihrt. Sie beruht auf einem etablierten
Verfahren (Corti M et al., 1996).

Die bendtigten Antikdrperplatten und Medien wurden am Vortag, Tag 29 , vorbereitet
(s. Rezepte, Abs.2.3.2).

Die Operation zur Lungenentnahme

Nach Verabreichung des anés thetischen Gemisches (s. Abs.: 2.3.2) und dem Er-
lI6schen der Reflexe wurde ein Tier auf einer Styroporplatte mit Nadelkandlen fixiert. Es
folgte die chirurgische Darstellung der Trachea, Insertion ei ner 20 G Kanile als
Trachealtubus und deren Sicherung mit Nahtmaterial. Zur Gewinnung der broncho -
alveolare Lavage (BAL) spiilte man die Lunge mit 1 ml 0,9 % NaCl und lagerte das

gewonnene Material bis zur Weiterverarbeitung auf Eis.
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Abbildung 7: Operation zur Typ-II-Zell- und Lavage -Gewinnung, li.: Lavage-Entnahme,

re.: Ansicht einer blutleer gespulten Lunge

Es folgte die Eréffnung des Abdomes durch eine vertikale, mediane Laparotomie.
Nach Darstellung und Durchtrennung eines grof3en lliakalgefalRes wurde das
austretende Blut abpipettiert und gesammelt. Durch vorsichtiges Ablésen des
Diaphragmas kollabierten beide Lungenfliigel, so dass eine mediane Thorakotomie
ohne Verletzung des Lungenparenchyms durchgefiihrt werden k onnte. Zur besseren

Ubersicht des Operationsgebietes wurde der Thymus entfernt.

Ein Infusionsbesteck mit NaClaLdésung 0,9 % war oberhalb des Operationsbereiches
befestigt. Nach Darstellung der Thoraxorgane, erfolgte eine kleine Inzision in den
rechten Ventrikel. In diese Offnung des Ventrikels wurde die Spitze der Infusomat -
leitung platziert und die Lungenstrohmbahn mit NaCl -Lésung blutleer gespult. Zum
Abfluss von Blut und LOsung erfolgte die Erdffnung des linken Atriums. Wahrend der
Spulung wurden die Atemwege und Alveolen ca. alle 3 Sekunden mit Hilfe einer auf
die Trachealkanule aufgesetzten Spritze (Raumluft) vorsichtig geblaht. Daraufhin
instillierte man Uber den Trachealtubus 1-2 ml Dispase, direkt gefolgt von 0,45 ml 1 %
Low-Melt-Agarose. Zur Aushartungsbeschleunigung der Agarose wurde die Lunge fir
2 Minuten mit Eis bedeckt. Nach Ablauf der Inkubationszeit (IKZ) konnten die

Lungenfligel enthommen werden.

Die Verarbeitung des Lungengewebes zur Typ -lI-Zell Gewinnung

Die Lunge wurde in 2 ml Dispase fur 45 min bei Raumtemperatur angedaut.
AnschlieRend entfernte man verbliebene Trachea- oder Herzgewebsreste und ver -
setzte das Lungengewebe mit 1,5 ml Medium | + 250 pg/ml DNase. Man zerkleinerte

es 10 min mit der Schere und schittelte es weitere 5 min per Ha nd.
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Das entstandene Zellgemisch wurde Uber Filter mit abnehmender PorengrofRe (2x
Mull, Gaze: 150 um, 50 um und 20 um) gegeben und mit 7 ml Medium | nachgespuilt.

Die Typ-lI-Zellen aus der Lunge eines Versuchstieres befanden sich im Filtrat.

Es wurde fir 10 min bei 130 x g und 4 °C zentrifugiert. In der Zwischenzeit erfolgte
das zweimalige Waschen der am Vortag praparierten AK -Platten mit Medium I. Nach
der Zentrifugation entfernte man den zellfreien Uberstand. Es folgte die Resuspenion
des Bodensatzes mit 10 ml Medium Il und der Aufrag dieser Zell -Mischung auf die

Antikérperplatten, um diese fur 2 Stunden bei 37 °C zu inkubieren.

Ziel dieses Arbeitsschritts war Leukozyten wie Lymphozyten, Granulozyten, Mono-
zyten/Makrophagen durch deren Oberflachenbindung an die Antikérper auf der Platte

von den Typ-ll-Zellen zu isolieren. Die Typ-llI-Zellen gingen mit den Antikorpern auf
der Platte keine Bindung ein und konnten nach der Inkubation samt N&hrldsung von
der Platte genommen werden.

Die Proben wurden erneut fir 10 min bei 130 x g und 4 °C zentrifugiert und an -

schlieRend mit 10 ml 1x PBS resuspendiert.

3.4.1 Zellz&hlung

50 pl der Zellsuspension versetzte man zur Farbung mit 200 pl Trypan Blue und gab
sie in eine Neubauer-Zahlkkammer. Das Trypanblau diente zur Vitalfarbung der Typ -II-
Zellen, da die Substanz von den lebenden Zellen nicht aufgenommen wird.
Abgestorbenen Zellen werden vom Farbstoff jedoch penetriert und farben sich

dunkelblau. Solche und andere nicht viable Zellen schloss man von der Zahlung aus.

Die Auszahlung der Zellen erfolgte bei 100 -facher VergroRerung. Es wurden 16 Einzel-
gquadrate bzw. 1 Eckfeld von 4 Eckfeldern ausgezahlt, die Zellzahlen der Proben der
einzelnen Tiere lagen durchschnittlich bei 60 bis 300 Zellen. Zur Ermittlung der totalen

Zellzahl pro Milliliter wurden die gezahlten Zellen demnach durch 4 geteilt, das

Ergebnis mit dem Verdiinnungsfaktor 5 (Zahllésung) und dem Kammervolumenfaktor
(1x10% multipliziert.

Insgesamt wurden 10 ml Zellsuspension verwendet. Das Ergebnis wurde ent -
sprechend mit 10 multipliziert, um die Gesamtzahl der gewonnenen Typ -lI-Zellen einer

Lunge zu ermitteln.
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Somit lautet die angewandte Formel zur Errechnung der von einem Versuchstier

gewonnenen Typ-ll-Zellen:

UV PTT PT

Den Grof3teil der Zell-Suspension, der nicht der Zahlung diente, zentrifugierte man
erneut und verwarf den Uberstand. Der Bodensat z wurde in einer Konzentration von 5
bis10 x 10° Zellen pro Milliliter Trizol aufgenommen und bei -80 °C bis zur Protein- und
RNA-Aufreinigung (s. Abs.2 7.1) gelagert.

3.5 Verarbeitung der broncho -alveolaren Lavage (BAL)

Die Atemwege wurden Uber die Trachealkanile mit 1 ml NaCl 0,9 % gespdlt, die
Lavage auf Eis gelagert.

Nach einer 10 minitigen Zentrifugation bei 200 g und 4 °C dekantierte man den
zellfreien Uberstand in ein separates Tube. Er lagerte bis zur Proteinbestimmung bei
-20 °C. Das Zellpellet resuspendierte man fir die Zytospinprap aration mit 500 pl NaCl-

Losung.

3.5.1 Zytospinpraparation

Fur die Analyse der zellularen Zusammensetzung der Lavage wurde diese mittels
Zyto-Zentrifuge fur 15 min bei 64 g auf einen Objekttrager gebracht und nach 24-
stindiger Trocknung nach Pappenheim gefarbt. Die gefarbten Zytospinpréparate
untersuchte man mikroskopisch auf ihren Gehalt an Makrophagen, Lymphozyten,
eosinophilen und neutrophilen Granulozyten. Die Auszéhlung der Zellen erfolgte
bl inda, ashiibee diekZagehorigkeit zu einer bestimmten Versuchsgruppe.
Zur Beurteilung der Zellpopulation wurden eosinophile Granulozyten, neutrophile
Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten durch die Auszéhlung von 5
inkongruenten Gesichtsfeldern bei 200 -facher VergréRerung quantifiziert. Man

ermittelte die Gesamtzellzahlen innerhalb jeder Versuchsgruppe.
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3.5.2 Farbung nach Pappenheim

1 Die Objekttrager inkubierten 5 min in gebrauchsfertiger May -Grinwald L6-
sung, kurze Spilung Aqua dest.
1 20 min IKZ in verdunnter Giemsa-L6sung (im Verhaltnis 1:25 mit Aqua dest.),

Spulung mit Aqua dest.

Nach vollstandiger Trocknung wurden die Préparate mit 1-2 Tropfen Corbitbalsam
versehen und mit einem Deckglas eingedeckt. Zur Aushartung/ Fixierung lagerten die

Praparate mehrere Stunden vor der mikroskopischen Auswertung.

3.5.3 Proteinkonzentrationsbestimmung der zellfreien BAL

Der BCA-Protein Assay basierte auf der Reduktion von CU?* zu CU* durch die in der
Probe enthalten Proteine. Die Reduktion findet in stark alkalischem Milieu statt
(pH 11). Die Menge des entstandenen Reduktats ist proportional zum Proteingehalt
der Probe. Das entstandene Kupfer-Kation bildet mit bicinchoninischer Saure
(6bicinchoninic acida, BCA) einen Chek
violett gefarbten Produkts liegt bei einer Wellenlange von 562 nm. Es konnen
Proteinkonzentrationen im linearen Messbereich von 20 pg/ml bis 2000 pg/ml

photometrisch bestimmt werden.

Durchfihrung

Jeweils 10 ul der zellfreien Lavageflissigkeit setzte man unverdiinnt ein. Der BCA
Protein Assay Kit wurde entsprechend der Herstellerangaben durchgefihrt. Die
Proteinstandardreihen, mit einem Konzentrationsbereich von 25 pg/ml bis 2000 pg/ml,
setzte man in den zum jeweiligen Enzymassay gehdrenden Standardpuffern an. Das
im Folgenden fir alle Proben benétigte BCA-Working-Reagens entstand durch die

Mischung des BCA -Reagens B mit BCA-Reagens A im Verhéltnis 1 : 50.

Die 10 pl der Lavageflissigkeit, der Standardansétze und des fur die Leerwert -
bestimmung eingesetzten Standardpuffer - alle Proben in Doppelbestimmung -
pipettierte man auf eine Mikrotiterplatte. Sie wurden mit 200 pl des BCA -Working-

Reagens durch Schiitteln (30 sec) vermischt.

Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde bei 37 °C und einer a nschlieBenden 15
mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur konnten die Absorptionen der

Doppelbestimmungen bei 562 nm photometrisch gemessen werden. Die Messwerte
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der Protein-Standardreihen ergaben eine Standardkurve anhand derer die

Proteinkonzentrationen der einzelnen Proben bestimmt wurden.

3.6 Herstellung histologischer und immunhistochemischer

Praparate

Die paraffinierten Lungen-Blécke der Tiere einer Versuchsgruppe wurden zur
Anfertigung histologischer Préaparate verwendet. Die Blocke lagerte n zunachst fur 24
Stunden bei -4 °C. AnschlieBend konnten sie mittels eines Mikrotoms eingeschnitten
werden. Sobald ein aussagekraftiger Queranschnitt beider Lungenfligel erreicht war,

wurden 1-2 pm feine Gewebeschnitte abgetragen und mit dem Pinsel in ein
Wasserbad mit RT uberfuhrt. Hatte man 6 bis 8 Schnitte einer Lunge gesammelt,
lagerten sie zum Strecken/Entfalten fur wenige Minuten in einem 40 °C warmen
Wasserbad. Nach dem Abfischen mit Hilfe eines Objekttragers erfolgte die Trocknung

fur 24 h bei 37 °C bzw. fur 2 h bei 60 °C.

3.6.1 Entparaffinierung, Rehydrierung und Hamalaun-Eosin (HE)

Farbung von Gewebeschnitten

Die trockenen Gewebeschnitte mussten fir die Farbung zunachst entparaffiniert und
rehydriert werden. Mehrere Objekttrager wurden hierflr insgesamt 10 m in in zwei mit
Xylol gefiillte Kivetten getaucht, jeweils 5 Minuten pro Kivette. Nach der Ent-
paraffinierung folgte die Rehydrierung der Schnitte flr die hydrophile Hamalaun -

Farbung.

Hierfuir wurden die Praparate in Losungen mit absteigendem Alkoholgehalt i nkubiert:
2 min in 100 %igem Ethanol

2 min in 96 %iger Alkohollésung

1 min in 80 %iger- und

1 min in 70 %iger Alkohollésung

Daraufhin wurden die Praparate fur 30 sec in Aqua dest. getaucht und konnten
anschlief3end fur 30 sec mit der gebrauchsfertigen Hamalaun-L6sung gefarbt werden.
Nach Ablauf der Farbezeit lield man die Objekttrager in der Kiivette unter flieRendem,

lauwarmem Wasser fur 1 min Blauen und spilte sie mit Aqua dest.
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Fur die Eosin-Farbung wurden die Praparate in Losungen mit ansteigendem

Ethanolgehalt getaucht:

1 min in 70 %iger Losung

1 min 80 %iger LOsung

2 Minuten in 96 %iger Losung.

Daraufhin wurden die Objekttrager 15 sec in der alkoholischen Eosin -Ldsung gefarbt.

Es folgten 2 Entwasserungsschritte durch die jeweils 2 minltigen Inkuba tionen in 96
%igem und 100 %igem Ethanol. Zum Abschluss der HE -Farbung wurden die
Objekttrager fur 10 Minuten in Xylol gelagert, getrocknet und mit Corbit -Balsam
eingedeckt. Die mikroskopische Auswertung war nach der Aushéartung des Corbits

moglich.

3.6.2 Immunhistochemische Detektion

Die Entparaffinierung und Rehydrierung der Schnitte erfolgte nach &hnlichem
Schema. Erst erfolgte die Inkubation in Xylol fir 10 Minuten. Der absteigenden
Alkoholreihe wurde 50 %ige EtOH-LOsung hinzugefligt. Die Praparate wurden
demnach jeweils 3 Minuten in 100 %iger-, 96 %iger-, 80 %iger-, 70 %iger- und 50

%iger LOsung gelagert.

Zur Antigen-Demaskierung wurden die Praparate in Natrium -Citratpufferlosung (s.
Abs. 2.3.3) 2 x 5 min bei 150 Watt erwarmt (Mikrowelle), dann 2 x 5 min bei 400 Watt
sprudelnd aufgekocht. Nach 30 min Abkuhlzeit splil te man sie kurz mit Aqua dest.. Es
folgten 5 min Inkubation im H,O,-Methanolgemisch (s. Abs. 2.3.3). Dies diente der
Blockierung der endogenen Peroxidase (Vorkommen z.B. in Erythrozyten und
Granulozyten), um bei der folgenden immunhistochemischen Detektionsfarbung
falsch positive Ergebnisse durch unspezifische Bindung zu vermeiden. Anaschliel3end
wurden die Praparate rehydriert. Nach Rehydration der Praparate (3-malige Lagerung
fur jeweils 2 min in 1 x PBS) wurden sie mit Lésung A (Serum-Blocking-Solution) des
Histostain™ SP Kits bedeckt und 10 min inkubiert. Man dekantierte die Flussigkeit,
bevor die jeweilige Primar-Antikorperldsung (ca. 200pl) auf das Praparat gegeben

wurde, siehe Tabelle 4. Es folgte die Inkubation Gber Nacht bei 4 °C.
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Zur Positivkontrolle diente ein Antikdrper gegen das Strukturprotein [3-Aktin, da es in
allen eukaryotischen Zelle vertretenen ist. Die Negativkontrolle bildete ein mit 200 ul

1x PBS bedecktes Praparats.

Tabelle 4: Priméar-Antikdrper und eingesetzte Verdunnung fur die Enzym-Detektion mittels Immunhistolgie

Primar-Antikorper Verdinnung
Anti-3-Aktin 1:2000
Anti-GR 1:500
Anti-Gpx3 1:1000
Anti-Gpx4 1:80

Am folgenden Tag konnte die Primar-Antikdrperlésung von den Objekttragern

dekantiert werden. Es wurde

3x fur jeweils 2 min mit 1 x PBS gewaschen,

Ldsung 1B (biotinylierter Sekundar-Antikérper) fir 10 min aufgetragen,
3x fur jeweils 2 min mit 1 x PBS gewaschen,

Ldsung 2 (Streptavidin-Peroxidase-Konjugat) fur 10 min aufgetragen,
3x fur jeweils 2 min mit 1 x PBS gewaschen,

Ldsung 3 (Substrat/Chromogen) fur 5-10 min aufgetragen.

Im Anschluss spiilte man die Praparate mit Aqua dest., bedeckte sie fir 30 Sekunden
mit Loésung 4 (Hamalaun) und lieR sie unter flieBendem Leitungswasser blauen. Das
Eindecken erfolgte mit dem wasserldslichen Eindeckmedium Aquatex ®. Nach der
Aushartung (24 h bei RT bzw. 30 Minuten bei 60 °C) war die mikroskopische

Auswertung maoglich.

3.7 RNA- und Proteingewinnung aus den Typ -lI-Pneumozyten

3.7.1 RNA- und Proteinaufreinigung

Nach der in Absatz 2.4 beschriebenen Typ -lI-Zell Isolation wurden die in 1 ml Trizol
aufgenommen und bei -80 °C gelagerten Zellpellets ca. 5 min bei RT (15-30 °C)

aufgetaut. Zu jeder Probe wurden 200 pl Chloroform gegeben, die Mischung dann 15
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sec gevortext und 3 min bei RT inkubiert. AnschlieRend wurden die Tubes fir 15 min

mit 1200 g bei 4 °C zentrifugiert.

Die wassrige Phase, in der die RNA geldst war, wurde in ein neues Tube pipettiert.
Die organische Phase, welche die Proteine enthielt, lagerte bis zur Weiterverarbeitung
(direkt im Anschluss an die RNA-Aufreinigung) bei 4 °C.

Um die RNA aus der wassrigen Phase zu fallen, wurde diese mit jeweils 500 pl
Isopropanol versetzt, gevortext und 10 min bei RT inkubiert. Es folgte eine Zentri -
fugation fir 15 min mit 1200 g bei 4 °C. Der Uberstand wurde vorsichtig abgeschiittet
und die entstandenen Zellpellets einmal mit je 1 ml 75 %igem Ethanol gewaschen.
Nun folgte eine 5 minltige Zentrifugation bei 7500 g und 4 °C, die Verwerfung des
Uberstandes und die Lufttrocknung der Pellets fiir ca. 15 min bei RT. AnschlieRend
wurden die RNA-Proben in 30 pl Aqua dest. aufgenommen, 10 min bei 55 °C auf dem
Heizblock inkubiert und kurz abzentrifugiert. Nun konnten Reinheitsgrad und

Konzentration der Proben bestimmt werden (Abs. 3 .8).

3.7.2 Protein Aufreinigung

Die organische Phase der jeweiligen Proben, welche die Proteine enthielt, war bei

4 °C zwischengelagert worden (Abs.2.7.1).

Man flgte 300 ul 100 %igem Ethanol hinzu, lagerte die Proben fir 3 min bei RT,
zentrifugierte sie fir 5 min bei 4 °C und 2000 g und verwarf das DNA - Pellet. Den
Protein-Uberstand der jeweiligen Probe te ilte man in 2 Tubes auf und mischte 750 pl
Isopropanol unter alle entstandenen Tubes. Die Tubes inkubierten 10 min bei RT,
wurden 10 min bei 4 °C und 12000 g zentrifugiert, der Uberstand dekantiert. Es
folgten 3 Waschritte mit 1 ml Ethanol, welches 0,3 mol/l Guanidinhydrochlorid enthielt.
Die IKZ pro Waschritt betrug 20 min bei RT, gefolgt von jeweils 5 mindtiger Zentri -
fugation bei 4 °C und 7500g und Dekantieren des Uberstandes. Nun wurden die
Pellets mit 1 ml 100 %igem Ethanol resuspendiert, 20 min bei RT inkubiert und
zentrifugiert. Nach dem Dekantieren des Uberstandes lieR man das Proteinpell et fur
ca. 10 min lufttrocknen. 50 ml 1 % Sodiumdodecylsulfat (SDS)-Losung wurden mit
einer Tablette Proteaseinhibitor angesetzt. 50 pl dieser Losung und 2 pl NaOH-L&sung
gab man daraufhin in jedes Tube. Sobald sich die Pellets gel6st hatten, konnten die

zwei Tubes derselben Proben wieder zusammengefligt werden.

AnschlieRend wurden alle Tubes bei 50 °C fiir 10 min auf dem Heizblock inkubiert und
unlésliches Material bei 10000 g fur 5 min und 10 °C abzentrif ugiert.
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Den aufgereinigten, proteinhaltigen Uberstand uiberfilhrte man in ein weiteres Tube

und lagerte ihn bis zur Konzentrationsbe stimmung (Abs. 3.9) bei -20 °C.

3.8 Reinheitsgrad- und Konzentrationsmessung der RNA-

Proben

Um bei der cDNA -Synthese von jeder Probe exakt die gleiche RNA-Menge einsetzen
zu kénnen, musste die RNA-Konzentration der jeweiligen Probe und ihre Qualitat zu

bestimmt werden.

Hierfir wurde ein Nanodrop Spektralphotometer mit dazugehoriger Sof tware
eingesetzt. Es ermoglicht die Messung im Bereich von 220 bis 320 nm bei einem
Minimalvolumen von 1 pl pro Probe. Zur Initialisierung wurde 1 pl Rnase-freies Wasser
auf den Probenteller pipettiert, vermessen und entfernt.

Nun konnten jeweils 1 pl der Proben gemessen werden, um ihre Konzentration zu
bestimmen und Verunreinigungen durch verbliebene Proteine festzustellen. Da das
Absorptionsmaximum fir Proteine bei 280 nm liegt, das Absorptionsmaximum reiner
RNA jedoch bei 260 nm, zeigte das Verhéaltnis 260 : 280 an, wie stark eine RNA-
Losung durch Reste von Proteinen verunreinigt war. Ein Verhéaltnis von 2,0 gilt als
ideal. Fur die cDNA-Synthese wurden nur Proben weiterverarbeitet, deren Reinheits-

quotient im Toleranzbereich von 1,6 bis 2 lag.

Die gemessenen RNA-Proben lagerten bis zum Zeitpunkt der cDNA -Synthese (Abs.
3.11) bei -80 °C.

3.9 Konzentrationsbestimmung des Typ -1I-Zell Proteins

Zur Messung des Proteingehalts aus den Typ -1l-Zellen wurde das BCA-Protein Assay
Kit verwendet, Funktionsweise und Durchfihrung wurden in Abschnitt 3.5.3
(Proteinkonzentrationsbestimmung der BAL) beschrieben. Man arbeitete hier mit einer
1: 10 verdunnten Probe (1 pl Probe + 9 pl Aqua dest.). Dieser Schritt erméglichte den

Einsatz gleicher Proteinmengen bei Gelelektrophorese und Westernblot.
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3.10 Western Blot der aufgereinigten Typ-1l-Zell Proteine

Um einen Western Blot mit anschlieBender Antikorperdetektion durchfiihren zu
kdnnen, mussten zundchst die Gele hergestellt und die Gelelek trophorese

durchgefihrt werden.

3.10.1 Gel Herstellung

1. Trenngelzusammensetzung fiir 12 %ige Acrylamidgele (fur 4-6 Gele, ca. 6 ml/Gel):

Solution 1 (Rotiphorese, gebrauchsfertig) 18 ml

Solution 2 (s. Abs. 1.3.4.) 11,2 ml
Aqua dest. 15,8 mi
APS (10 %) 300 mi
TEMED 30m

Man gab ca. 6 ml der fertigen Gelldsung zwischen die Glasplatten, die Poly -
merisationszeit betrug etwa 30 min. Wahrenddessen lieR die Uberschichtung mit 2 ml
Isopropylalkohol eine glatte Gel-Oberflache entstehen, der Alkohol wurde

anschlieRend dekantiert.

2. Sammelgel (fur 2-4Gele rund 2,5 ml/Gel):

Solution 1 (Rotiphorese) 2,4 ml
Solution 3 (s. Abs. 1.3.4)) 4,0 ml
Aqua dest. 6,8 ml
APS (10 %) 300
TEMED 20 m

Direkt nach der Aufschichtung auf das Trenngel wurden die Kdmme eingesteckt , um
die Geltaschen fur den spéteren Proteinauftrag zu formen. Nach der vollstandigen
Polymerisation konnten die Gele wenige Tage in feuchten Tlchern bei 4 °C gelagert

werden.
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3.10.2 Gelelektrophorese

Die Glasplatten mit den polymerisierten Gelen wurden in die Elektrophoresekammern
eingespannt und diese zur Halfte mit Elektrophoresepuffer (Abs.2.3.4) befiillt.
Pro Geltasche setzte man 20 ug Protein einer Probe ein. Die bendtigten Milliliter der
jeweiligen Probe wurden in der gleichen Volumenmenge Dissoziati onspuffer (Abs.
2.3.4) aufgenommen (das maximale Fassungsvolumen einer Geltasche betrug 25 pl).

Die Probenanséatze ruhten fir 3 min bei 95 °C im Warmeblock.

Nach Entfernung der Kdmme belud man die Geltaschen. Zunachst wurden auf jedes

Gel 5 pl eines Standard-Markers aufgetragen. Wéahrend der Versuchsreihen wurde

vom Novex® Multicolored Standard auf die qualitativ Uiberzeugendere Page Rul er E
Prestained Protein Ladder gewechselt. Zudem wurde eine Probe des Strukturproteins

-Aktin mit gleicher Proteinkonzentration bei jedem Elektrophorese -Vorgang mit
aufgetragen. Der Einsatz gleicher Proteinmengen konnte hierdurch bei der Detektion

(Abs. 3.10.4) kontrolliert werden.

Einstellung des Power Supplies fiir die Elektrophorese von 4 Gelen

Sammlung in den Geltaschen (Sammelgel): 100 mA fir 30 min

GroRRen-Auftrennung der enthaltenen Proteine (Trenngel): 150 mA fir 45 min

3.10.3 Western Blot

Nach Beendigung der Elektrophorese enthahm man die Gele und léste sie von den
Glasplatten. Bei den ersten Versuchen wurde mit einer Graphit -Trans-Blot Apparatur
alteren Herstellerdatums gearbeitet (Pharmacia), die Graphitplatten mussten vor dem
Blot mit Aqua dest. bedeckt und feucht gehalten werden. Da jedoch die Ergebnisse
des Gel-Membran Transfers nachweislich auf Grund dieser Apparatur magig
ausfielen, kam im Folgenden die Semi-Dry Transfer Unit w/ Powersupply TE 77XP
(SERVA Electrophoresis GmbH) zum Einsatz. Die metallenen Flachen der Kathode
und Anode wurden leicht befeuchtet. Auf die untere Flache (Anode) wurden 5 in

Blotpuffer A (Abs. 2.3.4) getrankte Filterpapiere (8x9 cm) gelegt.

Nun konnte die PVDFMembran (ca. 7x8 cm) aufgelegt werden, gefolgt vo m
Elektrophorese-Gel. Auf das Gel legte man 5 in Blot-Puffer B getrankte Filterpapiere.
Aus diesem O6Paket & wdurchlleiahten Duutkteetfermt.sVierhPakete s e
konnten zeitgleich geblottet werden. Nach Verschluss des Kathodendeckels stellte

man den integrierten Powersupply auf 80 mA ein. Nach 45 Minuten war der
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Proteintransfer beendet. Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen auf den

Membranen | agerten diese g¢ Sl uNaomtd.in 6The BI

Kontrolle des Proteintransfers

Die Gele wurden zu Kontrolle 10 min in Coomassieblau-Farbelosung (Abs. 2.3.4) auf
einem Schuttler gefarbt. Der Farbstoff dient der unspezifischen F&rbung von

Proteinen. Danach inkubierten die Gele fir 10 min in Entfarberlésung und weitere 10 h
(bzw. Uber Nacht) auf dem Schiittler in erneuerter Entfarberlésung. Eine sehr geringe

Blaufarbung der Proteinbanden bestéatigte am Folgetag den gelungenen Protein -
Transfer auf die PYDFMembran.

3.10.4 Antikorper-Detektion

Die Uber Nacht geblockten Membranen wurden mit 1xTBS gewaschen. Der
spezifischen Erst-Ant i k°r per war ent sprechend der beno°oti

Cross Buffera aufgenommen worden (Tabelle 5).

Tabelle 5: Primar-Antikdrper und eingesetzte Verdinnungen fur die Enzym -Detektion mittels Western Blot

Primar-Antikorper Verdinnung
Anti-3-Aktin 1:2000
Anti-GR 1:2000
Anti-GPX3 1:300
Anti-GPX4 1:500
Sekundar-Antikorper 1:500

Anti-Rabbit/Mouse/Rat
1gG, AP-Antibody

Die Membranen inkubierten 1h in der Erst-Antikdrperldsung auf dem Schuttler. Eine
Wascheinheit (5x7 mi n mi t dWashing Buffera) f-ol gt e.
Antikérper aufgetragen werden. Verwendet wurde ein Enzym -Antikdrper-Konjugat:
Anti-Rabbit/Mouse/Rat 1gG Alkaline Phosphatase antibody (Ziege). Die Membranen

mussten 45 min in der Lésung auf dem Schiittler inkubieren.

Wahrend dessen konnte der Zweitantikérper an den Fc -Teil des spezifischen Erst-
Antikdrpers binden. Nach einer weiteren Wascheinheit konnte der Substratnachweis
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zur Bandendetektion erfolgen. Daf¢r wurde eine
(chromogenes Substrat, Anti-Rabbit/Mouse/Rat IgG) pro 10 ml in Aqua dest gel6st
und die bendtigte Menge auf die Membranen aufgetragen. Da s chromogene Substrat
5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat  (BCIP) wird hierbei von der alkalischen
Phosphatase in Verbindung mit Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT) zu einem blau-
violetten Farbstoff umgesetzt. Die Farbreaktion ermdglicht den Bandennachweis.
Sobald eine Farbung auftrat (nach ca. 7 min), wurden die Membranen in Wasser
gespult und zwischen Filterpapieren getrocknet. Durch die Kontrolle der R -Aktin-
Banden auf den Membranen (gleiche Intensitaten), konnte der Einsatz gleicher
Proteinmengen Uberprift werden.

Die Banden der detektierten Enzyme wurden anhand der Proteingréf3e (kDa) mit Hilfe
des Markers auf der Membran auf ihre korrekte Lage tberprift. Die Banden -Intensitat
gab Aufschluss uber die Konzentration des jeweiligen Enzyms innerhalb der Typ -II-

Zellen eines Versuchstieres.

3.11 cDNA-Synthese

Bei der cDNA-Synthese wird die aufgereinigte RNA als Matrize fir die Synthese eines

cDNA-Strangs verwendet, welcher als Produkt aus der Reaktion hervorgenht.

Es wurde mit dem QuantiTect® Reverse Transcription-Kit gearbeitet. Um die Proben
von DNA-Kontamination zu befreien, wurde zunéchst ein Reaktionsansatz zum
DNase-Verdau angesetzt. Anschlielend konnte der Reaktionsansatz zur reversen

Transkription mit den Substanzen des Kits hergestellt werden.

DNase-Verdau

1 DNA-Wipeout-Puffer (Kit) wurde kurz auf 37 °C erwé&rmt, um Prazipitate zu
l6sen

1 4 ul dieses Puffers + 2 ug RNA einer aufgereinigten RNA Probe wurden mit
RNase freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 28 pl aufgefillt und
vermischt,

1 2 min bei 42 °C im Wasserbad inkubiert und direkt danach auf Eis gelagert

46


http://de.wikipedia.org/wiki/5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat
http://de.wikipedia.org/wiki/Nitroblau-Tetrazoliumchlorid

Methoden

Reaktionsansatz zur reversen Transkription:

i Die entstandenen 28 pl einer Probe wurden mit 8 pl RT-Puffer, 2 ul RT-Primer-
Mix und 2 pl Quantiscript -Reverse-Transkriptase zu einem Gesamtvolumen von
40 ul vermischt, bis zur Aufbereitung aller Proben auf Eis gelagert
Inkubation im Wasserbad bei 42 °C fur 15 min
3 mindtige Inkubation auf dem Heizblock bei 95 °C zur Inaktivierung der Re -

versen Transkriptase

Die gebrauchsfertigen cDNA -Proben lagerten bis zur Durchfuhrung der quantitativen
Real-Time-Polymerase Kettenreaktion (RT-qgPCR) bei -20 °C.

3.12 Quantitative Analyse der Genexpression mittels RT-gPCR

Nach der cDNA-Synthese war die Untersuchung der Proben auf deren Expression

bestimmter Gene mittels Real-Time-quantitative-PCR (RT-gPCR) mdglich.

Die PCR wurde mit Hilfe eines gebrauchsfertigen Kits und eines Thermocyclers mit

dazugehdoriger Software der Firma Qiagen durchgeftihrt.

Die Auswertung erfolgte mittels dasiZelGenel ati ven
relativ in seiner Expression zu einem zweiten, nicht verwandten Gen bestimmt wird.
Fur diese Berechnung eignen sich die sogenannten House Keeping Gene (HKGS).
Ein solches HKG soll in allen Zellen - unabhangig von vorherigen Stimulationen - die
gleiche Expression aufweisen. Hier wurde das ribosomale Protein L32 verwendet. Die
Doppelbestimmungen einer Probe missen eine vergleichbare Expressionen in der
HKG-PCR aufwiesen, um mit Ergebnissen anderer Gen-Expressionen selbiger Probe

verglichen werden zu kdnnen.

Die Quantifizierung der Genexpression der einzelnen Proben wurde durch die Zugabe
des fluoreszierenden Farbstoffes SYBR® Green in die Reaktionsmixtur ermdglicht,
einem Cyanin-Farbstoff, der ein starkes Fluoreszenzsignal bei der Bindung (Inter -
kalierung) an Doppelstrang -DNA aufweist. Dabei nimmt die Fluoreszenz mit der
Menge des amplifizierten Produktes wahrend der PCR zu, der Anstieg ist in der
exponentiellen Phase der PCR linear. Mit Hilfe der Standards kann die Menge der

entstehenden DNA bestimmt werden.
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3.12.1 Durchfihrung der quantitativen Real Time-PCR (RT-gPCR)

Die PCR-Anséatze richteten sich nach den Herstellerangaben des verwendeten Kits.
Alle cDNA Proben wurden bei jedem Durchlauf in Doppelbestimmung gemessen.
Man bestimmte sowohl die Expression des zu untersuchenden Gens (GR, Gpx3 oder
Gpx4, s.Abs.2.2.6) als auch die des HKG L32. Es war sinnvoll die bendtigten Mengen
(ul) an RNase freiem Wasser, SYBR® Green und jeweiligem Primer entsprechend der

Menge der bendétigte n Tubes vorab zu addieren.

Ansatz pro Tube (9ul)

4,0 ul RNase freies Wasser
4,5 ul SYBR® Green
0,5 ul Primer insgesamt (0,5 ul bei HKG L 32 der Firma Qiagen bzw. 2 x 0,25 pl der

jeweiligen Primerpaare der Firma Eurofins)

Vorgehensweise

9ul des Ansatzes wurden auf Tubes verteilt,
1pl der jeweiligen cDNA -Probe hinzugegeben,

negativ Kontrolle: 2 Tubes mit Ansatz, jedoch ofine c-DNA

Der Ablauf der PCR sowie die Datenerfassung erfolgten vollautomatisch im
Thermocycler. Es wurden 35 Zyklen durchgefiihrt, dabei betrug die Denatu -
rierungstemperatur 94 °C (40 sec), die Annealingtemperatur 55 °C (40 sec) und die
Extensionstemperatur 72 °C (40 sec). Nach Beendigung des Laufs wurde anhand der
erhaltenen Fluoreszenzsignale die Quantifizierung in der exponentiellen Phase der

PCR vorgenommen.

3.12.2 Berechnung nach der 2 %" _Methode

Zunachst legte man die Standardgruppen bzw. Kontrollgruppen innerhalb der
Testgen- und HKG-Laufe fest, hier: PBS/PBS. Die Schmelzkurven der amplifizierten
DNA-Strange eines Gens wurden Uberprift. Danach konnten die Threshold Cycle
(CT)-Werte berechnet werden. Hierfir musste der Threshold in den Bereich des
exponentiellen Fluoreszenz-Anstiegs gelegt werden, um der Kinetik der optimal -
effizienten PCR am ehesten zu entsprechen. Die Kurvenverlaufe aller Proben sollten
auf Hohe des Thresholds linear und moglichst parallel zueinan der verlaufen.

Fehlerhafte Proben wurden aus den Berechnungen ausgeschlossen.

48



Methoden

Die CT-Werte des HKGs der verschiedenen Proben sollten mdglichst konstant sein.
Traf dies zu, wurden diese Werte des HKGs zur Normalisierung der Zielgen -CT-Werte

verwendet. Demnach wurden die qCT-Werte wie folgt berechnet:
Y6 'Y &Y 6"Y

Um Abweichungen durch den Reaktionsansatz (z. B. von Primer - oder Polymerase-
Konzentrationen) zwischen Zielgenen und HKG zu vermeiden, wurde eine interne
Kontrolle verwendet, um die qCT-Werte fur jedes Gen zu normalisieren. Proben der
Gruppe PBS/PBS im Vergleich zu allergenbehandelten Tieren nutze man fir diese

Kontrollen. Die daraus resultierenden qo @ T-Werte berechneten sich wie folgt:
Y6 Y ¥6 Y Y6 Y

Da in der optimal-effizienten PCR jeder Amplifikationszyklus einer 2-fachen Zunahme
des Produktes entspricht, ergibt sich der re lative Expressionsunterschied x bzw. die

60X ol d i naner®tohe@msfrechend der Formel:
@ Q¢ G08 Q6 Hocof ¢

Die Herleitung erfolgte nach der Methode von Livac et al. (2001). So konnten
unterschiedliche Gen-Expressionen als x-fache Expression mit Hilfe des o@T-
Wertes, normalisiert zum Referenzgen L32 und zum Kontrollgruppenmittelwert
(PBS/PBS), berechnet werden. Anschlielend war die graphische Darstellung und

Auswertung maoglich.

3.13 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse wurden mit Hilfe des Statistik Programms GraphPad Prism®
auswertet. Dabei wéahlte man Tests, welche die z.T. unterschiedlichen und geringen
Tierzahlen innerhalb der Versuchsgruppen bericksichtigten. Zur globalen Varianz -
analyse kam der nonparametrisc he Kruskal-Wallis Test zum Einsatz (n O 3). Ergab
sich hierbei eine sign ifikante Differenz der Mediane (p-Wert 00,05), konnte der Post-
Hoc-Test nach Dunn angeschlossen werden, um alle Gruppen paarweise miteinander
zu vergleichen. Signifikant differente Gruppenergebnisse wurden mit *= p (0,05,
**= p(,01, oder **= p@D,001 gekennzeichnet. Die Abbildungen zeigen die
Mittelwerte + SEM (Standard Error of the Mean).
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4  Ergebnisse

4.1 Lungenfunktionsmessung an C57BL6- und BALB/c-Tieren

Die Messung der Atemwegshyperreagibilitat (AHR) unter Verwendung von
Methacholin erfolgte invasiv am einzelnen Tier. Pro Versuchsgruppe wurden 4 bis 5
C57BL6- und 3 BALB/c-Tiere vermessen. Die Berechnung der Ergebnisse ergab in
beiden Fallen grofRe Standardabweichungen innerhalb der Versuchsgruppen und
keine signifikante Unterschiede der AHR zwischen Versuchs - und Kontrolltieren,

weshalb auf eine Abbildung verzichtet wurde.

4.2 Untersuchungen an C57BL6-Tieren

4.2.1 Bronchoalveolare Lavageflissigkeit (BAL)

Alle Versuchstiere waren dem Sensibilisierungs- und Provokationschema (Abs. 3.2)
unterzogen worden. Einigen Mausen einer Versuchsgruppe wurde bei der Typ -lI-Zell
Isolationsoperation die bronchoalveolare Lavageflissigkeit (BAL) entnommen. Die
daraus angefertigten Zytospinpraparate konnten nach der F&rbung ausgewertet
werden. Zudem wurde der Proteingehalt der BAL -Flissigkeit gemessen (s. Abs.
4.2.1.2).

4.2.1.1 Zytospinprapar ate

Man untersuchte Anzahl und Zusammensetzung der in der BAL enthaltenen Zellen.
Die Praparate der Versuchstiere wurden auf Anzeichen einer akuten pulmonalen
Entziindungsreaktion untersucht. Sowohl eine gesteigerte Gewebsinfiltration mit
immunaktiven Zellen, wie den Alveolarmakrophagen, Lymphozyten und Granulozyten ,
als auch Destruktionen der Gewebsstrukturen kennzeichnen entziindliche Veréander-
ungen. Typisch fur die akut-allergische Typ-I-Reaktion ist insbesondere eine hohe
Zahl eosinophiler Granulozyten. Entsprechend konnte bei einigen Versuchsgruppen
ein absoluter und relativer*? Anstieg dieser Zellen im Vergleich zu den PBS/PBS-

Kontrollen beobachtet werden .

Zim Vergleich zu Makrophagen, Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten
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Ergebnisse

Die Zytospinpraparate wurden auf ihren Gehalt an Makrophagen, Lymphozyten,
eosinophilen und neutrophilen Granulozyten untersucht. Zur Vergleichbarkeit und
Ubersicht wurden diese Werte in den Graphiken normiert zum Durchschnittswert der
Kontrollen (PBS/PBS) in Prozent angegeben.

Zellzahlen

Die durchschnittliche Zahl lag bei der Kontrollgruppe PBS/PBS bei 116 Zellen, bei der
Versuchsgruppe der OVA/OVA behandelten Tiere bei 353 Zellen. Bei den
NOVA/NOVA-Tieren wurden 884 Zellen gezahlt. Einen vergleichsweise hohen Wert
ergab die Auszahlung der nKLH/nKLH-Praparate mit durchschnittlich 1626 Zellen.
Abbildung 8 dient der Ubersicht.
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Abbildung 8: Gesamtzellzahlen in Zytospinpréparaten der C57BL6 -Versuchsgruppen, normiert zur
Kontrollgruppe (PBS/PBS). Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler, n = 3 -12, Signifikanzen
wurden gekennzeichnet (* = p 0,05, ** = p XD,01, *** = p >),001)

Zellpopulationen

Makrophagen und eosinophilen Granulozyten dominierten die Zellbilder der
Zytospinpraparate (Abb. 9). Lymphozyten und neutrophile Granulozyten waren in
allen Versuchsgruppen zu einem deutlich geringeren Prozen tsatz vertreten (Abb. 10).
Der Anteil der Makrophagen lag bei den Zytospinpraparaten der Kontrolltiere

(PBS/PBS) bei 98,7 %, vereinzelt fand man Lymphozyten. Bei den Gruppen, die mit
PBS sensibilisiert und mit einen Allergen provoziert worden waren '3, ergab sich eine

ahnliche Zellverteilung von durchschnittich 99 % Makrophagen. Hatte die

13pBS/OVA, PBS/NOVA, PBS/KLH und PBS/nKLH
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Sensibilisierung und Provokation mit dem Allergen Ovalbumin oder mit nitriertem
Ovalbumin stattgefunden, lag der Anteil eosinophiler Granulozyten dagegen bei
durchschnittlich 65 %. Bei der nOVA/nOVA -Gruppe imponierte zudem die mehr als
verdoppelte Gesamtzellzahl (Abb. 8).

Die nOVA/KLH-Versuchsgruppen wiesen einen 6 %igen Anteil an eosinophilen Gra -
nulozyten auf. Im Vergleich hierzu steigerte sich der Anteil bei den nOVA/nKLH -
Gruppen um das 5-fache, auf einen Mittelwert (MW) von 31 %. Bei der nKLH/nKLH-
Gruppe konnte eine Erh6éhung um ca. das 16-fache (MW = 94 %) ermittelt werden.
Lymphozyten und neutrophile Granulozyten waren in den meisten Préparaten nicht
oder nur vereinzelt vorzufinden. Etwas haufiger traten sie in Praparaten der Gruppen
OVA/OVA, OVA/nOVA, nOVA/nOVA oder nKH/nKLH auf, jedoch Ilag ihr
Populationsanteil auch hier bei unter 3 %.

Die folgenden Diagramme sind die jeweiligen Versuchsgruppen reprasentiert. Der
hohe Gehalt eosinophiler Granulozyten in der BAL zeigen die S&ulen der
Versuchsgruppe OVA/OVA, nOVA/nOVA und nKLH/nKLH im Vergleich zur Kontrolle.

Alveolarmakrophagen Eosinophile Granulozyten
100 100-
=) =
g § H
8 60 % 60- N i
§ a0 § 401 Ml
E < i L
3 2 3 20 | =
0 gL =)
4‘98 O
L

Abbildung 9: Prozentuale Anteile der Makrophagen und eosinophilen Granulozyten in Zytospin -
praparaten der C57BL6 -Tiere. Li.: Prozentualer Anteil der Makrophagen an der Gesamtzellzahl (BAL),

re.: Prozentualer Anteil eosinophiler Granulozyten
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Ergebnisse
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Abbildung 10: Prozentuale Anteile der Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten in Zytospin-

praparaten der C57BL6-Tiere. Li.: Prozentualer Anteil der Lymphozyten an der Gesamtzellzahl (BAL),

re.: Prozentualer Anteil neutrophiler Granulozyten

Reprasentative Aufnahmen von Zytospinpraparaten

Mit 3 bis 5 Lavagen verschiedener Tiere pro Versuchsgruppe wurde die Zytospin -

praparation durchgefiihrt.

Die mit Pfeilen versehenen Nummern kennzeichnen verschiedene Zelltypen: Ein M

kennzeichnet Alveolarmakrophagen, Eo eosinophile Granulozyten, L Lymphozyten

und Neu neutrophile Granulozyten.
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Abbildung 11 : Représentative Zytospin-
praparat-Ansichten (BAL) der C57BL6-Tiere,
n=3-12

M Makrophagen
Eo Eosinophile Granulozyten
L Lymphozyten

Neu Neutrophile Granulozyten



Ergebnisse

4.2.1.2 Proteinkonzentration der zellfreien Lavage

Die globale Varianzanalyse der doppelbestimmten Lavagen der C57BL6 -Tiere ergab
signifikante Unterschiede der Proteinkonzentrationen. Der Proteingehalt der Kontroll -
gruppen lag bei 140 pg/ml + 4,5 pg/ml. Bei den Versuchsgruppen PBS/OVA und

PBS/nOVA ermittete man eine ca. 35 %ige Steigerung des Gehalts. Eine Verdopplung
bis Verdreifachung des Proteingehalts war bei den Grup pen OVA/OVA (384,3 pug/ml +
31,1 ug/ml), OVA/NnOVA (359,9 pg/ml £ 58 pg/ml), nKLH/nKLH (377,1 pg/ml +
11,7 yg/ml) festzustellen. Der hdchste Proteingehalt wurde in der Versuchsgruppe
NOVA/NOVA gemessen, er lag bei 439,9 pg/ml £ 47,4 pg/ml. Der Vergleich der
Mediane der Gruppen nOVA/nOVA und OVA/OVA mit der Kontrollgruppe PBS/PBS

ergab einen p-Wert von <0,01 und ist somit als signifikant zu betrachten.

Proteingehalt (BAL)

*%

400-

*%
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relativer Proteingehalt [%]
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Abbildung 12 : Proteingehalt der BAL-Flissigkeit verschiedener Versuchsgruppen der C57BL6 -Tiere, nor-
miert zur Kontrollgruppe (PBS/PBS). Signifikanzen wurden gekennzeichnet (* = p 00,05, ** = p 00,01, ***
=p 00,001). Es sind die Mittelwerte + Standarda bweichung dargestellt, n = 3 -12

4.2.3 Analyse der Hamatoxylin-Eosin gefarbten Gewebeschnitte

Aus den Lungen einer Versuchsgruppe fertigte man jeweils sechs bis acht
histologische Préaparate mit 1-2 pm Starke an. Ein Teil dieser Praparate einer
Versuchsgruppe wurde zur Strukturanalyse mit Hamatoxylin-Eosin (HE) geféarbt. Nach
den vorgenommenen Sensibilisierungen und Provokationen sollten mdgliche reaktive
Verédnderungen des Lungengewebes festgestellt werden. Die Praparate wurden blind,

und unter Benutzung eines Parameter-Score-Systems ausgewertet.
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Hierbei wurden fir den relativen Grad der Destruktion der Gewebsstruktur, sowie flr
den relativen Grad der Immunzelleinwanderung (peribronchi al und/oder alveolar) ein
Zahlenschema angewandt. Als Kontrolle dienten die Praparate PBS/PBS-
behandelter Tiere (Abb.13).

PBS/PBS
Da‘
AlY
Brt'
Brt\ Daw
* MZ
Al V' 4
BG
4 Z
/BE /N

Abbildung 13: Reprasentative Ansichten von histologischen Préparaten PBS/PBS behandelter
C57BL6-Tiere, (VergroRerung o.: 50x, u.li.: 200x, u.re.: 500x)

Brt Bronchioli terminalis NZ Nieschenzelle/ Typ-Il-Pneumozyt

Da Ductus alveolaris BE Bronchialepithel der terminalen Brochioli
mit Becherzellen (distal eher einreihig -

Al Alveolus it Becherzellen (distal eher einreihig
kubisch als mehrschichtig - zylindrisch)

BG BlutgefaRe: Vasa privata

Mz Muskelzellen,d zi garrenf?©

4yon 0 = nicht sichtbar bis 3 = deutlisichtbar
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