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1. Einleitung

1.1. Atiologie des Asthma bronchiale

Vor nahezu 100 Jahren wurde in der Literatur erstmalig von einem verstorbenen Asthma-
Patienten berichtet und eine starke Ansammlung von eosinophilen Granulozyten in den
Atemwegen beschrieben [1]. Bis heute sind vielfaltige Ursachen fir Asthma bekannt und die
Ausldser sind nicht immer klar [2]. Sehr haufig hat Asthma eine allergische Ursache. Die
Pravalenz dieser Erkrankung hat sich in den westlichen Nationen in den letzten Jahrzehnten
nahezu verdoppelt [3]. Nach Angaben der WHO (2005) leiden weltweit etwa zwischen 100 bis
150 Millionen Menschen an Asthma und innerhalb eines Jahres sterben uber 180.000
Erkrankte. Allein in Deutschland gibt es schatzungsweise 4 Millionen Asthmatiker. In den
industrialisierten Nationen ist Asthma die haufigste chronische Erkrankung im Kindesalter. Die
Okonomischen Kosten, die im Zusammenhang mit Asthma entstehen sind sehr hoch, allein in

den USA (bersteigen die jahrlichen Kosten der WHO zufolge 6 Millionen Dollar.

Allergisches Asthma bronchiale ist gekennzeichnet durch eine chronische, pulmonale
Entziindung mit Eosinophilie, vermehrter Schleimsekretion und erhéhtem Serum-IgE-Spiegel
sowie einer reversiblen Obstruktion der Lunge und Hyperreagibilitat der Atemwege gegen
verschiedene spezifische und unspezifische Stimuli. Die bestehenden therapeutischen
MafRnahmen sind rein symptomatisch und es fehlen kausale Strategien mit der Chance auf

einen lang anhaltenden Therapieerfolg oder Heilung.

Die bestehenden Behandlungsmdglichkeiten bei Allergien und allergischem Asthma basieren
im wesentlichen auf der Gabe von Glucocorticoiden oder B2-Atagonisten [4]. Mit diesen
Medikamenten werden die Symptome von Asthma behandelt, jedoch nicht die zellularen
Ursachen der Erkrankung geheilt. So kann die Krankheit zwar in den meisten Fallen
kontrolliert werden, die Behandlung ist jedoch von Nebenwirkungen begleitet und muss haufig
ein Leben lang fortgesetzt werden. Uber 30 % aller Patienten kénnen mit den bestehenden
Therapien nicht zufrieden stellend behandelt werden. Auch Desensibilisierungs-Therapien
fihren durchschnittlich nur zu einer Halbierung der Symptome und des Medikamenten-
gebrauchs [5]. Es ist daher notwendig, die pathophysiologischen Zusammenhange des
allergischen Asthmas auf zellularer Ebene besser zu verstehen, um neue Therapiekonzepte

und wirksame Strategien zur Pravention entwickeln und vorantreiben zu kénnen.

Allergische Erkrankungen haben genetische Zusammenhange und sind teilweise vererbbar

[6]. Einige chromosomale Regionen konnten bereits mit allergischem Asthma in Verbindung
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gebracht werden und einige immunregulatorische Kandidatengene konnten identifiziert
werden, bei denen wahrscheinlich Polymorphismen zu einem erhdhten Asthma-Risiko

beitragen kénnen [8-10].

Allerdings spricht die extrem schnelle Zunahme der Haufigkeit von Allergien auch flir einen
Zusammenhang mit den veranderten Umweltbedingungen und der Lebensweise in der
westlichen Welt. Auf welche Weise diese Faktoren die Immunantwort auf Allergene
beeinflussen, wurde in der Literatur lange debattiert und fuhrte schlieRlich zur ,Hygiene-
Hypothese® [11]. Diese Hypothese besagt, dass die mangelhafte Entwicklung wichtiger
immunregulatorischer Faktoren auf einem unzureichenden Kontakt mit Mikroorganismen und
damit verbunden einer geringen Infektionsrate in friiher Kindheit zuriickzufihren ist.

Zur vollstandigen Aufklarung der komplexen genetischen und umweltbedingten Ursachen von

allergischem Asthma sind jedoch weitere Studien erforderlich.

1.2. Pathophysiologie des Asthma bronchiale

Beim allergischen Asthma sind die Wande der Atemwege hauptséchlich mit CD4"-T-Zellen
und eosinophilen Zellen infiltriert, weiterhin finden sich Mastzellen, Makrophagen, Neutrophile-
und Plasma-Zellen [2]. Das fuhrt zu einer VergrdlRerung der Gewebsdicke um 10 % bis 300 %
der Dicke von gesunden Geweben [12]. Auch im Lumen der Lunge finden sich Mukus-
Ansammlungen mit aktivierten Makrophagen, Lymphozyten, Eosinophilen und teilweise
Neutrophilen. Diese Entzindungsreaktion fihrt zu einer Atemwegshyperreagibilitdt (AHR) —
und damit zu Atemnot und Husten. Die AHR ist definiert als ansteigende Bronchiokonstriktion

in Reaktion auf einen unspezifischen Stimulus [13].

Die adaptive Immunantwort beginnt mit der Aufnahme von Antigenen durch Makrophagen, B-
Zellen oder unreife dendritische Zellen (Abbildung 1). Danach kénnen Zellen des spezifischen
Immunsystems wie T-Helferzellen Uber ihren T-Zell-Rezeptor und Uber das CD4-Molekil an
die MHC-II-Molekiile binden und das ihnen prasentierte Peptid als Antigen erkennen. Diese
Zellen differenzieren sich zu Th2-Zellen, schitten darauf hin IL-5 aus und leiten damit die
Aktivierung und Rekrutierung von eosinophilen Granulozyten ein. Zusatzlich produzieren die
Th2-Zellen IL-4 und IL-13 und stimulieren damit die Produktion von spezifischen Antikérpern

durch aktivierte B-Lymphozyten gegen die zuvor prasentierten Antigene (allergenspezifisches
IgE).
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Bei wiederholtem Kontakt mit einem Antigen beginnt die allergische Reaktion wahrscheinlich
mit einer Quervernetzung von IgE-Molekillen. Dadurch kommt es zur Degranulation der
Mastzellen und basophilen Zellen und damit zur Ausschittung von Entziindungsmediatoren
wie Histamine, Leukotrine, Prostaglandine, Tryptase, Plattchen-Aktivierendem Faktor und
Zytokinen als Mediatoren, die eine sofortige Bronchokonstriktion, Hypersekretion der
Becherzellen und daraus resultierender Verengung des Bronchialraumes hervorrufen und

weitere entziindliche Prozesse in Gang setzten [14, 15].

eosinophiler
BlutgefaR der Lunge Granylozyt

. . Bronchus
Histamin

Prostaglandine
Leukotriene

TNF, IL-4, IL-5

Pulmonale Entziindung
Bronchokonstriktion
Fibrose

Antigen-
prasentierende Zelle ﬁ.

Antigen

Abbildung 1: Modellhaftes Schema der Funktion von Th2-Zellen, Mastzellen und eosinophilen
Granulozyten bei allergischer, pulmonaler Entzindung. Th2-Zellen produzieren nach Antigen-
Prasentation durch eine Antigen—prasentierende Zelle verstarkt die Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13. Die
erhdhte IL-5-Produktion fuhrt zur Aktivierung und Rekrutierung von eosinophilen Granulozyten, das IL-4
und IL-13 stimuliert die B-Lymphozyten und die Ausschittung von allergenspezifischem IgE. Durch eine
Kreuzvernetzung der IgE-Moleklle wird die Ausschittung von Entzindungsmediatoren vermittelt,
welche zu einer pulmonalen Entziindung fiihren (modifiziert nach Hansen, 2001).

Einige Stunden nach Allergenkontakt erfolgt die Migration von Lymphozyten sowie von
eosinophilen und neutrophilen Granulozyten in das Lungengewebe. Die Entziindungsreaktion
bewirkt eine verstarkte Differenzierung von CD4-Zellen zu Th2-Zellen [2]. Mit den von ihnen
produzierten Th2-Zytokinen IL-4, IL-5, IL-6 und IL-13 foérdern sie die Rekrutierung und
Aktivierung von Mastzellen, basophilen und eosinophilen Granulozyten und die IgE-Produktion
durch B-Zellen. Aulierdem werden durch CD4-Zellen in den Lungen von Asthmatikern unter
anderem CD25, Klasse-II-MHC-Aktivierungsmarker [16] sowie der Transkriptionsfaktor GATA-
3 verstarkt exprimiert [17]. Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von
Th2-Zellen in den Atemwegen durch ein Antigen zu einer starken allergischen Reaktion,

verbunden mit Eosinophilie, AHR und erhdéhter Mukusproduktion fiihrt [18].
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Eine verstarkte Permeabilitdt der vaskularen Membranen erlaubt die sehr schnelle Migration
von Entzindungszellen in die Atemwege. Die stark angestiegene Zahl aktivierter DCs
(dendritische  Zellen) exprimiert eine noch grolere Menge an Klasse-lI-MHC-
Oberflachenmolekilen [19, 20]. Im entzindeten Lungengewebe produzieren Epithelzellen
GM-CSF, was die Reifung und Aktivierung von DCs verstarkt. Auch eine Interaktion zwischen
aktivierten T-Zellen mit dem CD40-CD40-Ligand induziert die Aktivierung von DCs [21, 22].
Memory-CD4-Th2-Zellen werden durch die DCs Uber kostimulatorische Signale zwischen
ICOS und dem OX40-OX40-Liganden aktiviert und die Ausschittung von Th2-Zytokinen sowie
die AHR wird weiter verstarkt [21, 23-25].

Haufiger Kontakt mit Allergenen flihrt damit zu einer Etablierung der Th2-Entziindungsreaktion
in den Lungen und kann zu einer dauerhaften pathologischen Veranderung des Gewebes
fihren [26-28].

1.3. Die Rolle von Th1- und Th2-Zellen

Die Differenzierung von naiven T-Zellen zu Th2-Zellen ist ein wesentlicher Schritt bei der
Entstehung des allergischen Asthmas. Die Richtung der Differenzierung in Th1- oder Th2-
Zellen ist neben der Art des Antigens, der Starke des Signals und kostimulatorischen Signalen
[29, 30] besonders stark von den Zytokinen abhangig, die von den Th-Zellen selbst gebildet

werden.

Die Wirkung der Th2-Zellen beruht auf den von ihnen sezernierten Zytokinen IL-4, IL-5 und
IL-13 [31, 32]. IL-13 ist der dominierende Faktor fiur die Pathophysiologie des Asthmas [33-
35]. IL-13 ist entscheidend fur die Auspragung einer AHR und tragt ebenso wie IL-4 zum
Immunglobulin-Klassenwechsel aktivierter B-Zellen und damit zur Ausschittung von IgE und
IgG, bei [14, 36]. Im Maus-Modell konnte gezeigt werden, dass IL-13 fUr die Induktion einer
verstarkten Mukussekretion ein essentieller Faktor ist [37, 38] und bereits in geringen Mengen
die Mukusproduktion sehr stark erhoht. IL-4 hemmt die Differenzierung naiver T-
Vorlauferzellen zu Th1-Lymphozyten und férdert die Bildung von Th2-Zellen. Weiterhin
begunstigt IL-4 das Wachstum von Mastzellen und die Einwanderung von Eosinophilen in das
Lungenepithel, es aktiviert B-Zellen, fordert unter anderem die Synthese von IgE und stimuliert
die Mukussekretion der Becherzellen. IL-5 ist wesentlich flir Entstehung, Reifung und
Aktivierung von eosinophilen Granulozyten. In Abwesenheit von IL-5 ist die Zahl der
Eosinophilen in Blut und BAL nach einer Th2-Zell-Aktivierung nicht erhéht [39, 40].

TH2-Zytokine werden nicht ausschlieldlich von CD4-Lymphozyten gebildet. In verschiedenen

Studien konnte gezeigt werden, dass auch CD8-, y/6- und NK-T-Zellen (natirliche Killer-T-
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Zellen), Eosinophile, Mast-Zellen, Basophile, NK-Zellen und Zellen, die accessorische MHC-

Klasse-lI-Molekulle exprimieren, in der Lage sind, Th2-Zytokine zu produzieren [41-45].

Die IFN-y-produzierenden Th1-Zellen werden als Gegenspieler der IL-4-produzierenden Th2-
Zellen betrachtet (Th1/Th2-Paradigma), und lange wurde deshalb den Th1-Zellen beim
allergischen Asthma eine entscheidende protektive Rolle zugesprochen. Von zahlreichen
Autoren wurde die Vermutung untermauert, dass eine allergische Reaktion auf Antigene durch
eine frihe Differenzierung der Immunantwort in die Richtung von Th1-Zellen vermieden
werden kann [34, 46, 47]. Th1-Zellen sezernieren vorwiegend Interferon-y (IFN-y),
Interleukin-2 (IL-2) und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a). IL-12 und IL-18 und férdern die
Differenzierung von Th1-Zellen. Im Gegensatz dazu bewirkt IL-4 eine Th2-Differenzierung und
hemmt die Th1-Differenzierung. IL-12 und IFN-y hingegen sind negative Regulatoren der Th2-
Zellen [199, 200, 201].

Die Zytokine IL-12, IL-18 und IFN-y verstarken die Bildung von Th1-Zellen, insbesondere

IL-12 ist ein starker Induktor fUr eine Th1-Differenzierung [48].

Viele Mikroorganismen oder auch bakterielle DNA fuhren zu einer verstarkten Ausschuttung
von IL-12 durch Makrophagen oder dendritische Zellen. Der Effekt I&sst sich auf unmethylierte
Cytosin/Guanosin- (CpG-) Motive in der bakteriellen DNA zurlckfihren. In der DNA von
Bakterien sind diese CpG-Motive etwa 20-mal haufiger als in der DNA von Eukaryoten und
ermOglichen dem Immunsystem der Saugetiere eine Unterscheidung zwischen bakterieller

und eigener DNA.

Die CpG-Motive binden an den Toll-like-Rezeptor 9 [49] und induzieren damit die
Ausschittung von IL-12 und IL-18 durch Makrophagen und dendritische Zellen sowie die
Sekretion von IFN- y durch NK-Zellen [50]. Fiur CpG-Motive konnte im murinen Asthma-Modell
nachgewiesen werden, dass sie eine Th1-Polarisation begtinstigen, die sowohl die AHR als
auch die pulmonale Entziindung stark reduziert [51-53]. Synthetische Oligo-Desoxy-
Nukleotide (ODNs), die immun-stimulatorische CpG-Motive enthalten, flihren zu einer immun-
modulatorischen Kaskade, die B- und T-Zellen, NK-Zellen und Antigen-prasentierende-Zellen
betreffen. Die Reaktion auf die CpG-ODNs verandert das immunologische Gleichgewicht in
Richtung einer Th1-Zell-Reaktion [54].

Das eroffnet mehrere potentielle therapeutische Verwendungsmoglichkeiten fur CpG-ODNs.
Im Verlauf der letzten Jahre sind vier Hauptanwendungsmaglichkeiten entwickelt worden: zur
Starkung der protektiven Immunitdt gegen Vieren, Bakterien und Parasiten; zur Krebs-

Therapie durch starkere Aktivierung von APCs, zytotoxischen T-Zellen und NK-Zellen nach
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Applikation von CpG-ODNs; zur Verbesserung von Impfstoffen sowie zur Behandlung von
allergischem Asthma durch eine Verschiebung des immunologischen Gleichgewichtes in
Richtung Th1-Zellen [54].

Die DNA-Behandlung mit eukaryotischen Plasmiden ist dementsprechend einerseits ein
mdglicher Ansatzpunkt, um eine starke und lang anhaltende Th1-Reaktion hervorzurufen [55].
Allerdings konnte andererseits gezeigt werden, dass Th1-Zellen nicht in der Lage sind, die
Th2-Zell-vermittelte AHR und Entziindung auszugleichen [56-58].

Wahrend eine Reihe von Studien zeigt, dass die Th1-Zellen eine Th2-induzierte Eosinophilie,
AHR und Mukussekretion hemmen kénnen [59-63], konnten im Gegensatz dazu andere
Studien belegen, dass Th1-Zellen die pulmonale Entziindung und die AHR weiter
verschlimmern [56, 57, 64]. Die widersprichlichen Daten in diesen Modellen weisen darauf
hin, dass noch andere Zellen bzw. Faktoren eine entscheidende Rolle spielen und der
Zeitpunkt der Th1-Zell-Aktivierung im Zusammenhang mit der voranschreitenden Th2-Zell-

induzierten Entziindungsreaktion einen entscheidenden Einfluss hat [2].

Aus diesen Griinden ist die protektive Rolle der Th1-Zellen beim allergischen Asthma
inzwischen kontrovers diskutiert und es gibt zahlreiche Untersuchungen, die die
Unterdriickung der Th2-Zell-Aktivitdt und die Reduktion der allergischen Entziindungsreaktion
teilweise auf andere Zellen zuriickfihren. In Tiermodellen konnte nachgewiesen werden, dass
erhdhte Mengen von Th1-Zellen in der Lunge zu Entzindungsprozessen flihren [56, 57, 65].
Diese Ergebnisse zeigen, dass auch Allergen-spezifische Th1-Zellen in der Lage sind,
Entziindungsprozesse in Mausen hervorzurufen und es ist davon auszugehen, dass dieser
Effekt auch beim Menschen auftritt. Ein anderes Risiko von Behandlungen mit bakterieller
DNA, die eine starke Th1-Antwort ausldst, ist die Zerstérung der immunologischen Toleranz
und damit die mogliche Férderung von Autoimmunerkrankungen. Im Tiermodell konnte bereits
nachgewiesen werden, dass die Behandlung mit CpG-ODN zu Autoimmunschwachen flhren
kann [66].

Diese Erkenntnisse zeigen, dass das immunologische Gleichgewicht sehr komplex ist und
dass Th1-Zellen nicht immer in der Lage sind, die Effekte der Th2-Zellen zu unterdriicken. Im
Gegenteil kann die Anwesenheit von Th1-Zellen auch mit schadigenden Reaktionen in
Zusammenhang treten. Deshalb sollten therapeutische Ansatze, die eine Verschiebung der T-

Zell-Differenzierung in Richtung der Th1-Zellen anstreben, sorgsam tberprift werden.
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1.4. Weitere regulatorische Zellen des Th-Zell-Systems

Seit einigen Jahren sind regulatorische T-Zellen in den Mittelpunkt zahlreicher Publikationen
geruckt. Diese Studien weisen darauf hin, dass die fur allergische Reaktionen
charakteristische Th2-Antwort durch regulatorische T-Zellen und IL-10-produzierende Zellen
reguliert werden kann. Zwischen 5 und 10 % der CD4*-T-Zellen bestehen beim gesunden
Menschen aus regulatorischen T-Zellen (Treg). Sie kontrollieren sowohl die angeborene als
auch die erworbene Immunreaktion durch die Ausschittung von inhibitorischen Zytokinen wie
TGF-B [67] und IL-10 [68-70] und beeinflussen sowohl die Th1- als auch die Th2-Antwort [71,
72].

Die Inhalation eines Antigens flihrt normalerweise zur Toleranz, teilweise wahrscheinlich tber
Anergie der CD4-Zellen gegeniber dem Antigen [73] oder Uber Differenzierung von CD4, CD8
und y/0-T-Zellen zu regulatorische T-Zellen (Treg) [61, 74]. Die Population der Tregs ist
heterogen und beinhaltet z. B. IL-10-produzierende Zellen [70, 75], Effektor-T-Zellen [76] und
weitere regulatorische T-Zellen [68, 75]. Aktuelle Untersuchungen zur Rolle der verschiedenen
Zelltypen in der Pathophysiologie des allergischen Asthmas ergaben Hinweise fiir eine
regulatorische Funktion von y&-T-Zellen [77], fur IL-10-produzierende Tr1-Zellen [78, 79] und
fur TGF-B-produzierende Th3-Zellen [80]. Die Effekte der Tregs sind immunregulatorisch und
teilweise abhangig von der Kostimulation mit IL-10 (Interleukin-10) [81, 82], TGF-B
(Transforming growh factor ) [83] und ICOS-ICOS-Ligand [84]. Die Generation der Tregs wird
hauptsachlich durch dendritische Zellen kontrolliert, die ebenfalls IL-10 produzieren und damit
die Differenzierung von Tr1/ Th3-Zellen sowie von Th2-Zellen fordern [85, 86].

Auch APCs verandern die T-Zell-Antwort und die wiederholte Stimulation in Gegenwart von
reifen DCs fihrt zu IL-10-produzierenden T-Zell-Populationen [87]. Es konnte gezeigt werden,

dass diese IL-10-produzierenden Zellen die Immunantwort auf Pathogene hemmen [88-90].

Verschiedene Studien zeigen, dass die Funktion der Tregs in Patienten mit Allergien im
Gegensatz zu gesunden Menschen verandert ist. In-vitro-Studien zeigen, dass Tregs die
Differenzierung von Maus-T-Zellen zu Th2-Zellen sowie die Th2-Zytokin-Produktion hemmen
kénnen [71, 72]. Allerdings sind die Ergebnisse aus in-vivo-Studien sehr viel komplexer. In
einer Arbeit mit Rag2”-Mausen schlussfolgerten die Autoren, dass die Dezimierung von
CD4*CD25"-T-Zellen die Th2-Zell-vermittelte allergische Entziindung verstarkt [91]. Im
Gegensatz dazu konnte dieser Effekt in einer anderen Studie nicht nachgewiesen werden,
dafiir hemmte diese Dezimierung die Eosinophilie in den Lungen [92]. In einem Maus-Modell
mit verstarkter IgE-Antwort konnten regulatorische Zellen die IgE-Antwort und die
Differenzierung von Th2-Zellen hemmen [93]. In einer aktuellen Untersuchung wurde

bewiesen das die CD30/CD153 Wechselwirkung eine wichtige Rolle bei der Induktion von
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TH2-Zell induziertem allergischen Asthma spielt [202]. Des weiteren konnte in einem
chronischen Modell der Atemwegsentziindung durch CD4*CD25"-T-Zellen die Th2-Antwort,
aber nicht die AHR unterdrickt werden [94]. SchlieRBlich konnte fiur FOXP3- und
membrangebundenes TGF-B-produzierende CD4"-T-Zellen eine Rolle bei der Induktion von
Toleranz gezeigt werden [95]. In einer murinen Studie zur Immuntherapie mit CD137 konnte
zwar eine sehr starke Hemmung der Th2-Reaktion gezeigt werden, allerdings ohne Effekte
auf die TGF- B- oder IL-10-Produktion [203].

1.5. Die Rolle von TGF-8 und IL-10

TGF-B, ist ein pleiotrophisches Zytokin mit stark entziindungshemmenden Eigenschaften und
gilt als ein Schlissel-Regulator zur Aufrechterhaltung des immunologischen Gleichgewichtes.
TGF-B unterdruckt die Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen durch Makrophagen,
B-Zellen und T-Zellen und hemmt sowohl in vitro [96-98] als auch in vivo [99-101] stark die T-
Zell-vermittelte Immunantwort. In einer Studie mit gentechnisch veradnderten, TGF-
produzierenden T-Zellen konnte im Mausmodel gezeigt werden, dass diese TGF-3-
produzierenden Zellen in der Lage waren, die AHR und die Entzindung der Lunge zu

unterdricken, welche durch OVA-spezifische T-Zellen hervorgerufen wurde [80].

Im Menschen konnte gezeigt werden, dass die TGF-B+-Level in den Lungen von Asthmatikern
hoher sind als in gesunden Vergleichspersonen [102]. Bisher ist nicht klar, ob TGF-$ dort zu
profibrotischen Effekten in den Atemwegen von Asthmatikern fiihrt oder eine protektive,

entziindungshemmende Rolle beim allergischen Asthma spielt.

Neben TGF-B wird in der Literatur haufig IL-10 als ein wesendlicher Faktor bei der Regulation
des immunologischen Gleichgewichtes diskutiert. Obwohl IL-10 mit der Th2-dominierten
Immunreaktion assoziiert ist und diese verstarken kann [103], qgilt IL-10 als ein viel
versprechender Kandidat flir die Behandlung von allergischen Krankheiten [5]. Es gibt
verschiedene Hinweise, welche den protektiven Effekt von IL-10 bei allergischen
Erkrankungen belegen [79, 104, 105]. IL-10 vermindert die Th1-Zytokin-Produktion durch
seinen Einfluss auf Makrophagen und DCs [106] und hat auRerdem eine wichtige Rolle bei
der Regulation der Th2-Antwort und der allergischen Reaktion [82, 84, 107]. Damit nimmt
IL-10 eine wichtige Funktion bei der natlrlichen Regulation des immunologischen

Gleichgewichtes in den Lungen ein [82].

Eine Studie konnte zeigen, dass allergische Erkrankungen direkt durch ein Ungleichgewicht
zwischen IL-10-produzierenden regulatorischen T-Zellen und Th2-Zellen entstehen [108]. Eine

erfolgreiche Immuntherapie ist durch einen starken Anstieg der IL-10-Produktion von T-Zellen
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gekennzeichnet [109], und in Menschen mit chronischer Helmintheninfektion, die ein
signifikant verringertes Allergierisiko haben, wurden hohe IL-10-Spiegel beobachtet [110].
Weiterhin ist die Starke der Hautreaktion auf Milben-Antigen oder Hausstaub mit der Menge
von Allergen-stimuliertem IL-10 negativ korreliert [111]. Fur IL-10 sind auch im Tiermodell
starke entzindungshemmende Eigenschaften nachgewiesen. Bei einer Reihe von pulmonalen
und nicht-pulmonalen menschlichen Erkrankungen vermindert IL-10 Entziindungen und
Verletzungen in Geweben [112-116]. Gentechnisch veranderte CD4*-Th-Zellen, welche IL-10
produzieren, schiutzen vor Allergien-Induzierter AHR und vor Entzindung des Lungen-
gewebes im murinen Asthma-Modell [117]. IL-10-defiziente Mause entwickeln eine starke
entziindliche Colitis [118] und in-vitro-Studien haben gezeigt, dass IL-10 die IgE-Produktion
[119], die Einwanderung von Eosinophilen [120], die Antigen-Induzierte und durch Eosinophile

dominierte Entziindung und die TNF-Produktion [115, 121, 122] vermindern kann.

Die teilweise widersprichlichen Daten der verschiedenen Studien untermauern die
Notwendigkeit flr ein besseres Verstandnis der regulatorischen Mechanismen, welche in die
Entwicklung einer AHR und pulmonalen Entziindung involviert sind. Sie belegen aber auch die
essentielle Rolle von regulatorischen T-Zellen bei der Erhaltung des immunologischen
Gleichgewichtes und machen sie zu einem wichtigen Ansatzpunkt fur die Entwicklung neuer

therapeutischer Strategien.

1.6. Therapieansatz der vorliegenden Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wird ein kombinierter Therapieansatz getestet. Der Ansatz
verbindet die gut bekannten Th1-féordernden Effekte der unmethylierten CpG-Motive im
Ruckgrat bakterieller DNA [123] mit der protektiven, entziindungshemmenden Wirkung der
regulatorischen Zytokine Interleukin-10 bzw. TGF-f. Durch diese Kombination soll den oben
beschriebenen Risiken der starken Th1-Induktion bei einer DNA-Behandlung vorgebeugt
werden. Dazu wurde die cDNA fir murines IL-10 bzw. TGF-B in einen bakteriellen, CpG-
haltigen Vektor kloniert und im Asthma-Maus-Modell getestet. Im Kapitel 4 (Ergebnisse)
werden zundchst Versuche an TGF-B-defizienten Mausen (TGF-B*-Mause) dargestellt.
Anschlielend werden die Ergebnisse der Versuche mit dem TGF-3-Vektor und mit dem IL-10-

Vektor gezeigt.
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1.7. Zielstellung

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit ist es unter anderem, die Rolle von TGF-f3; noch eingehender
zu erforschen. Dazu werden Mause mit einer heterozygoten Deletion im TGF-34-Gen (TGF-
B1+"-Méuse) im Asthma-Modell untersucht. Die essentielle Rolle von TGF-B; bei der
Aufrechterhaltung des immunologischen Gleichgewichtes wurde bereits von anderen
Arbeitsgruppen anhand von TGF-B"-Mausen gezeigt. Bei TGF-B"-Mausen entwickeln alle
Tiere, die lebend geboren werden, eine multifocale Entziindungsreaktion und sterben meist

innerhalb der ersten Lebenswochen [126, 127].

Obwohl TGF-B*"Mause phanotypisch normal wirken [126], konnte sowohl in der vorliegenden
Arbeit als auch von anderen Arbeitsgruppen gezeigt werden, dass TGF-B,;"-Mause im
Vergleich zu Wildtyp-Tieren lediglich ca. 30 bis 50 % der TGF-3+-Proteinspiegel exprimieren.
In der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, ob und in welcher Weise sich diese stark
verringerten TGF-3-Spiegel auf die Auspragung eines Asthma-Phanotyps im murinen Asthma-
++

Modell auswirken. Dazu werden heterozygote TGF-B*-M&use mit homozygoten TGF-B

Geschwistertieren nach einer Sensibilisierung auf das Modellantigen OVA verglichen.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist es, sowohl den IL-10-Vektor als auch den TGF-B-Vektor in
einem praventiven, einem therapeutischen und in einem neonatalen Maus-Modell zu testen.
Die Versuche mit neugeborenen Mausen sind vor allem deswegen besonders interessant,
weil zahlreiche Studien zeigen konnten, dass das menschliche Immunsystem im Kindesalter
flexibler ist und dass die Mdglichkeiten, in den ersten 6-12 Monaten eine protektive
Immunreaktion zu entwickeln, deutlich besser sind als zu einem spateren Zeitpunkt.
Dementsprechend ist davon auszugehen, dass fir effektive und langfristige
Behandlungserfolge eine friihzeitige Pravention effektiver ist als eine spate Intervention [124,
125]. Fir die Vektorbehandlung wurde die mukosale, intranasale Route gewahlt, um ein
starkes regulatorisches und entziindungshemmendes Netzwerk an der Stelle des ersten

Antigen-Kontaktes zu etablieren.

Das vierte Projekt diese Arbeit zielt auf die Entwicklung eines neuen methodischen Ansatzes
zur einfacheren und schnelleren Auswertung von Gewebeproben. Bei der Auswertung der
Ergebnisse der oben genannten Projekte erwies sich die objektive Beurteilung der
Lungenpathologie immer wieder als Problem. Die in der Literatur verwendeten Methoden zur
Quantifizierung von Entziindungsgrad und Mukusproduktion sind sehr subjektiv und verlassen
sich zumeist auf die optische Beurteilung durch den Experimentator. Aus diesem Grund wurde

nach einer Analyseform gesucht, die ein hohes Mal} an Objektivitat bietet. In Zusammenarbeit
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mit dem Informatiker Dr. Ingo R. Homann und der Pathologin Frau Dr. Taege wurde eine

spezielle Software entwickelt, welche mit einem vollig neuen, computerbasierten

Analyseverfahren zur morphometrischen Bildanalyse die automatisierte Auswertung

kompletter Versuchsserien méglich macht.
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2. Material

2.1. Versuchstiere

Folgende Mausstamme wurden verwendet:

Balb/c byJ-Mause  (Balb/c)
B6.129P2-IL10"™“¢"-Mause (IL107)

C57 BL/6J-Méause (BL6)
B6.129S2-TGFb1™'P**_Mause (TGF-B*")
Do11.10-Mause (Do11.10)

2.2. Chemikalien und Losungen

Die verwendeten Chemikalien und Lésungen wurden von folgenden Herstellern bezogen:

Agarose

Albumin bovin Fraction V

Aqua dest.

BSA

Calciumchloride entwassert 95 %
Concanavalin A (ConA)
DEPC-H20

Diluent Concentrate1 (ELISA)
Di-Natriumhydrogenphosphat (Na,HPOy,)
DMEM

DPBS

EDTA

Entellan

Essigsaure 100 wasserfrei
Ethanol 96 % reinst

Ethanol 96 % vergallt

FCS

G418 (Geneticin)

Glutaraldehyd

HCL-Alkohol

Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA
Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA
Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA
Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA

Deutsches Rheumaforschungszentrum, Berlin

PEQ Lab (Erlangen, D)
Serva

laboreigene Anlage
SERVA (Heidelberg, D)
Roth

Sigma (Steinheim, D)
Sigma

CT

Merck (Darmstadt, D)
Biochrom

Cambrex (Verviers, B)
Merck (Darmstadt, D)
Merck

Merck (Darmstadt, D)
Sigma (Seelze, D)
Universitatsapotheke Halle
Biochrom (Berlin, D)
Gibco

SIGMA

VWR
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HEPES Sigma (Steinheim, D)
Imject® Alum Pierce (Bonn, D)
Immersionsol Merck (Darmstadt, D)
Isofluran Abbott (Wiesbaden, D)
Isopropanol Sigma (Steinheim, D)
KsFe(CN)g Merck

Kaliumchlorid VWR

Kanamycin Gibco

L-Glutamin Biochrom

Lysepuffer Universitatsapotheke Halle

Magnesiumchlorid
Mercaptoethanol
Methacholinchlorid

Methanol

NaCl-Ldsung 0,9 %ig, steril
Natriumazid (NaNs3)
Natriumcarbonat (Na,CO3)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PQ,)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Natriumhydroxid (NaOH)

Nonidet P 40 (NP40)

Nutridoma

Ovalbumin (OVA)

PenStrep

Pepstatin A

Phenol/Chloroform Isoamyl Alkohol
Proteinase K

RPMI-Medium

Salzsaure 37 % rauchend (HCI)
Schwefelsaure (H.SO4)

Stickstoff (flissig)

Streptavidin HRP

Sucrose

Thymidin Methyl

Tissue Wax Einbettmittel

VWR

Sigma

Sigma (Steinheim, D)
VWR

Baxter (UnterschleilRheim, D)
Merck (Darmstadt, D)
Merck (Darmstadt, D)
Applichem (Darmstadt, D)
Merck (Darmstadt, D)
Sigma (Steinheim, D)
Merck (Darmstadt, D)
Roth (Karlsruhe, D)
Roche (Mannheim, D)
Roche (Mannheim, D)
Sigma (Steinheim, D)
Biochrom (Berlin, D)
Sigma

Sigma

Sigma (Steinheim, D)
Biochrom

VWR (Darmstadt, D)
VWR (Darmstadt, D)
laboreigene Anlage
R&D (Wiesbaden, D)
VWR

Perkin Elmer

medite
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TMB (Tabletten)

Tris

Trizol

Tryphanblau

Tween 20
Wasserbad-Schutzmittel
Wasserstoffperoxid 30 %ig (H205)
X-Galaktosidase

Xylol

Zitronensaure

2.3. Farbstoffe

Bromphenolblau
Eosin
Ethidiumbromid
Giemsa Ldsung
MAYERS Hamalaun
May-Griinwald
Perjodsaure
Schiffsreagenz

Trypanblau

2.4. Zellen

cos7’ cells
XL1 blue Competent Cells

Sigma (Steinheim, D)

Roth (Karlsruhe, D)
Invitrogen

Gibco

Calbiochem (Darmstadt, D)
VWR

VWR (Darmstadt, D)
Gibco

Merck (Darmstadt, D)
Applichem (Darmstadt, D)

Merk

Merck (Darmstadt, D)
Sigma (Steinheim, D)
Merck

Merck (Darmstadt, D)
Merck

Merck (Darmstadt, D)
Merck (Darmstadt, D)
VWR (Darmstadt, D)

Stratagene

Stratagene
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2.5. Losungen, Puffer und Medien

2x HBS-L6sung (HEPES-buffered saline)

NaCl

KCI

NazH PO4-2 Hzo
Dextrose
HEPES

NaOH

TES-Puffer, pH 7,5 (11)

Tris-HCL (pH 7,5)

EDTA (pH 7,5)
NaCl
H,O

Detergenz-Puffer (100 ml)

280 mM

10 mM

1,5 mM

12 mM

50 mM

pH auf 7,1 einstellen

10 mM
1mM
10 mM
add 11

Tris (pH 8,3) 9,9 ml (100 mM)

KCI 500 mM (0,379g)

Nonidet P40 (NP40) 0,045 % (45 pl)

Tween 20 0,045 % (45 pl)

H.O add 100 ml
DPBS-Tween20 (11)

DPBS 1000 ml

Tween20 500 pl
Giemsa-L6sung

Giemsa 120 ml

H.O (pH 7,2) 80 ml

Essigsaure (konz.) 12 ml
SOB-Medium (11)

bacto-tryptone 20g

yeast-Extrakt 5¢g

NaCl 0,59

KCI (250 mM) 10 ml

mit NaOH auf pH 7 einstellen, autoklavieren

MgCl; (2 M) 5ml

H.0 add 1l
LB-Medium (11)

Pepton aus Casein 10 g

yeast Extract 59

NaCl 1049

H.O add 1l

mit NaOH auf pH 5 einstellen
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Extraktionslésung

H.0 320 ul
EtOH 96 % 7,6 ml
konz. HCL 0,16 ml
Pepstatin A

(5 mg in 1 ml Methanol) 8 ul
PMSF

(871 mg in 25 ml Isopropanol) 670 pl

Calcium-Phosphat-DNA-Prazipitations-Ansatz

H.O 219 ul
2xHBS Loésung 0,25 ml
DNA (TGF-B-Vektor) 2 ug
CaCly-Lésung 31 ul

2.6. Puffer, Losungen und Antikorper fiir ELISA

Carbonat-Puffer: 150 mM Na,COs; 350 mM NaHCOs3; 20 % (w/v) NaN;; pH 9,6
Citrat-Phosphat-Puffer: 0,1 M Zitronensaure; 0,2 M Na,HPOy; pH 5,0
ELISA-Waschpuffer: PBS; 0,05 % (v/v) Tween 20
ELISA-Blockpuffer: PBS; 1 % (w/v) BSA; 5 % (w/v) Sucrose; 0,05 % (w/v) NaN3
TGF- B ELISA-Blockpuffer: PBS; 5 % (v/v) Tween 20; 5 % (w/v) Sucrose; 0,05% (w/v) NaN3
Serum Diluent (SD): PBS; 0,1 % (w/v) BSA; 0,05 % (v/v) Tween 20
TGF-B Serum Diluent: PBS; 1,4 % (v/v) DuoSet®Diluent-Konzentrat;

0,05 % (v/v) Tween 20
ELISA-Stopplésung: 2 N H,SO,4

ELISA-Substrat-Losung: 1 Tablette TMB in 10 ml Citrat-Phosphat-Puffer (pH 5,0)

auflésen und 2 ul H,O, zusetzen

Antikérper:

Fir die ELISA wurden Quantikine DuoSet®-ELISA-Kits der Firma R&D Systems verwendet:
anti-Maus IL-4, anti-Maus IL-5, anti-Maus IL-10, anti-Maus IL-13, anti-Maus IFN-y, anti-Maus
TGF-R;.

Zum Nachweis von OVA-spezifischen Serum-Antikérpern wurden HRP-konjugierte
Antikoérper der Firma Southern Biotechnology bzw. BETHYL verwendet:
Ziege anti-Maus IgE, Ziege anti-Maus IgG4, Ziege anti-Maus 1gGa..
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2.7. Molekularbiologische Reagenzien

fertige Systeme (,Kits“):

Taq PCR-Kit Qiagen (Hilden, D)
DuoSet ® TGF- R&D Systems
EndoFree™ Plasmid Giga Kit Qiagen

Gel Purifikatio MinElut Gel Extraktionskit  Qiagen

Qiafilter Plasmid Endofree Giga Kit Qiagen

Primer:

Die fur die PCR eingesetzten Oligonukleotid-Primer wurden von der Firma MWG Biotech AG
synthetisiert. Sie wurden sie in Aqua dest. geldst (100 pmol/ul), aliquotiert und bei —20°C

gelagert.
mIL-10 antisense 3'-GCA GTC GAC TTAGCT TTT CAT TTT GAT CAT CA- 5’
mIL-10 sense 5"-ACA CTC GAG CAT CAT GCC TGG CTC AGC- 3’
mf-actin-antisense 3’- AAA CGC AGC TCA GTA ACA GTC GCG CTA GAA -57
mf3-actin-sense 5°-TGG AAT CCT GTG GCA TCC ATG AAA CTA CAT -3’
mTGFR-antisense 3’- CAT GTC GAC TCAGCT GCACTT GC- %’
mTGFR-sense 5- CTA CTC GAG ATG GCC CTG GAT AC- 3’
pIRES2/EGFP-as783 5-GCC CTC ACATTG CCA AAA GAC G-3°
IL-10-s451 5-TGT CAT CGATTT CTC CCC TGT G-3°
Neo R1 5 — AGA CAATCG GCT GCTCTG AT -3’
Neo R2 5 - CAATAG CAGCCAGTCCCTTC-3
Primer IMR031 5 -GAG AAG AACTGC TGT GTGCG -3’
Primer IMR032 5 -GTG TCC AGG CTC CAAATATAGG -3
Plasmide: pCCALL; pIRES2-EGFP; pPCR Script Amp SK+ (Clontech)
Probenpuffer: 1 mM EDTA; 20 % (v/v) Glycerin; 0,5 % (w/v) Bromphenolblau;
0,05 % (w/v) Xylencyanol
Laufpuffer: 1 x TAE-Puffer
Standard: Gene Ruler ™ 1kbp DNA Ladder (Fermentas, St. Leon-Rot, D)
Weitere Reagenzien CIAP-Phosphatase + Puffer Gibco
Deoxyribonuclease | (DNA-se) Fermentas
Pfu turbo DNA Polymerase Stratagene
Plasmide Clontech
Primer Oligo (dt) MWG AG Biotech
Restriktionsenzyme MBI Fermentas
Superscript ™ Il Reverse Transkriptase Promega
T4 DNA Ligase MBI-Fermentas

Taq DNA Polymerase ( Rekombinat) Invitrogen
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2.8. Laborgerate und Apparaturen

Absaugsystem mit Vakuumpumpe
Bakterien-Schuttler

Brutschrank BBD6220
Elektrophoresegerat Consort E143
Elektrophorese-Kammer
ELISA-Platten-Washer Elx 50
Feinwaage

Fluor-S™ Multi Imager
Ganzkdrper-Plethysmograph
HERA Safe

Heraeus Biofuge fresco
INOTECH Harvester

Kamera SPOT INSIGHT 3 Shot QE
Laminar-Air-Flow

Magnetruhrwerk (MR 3001)
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3. Methoden

3.1. Arbeiten im Tiermodell

3.1.1. Tiere

Die Zucht und Haltung erfolgte in der Maushaltung der Medizinischen Fakultat im
BioZentrum Halle. Die Tiere wurden je nach Behandlungsprotokoll im Alter von 8 Tagen bzw.
5 bis 8 Wochen behandelt. Alle Versuche waren genehmigt durch die Tierschutzbehdrde der

Bezirksregierung Sachsen-Anhalt.

3.1.2. Behandlungs- und Immunisierungsprotokolle

Protokoll zur praventiven Vektor-Applikation in Balb/c-Mause

Wie in Abbildung 2 dargestellt, erhielten Balb/c-Mause im Alter von 5 bis 6 Wochen vier
intranasale Gaben von 100 pg/ml endotoxinfreier IL-10-Plasmid-DNA in 40 ul
endotoxinfreiem TE-Puffer. Die Applikation erfolgte unter Isofluran-Narkose an den Tagen 1,
3, 15 und 17 des Protokolls. Kontrolltiere wurden mit dem mock-Vektor (pIRES) oder TE-
Puffer behandelt. Zur Sensibilisierung erhielten die Tiere OVA (20 pg) geldst in 100 pl
0,9 %iger NaCl-Lésung und 100 pl Imject ALUM intraperetoneal an den Tagen 5 und 18,
gefolgt von drei intranasalen Gaben von 20 ug OVA in 40 pl isotonischer NaCl-Losung an
den Tagen 18, 19 und 20. Kontrolltiere bekamen intraperetoneal 100ul ALUM in 100ul NaCl-
Lésung und intranasal 40 pl NaCl-Lésung. An Tag 22 wurde die AHR (siehe Punkt 3.1.3.) bei
aufsteigenden Konzentrationen vom Metacholin gemessen. Einen Tag spater erfolgte die

Sektion der Mause.

DNA OVA DNA OVA

0. i.p.
VvV p v Voo in. AR T

Tag 4 3 5 15 17 18 19 20 21 22

Abbildung 2: Protokoll zur praventiven Vektor-Applikation in Balb/c-Mause. Unten stehen die
verschiedenen Behandlungstage, darlber ist die Art der Behandlung gekennzeichnet. Sie erfolgte in
Form von intranasaler DNA-Applikation, intraperetonealen (i.p.) bzw. intranasalen (i.n.) OVA-Gaben
und an Tag 21 wurde die Lungenfunktion gemessen. An Tag 22 geschah die Tétung der Tiere.
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Protokoll zur therapeutischen Vektor-Applikation in Balb/c-Mause

Innerhalb der ersten Halfte des in Abbildung 3 dargestellten Behandlungsprotokolls wurden
Balb/c-Mause durch zwei intraperetoneale Injektionen von OVA in Alum und drei intranasale
OVA-Gaben auf das Modellantigen Huhner-Ovalbumin sensibilisiert. An Tag 17 wurde der
Sensibilisierungserfolg durch die Messung der AHR Uberprift und anschlieRend erfolgten
drei intranasale Gaben der Plasmid-DNA an den Tagen 18, 23 und 28. An Tag 30 wurde die
Lungenfunktionsmessung wiederholt, an Tag 31 wurden die Tiere getdtet und die BAL-

Flissigkeit, Blut, Lunge und Milz entnommen.

OVA ~ OVA DNA DNA DNA
i.p. .p- v \ v
in.in. in. AHR aHr T
| [ ] | | | | | |
| [ | [ [ | [ [ [ [
Tag 1 14 15 16 17 18 23 28 30 31

Abbildung 3: Protokoll zur therapeutischen Vektor-Applikation in Balb/c-Mause. Unten stehen die
verschiedenen Behandlungstage von 1 bis 31, darUber die Art der Behandlung.

Protokoll zur neonatalen Vektor-Applikation in Balb/c-Mause

Wie in Abbildung 4 zu sehen, erhielten acht Tage alte Balb/c-Mause unter Isofluran-Narkose
jeweils intranasale Gaben von 10 ug/ml endotoxinfreier Plasmid-DNA in je 10 ul
endotoxinfreiem TE-Puffer. Die Kontrolltiere wurden mit mock-Vektor in 10 yl TE-Puffer bzw.
ausschlief3lich mit TE-Puffer behandelt. Die Plasmid-Behandlung wurde am 15. Lebenstag
mit 20 yg DNA in 20 pl Puffer und am 22. Lebenstag mit 30 ug DNA in 30 ul Puffer
wiederholt. Im Alter von 5 Wochen erfolgte die Sensibilisierung auf OVA wie oben
beschrieben. Die Lungenfunktionsmessung geschah an Tag 52 und die Tiere wurden am

darauf folgenden Tag seziert.

DNA OVA OVA
V4 V V I.p. i.p.

Lebenstag 8 15 22 35 49 50 51 52 53

Abbildung 4: Protokoll zur neonatalen Vektor-Applikation in Balb/c-Mause. Unten steht das Alter der
Tiere in Lebenstagen, dartber ist die Art der Behandlung gekennzeichnet.
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Protokoll zur praventiven Vektor-Applikation in IL-10"-M3use

Es wurden B6.129P2-IL10"™'“" (IL-10"") Mause und C57BL6/J-Mause (WT-Kontrolltiere)
verwendet. Die Tiere wurden nach dem in Abbildung 5 gezeigten Protokoll auf OVA
sensibilisiert. Dazu erhielten sie 6 intranasale Applikationen von OVA in NaCl-Lésung und
zwei intraperetoneale Gaben von OVA in Alum. Im Gegensatz zu Balb/c-Mausen sind fir die
IL-10"-Mause und BL6-Mause drei zusatzliche intranasale OVA-Gaben an den Tagen 26, 27
und 29 nétig, um eine starke AHR zu erzeugen. Die Behandlung mit dem IL-10-Vektor bzw.
dem mock-Vektor (je 100 ug pro Maus) erfolgte intranasal an vier Tagen (vor und wahrend
der OVA-Sensibilisierung).

DNA OVA DNA OVA OVA
vVV P VvV i.p.
in. in. in. in. in. in. AHR T
| | | I I | I I I | |
[ I I 1T 1T 1 [ I I I I I
Tag 1 3 5 15 17 18 19 20 26 27 29 30 3

Abbildung 5: Protokoll zur praventiven Vektor-Applikation in IL-10"- und BL6-Mause. Unten ist der
Tag der Behandlung aufgetragen, darlber ist die Art der Behandlung gekennzeichnet.

Protokoll zur OVA-Sensibilisierung von TGF-*"- und BL6-M&usen

Die Abbildung 6 zeigt das Sensibilisierungsprotokoll fir die Mause in den Versuchen zum
Einfluss einer reduzierten TGF-B-Expression im murinen Asthma-Modell. Die Tiere erhielten
an Tag 1 und 14 jeweils eine intraperetoneale Injektion von OVA in Alum. Darauf folgten
sechs intranasale Gaben von OVA in NaCl-Lésung unter Isofluran-Narkose. Kontrolltiere
wurden i.p. mit Alum und i.n. mit NaCl-Lésung behandelt. An Tag 25 wurde unter Metacholin-

Provokation die AHR gemessen und an Tag 26 erfolgte die Sektion der Mause.

OVA IP- i.p.
i.n. i.n. i.n. i.n. i.n. i.n. AHR 1'
| | I I [ | | | |
[ [ I I [ [ [
Tag 1 14 16 17 20 21 24 25 26

Abbildung 6: Protokoll zur OVA-Sensibilisierung von TGF—B”’—Méusen und BL6-Mausen. Oben die
Art der Behandlung in Form von intranasalen oder intraperetonealen OVA-Applikationen, unten ist der
Tag der Behandlung aufgetragen.
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3.1.3. Messung der Atemwegshyperreagibilitat

Die Lungenfunktion wurde nach Inhalation von zunehmenden Konzentrationen von
Metacholin in einem Ganzkoérperplethysmographen fur Mause (Model PLT UNR MS, EMKA
TECHNOLOGIES, Paris) nach folgendem Protokoll gemessen:

1. Adaptationsphase 2 min

2. Verneblungsphase 3 min z.B. 0,9 %ige NaCl-Lésung
3. Pause 2 min

4. Messung 4 min

5. Pause

6. Wiederholung ab Punkt 2 mit Metacholin entsprechend der Konzentrationsreihe

Die Mause sitzen einzeln in Boxen aus Plexiglas und inhalierten zunachst 0,9 % NaCl-
Ldésung zur Ermittelung des Basalwertes und danach Metacholinldésung in ansteigenden
Konzentrationen (2,5 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml und 20 mg/ml; Inhaliergerat Schill
Medizintechnik). Nach jeder Inhalation wird die Lungenfunktion erneut gemessen und die
gewonnenen Daten (Penhpyetachoin) Werden als Prozent des nach NaCl (0,9 %) Inhalation
gewonnenen Basalwertes (Penhy,c)) ausgedrickt. Als Malistab fir die Obstruktion der Lunge

gilt der ,Penh®, welcher nach folgender Formel berechnet wird:
Penh = (Te/RT™") * (PEF/ PIF)

Penh — enhanced pause (dimensionslos), TE — expiratory time, RT — relaxation time, PEF —

peak expiratory flow (ml/s), PIF — paek inspiratory flow (ml/s), (Te/RT™") — Pause.

Der Druck innerhalb der Plexiglasbox, in der die Maus sitzt verandert sich wahrend der
Einatmungs- (Inspiration) und Ausatmungsphase (Exspiration). Diese Druckschwankungen
werden Uber Messflhler ermittelt und zum Computer Ubertragen. Der Penh bericksichtigt
die Veranderung des Kammerdrucksignals von Inspiration und Expiration (PIP, PEP) und
kombiniert diese Veranderungen mit dem Verlauf von friiher und spater Expiration. Der zur
Ermittlung von Penh, Minutenvolumen, Tidalvolumen und Atemfrequenz zu ermittelnde
Kammerdruck wird mit Hilfe eines Transducers (Modell DP-T, EMKA Technologies, Paris)
gemessen. Der Transducer ist mit einem Verstarker (Modell AMPL14, EMKA Technologies,
Paris) verbunden, Uber den die gesammelten Daten an einen mit der von EMKA
Technologies entwickelten Software (IOX Bas-4, IOX-RF-4, Datenanalyst) ausgestatteten

Computer geleitet werden. Dort erfolgt die Datensammlung und Datenanalyse.



3. Methoden 27

3.1.4. Broncho-Alveolare Lavage (BAL)

Die Tiere wurden zur Sektion mit CO, getbtet und der linke Lungenfliigel wurde fir die
Lungenhistologie mit einem dinnen Baumwollfaden abgebunden. Die Luftréhre wurde mit
einem Katzenkatheter trachektomiet und der rechte Lungenfligel wurde dreimal vorsichtig
mit je 400 pl DPBS gespilt. Die Spulflissigkeit wurde in einem Eppendorftube gesammelt
und bis zur Weiterverarbeitung auf Eis gelagert. Das Volumen der gesammelten Lavage-
Flussigkeit wurde schriftlich festgehalten und floss in die spatere Berechnung der absoluten
Zellzahl/ml ein. Die Zellzahl in der Lavage-Flussigkeit wurde in einer Zahlkammer bestimmt,
die Zelldifferenzierung erfolgte Anhand von May-Grinwald-Giemsa gefarbten Zytospin-
Praparaten. Es wurden jeweils 100 Zellen im Lichtmikroskop nach morphologischen Kriterien
differenziert. Dabei wurden ausschlieBlich Monozyten bzw. Makrophagen, Lymphozyten,
neutrophile Granulozyten und eosinophile Granulozyten gezahlt. Erythrozyten, oder

Epithelzellen fanden dabei keine Beriicksichtigung.

3.1.5. Enthahme des Blutes

Das Herz der getoteten Mause wurde punktiert und das Blut mit Hilfe einer Pipette in 1,5 ml
Eppendorf-Reaktionsgefallen gesammelt. Die Tubes wurden etwa 1 Stunde bei RT inkubiert
und danach 10 min bei 3,5 g zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Serum abpipettiert und

fur die Bestimmung der IgE, 1gG1 und IgG,,-Werte bei —20°C gelagert.

3.1.6. TGF-B-Extraktion aus Geweben von TGF-8*"- und WT Miusen

Zur Bestimmung der TGF-B-Level in Geweben von TGF-B-heterozygoten- und WT-Mausen
wurde frisch isoliertes Gewebe (Milz, Lunge) oder Serum homogenisiert und mit einer
Extraktionslésung Uber Nacht bei 4°C auf dem Schdttler extrahiert.
Nach der Extraktion wurden die Proben abzentrifugiert (10.000 g, 10 min, 4°C) und zur
Aufkonzentration der Zytokine erfolgte eine Dialyse in Dialysepuffer (4 mM HCI, 100-faches
Volumen der Proben).
Die Dialyse erfolgte in drei Schritten:

1. Dialyse ca. 2 Stunden bei 4°C

2. Dialyse ca. 2-3 Stunden bei 4°C

3. Dialyse Uber Nacht bei 4°C
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Nach der Zentrifugation der Proben (13.000 g, 10 min, 4°C) wurden die TGF-B-Spiegel
mittels ELISA fir TGF-B (DuoSet®, R&D Systems, Minneapolis, USA) entsprechend der

Herstellerangaben bestimmt. Das Detektionslimit lag bei 8 pg/ml.

3.1.7. Bestimmung des Inflammationsgrades und der Mukussekretion
der Lungen

Die Auswertung des Inflammationsgrades erfolgte in H&E-gefarbten Parafin-
Lungenschnitten, die Auswertung der Mukussekretion in PAS-gefarbten Parafinschnitten
mittels Bildanalyse (siehe Punkt 4.4. — Entwicklung eines neuen Verfahrens der
Quantifizierung verschiedener pathologischer Parameter mittels morphometrischer
Bildanalyse). Die Praparate wurden dazu abfotografiert (drei Aufnahmen pro Lunge) und mit
dem neu entwickelten Computerverfahren ausgewertet. Die positiv detektierten Pixel aus

den drei Aufnahmen jeder einzelnen Lunge wurden zu jeweils einem Gesamtwert addiert.

Um das neue Auswertungsverfahren zu etablieren, wurde die Entziindungsreaktion und
Mukussekretion in den Parafinschnitten der Lungen von TGF-B*-M&usen und WT-Tieren
lichtmikroskopisch nach einer gebrauchlichen 4-stufigen Skala (0-keine Entziindung; 1-leicht
entziindet; 2-maRig entzlindet; 3-stark entzindet; bzw.: 0-kein Mukus; 1-wenig Mukus; 2-
mafig viel Mukus; 3- viel Mukus) von einem unabhangigen Gutachter (Frau Dr. Taege)

bewertet.

3.2. Zellkultur-Methoden

3.2.1. Allgemeines zur Arbeit mit Zellen in Kultur

Die Arbeiten mit Zellen in Kultur erfolgten unter Sterilwerkbanken. Pipettenspitzen wurden
vor Gebrauch autoklaviert und die Arbeiten mit Zellen erfolgten auf Eis. Die Zentrifugation
von Zellen erfolgte bei 300 g fir 7 min bei 4°C. Zum Zahlen der Zellen wurde die
Zellsuspension 1:1 mit Trypanblau (Gibco, Eggenstein) gemischt um die toten Zellen
anzufarben. AnschlieBend wurden in einer Neubauer-Zahlkammer die ungefarbten
(lebenden) Zellen gezahlt. Aus der erhaltenen Zellzahl x in den 16 Quadraten der

Zahlkammer errechnet sich die Zellzahl pro ml nach der Formel:

Zellzahl / ml = x * Verdiinnungsfaktor * 10* / ml
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3.2.2. Herstellung und Restimulation einer Zellkultur aus der Milz

Die Tiere wurden mit CO, getdtet, die Milzen enthommen, mit einer Schere zerkleinert und
mit einem sterilen Spritzenstempel durch ein Zellsieb (70 um Maschenweite) gedrickt. Die
Zellen wurden in DPBS aufgefangen, gewaschen und 5 Minuten bei 250 g und 4°C
zentrifugiert. Zur Entfernung der Erythrozyten wurde das Zellpellet in 1 ml Lysepuffer pro Milz
resuspendiert und zwei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach weiterem zweimaligen
Waschen in DPBS wurde die Zelldichte gezahlt und auf die gewlinschte Dichte durch
entsprechende Verdunnung mit Zellkulturmedium (RPMI-Medium mit 10 % FCS, 100 U/ml
Penicillin, 100 U/ml Streptomycin) eingestellt. In 24 Well-Mikrotiterplatten wurden Triplikate
von 5x10° Zellen/ml mit jeweils 200 pg/ml OVA oder 200 ug/ml Concanavalin A (Sigma)
stimuliert und fir 36 Stunden im CO,-Inkubator (5 % CO,; 90 % relative Luftfeuchtigkeit;
37°C) kultiviert. AnschlieRend konnten die Ubersténde fir die Bestimmung der Zytokin-

Konzentrationen bei —20°C verwahrt werden.

3.2.3. Proliferationstest

Zur Prifung der biologischen Aktivitat des aus dem Vektor synthetisierten TGF-1 wurde die
proliferationshemmende Wirkung von TGF-B genutzt. Milzzellen einer Do11.10-Maus wurden
in vitro mit 0 oder 100 oder 200 ug OVA/ml stimuliert. Zur Hemmung der Proliferation wurden
unterschiedlich stark verdinnte Mediumiberstande der TGF-$ transfizierten cos7-Zellen
zugegeben. Nach 24 Stunden wurde ein Proliferationstest durchgefihrt.

Zur Untersuchung der Proliferation wurde die DNA-Synthese durch den Einbau von
[3HMethyl]-Thymidin nachgewiesen. In 96-Well-Mikrotiterplatten wurden die verschiedenen
Proben jeweils in Triplikaten inkubiert. Als Negativkontrolle dienten Zellen ohne OVA-
Stimulation und als Positivkontrolle mit Concanavalin A (Sigma) stimulierte Zellen. Die
Inkubation erfolgte in einem COy-Inkubator (5 % CO,; 90 % relative Luftfeuchtigkeit; 37°C)
Uber einen Zeitraum von 48 Stunden. 16 Stunden vor Ablauf der Inkubationszeit wurde [3H-
Methyl]-Thymidin in einer radioaktiven Konzentration von 1 uCi pro Well zugegeben. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen mit einem Zell-Harvester auf einen Filter
gesaugt und sechsmal mit destilliertem H,O gewaschen. Auf diese Weise wurden die Zellen
auf dem Filter fixiert und die nicht in die Zellen aufgenommenen, radioaktiven Nukleotide
entfernt. Der Filter wurde 30 Minuten bei 70°C auf einer Heizplatte getrocknet, mit Meltinex-
Wachs versiegelt und es erfolgte die Messung der Zerfallsreaktionen (counts per minute

[cpm]) im TopCount-Mikroplate Scintillation-Counter (Perkin Elmer).
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3.2.4. Calcium-Phosphat Transfektion

Um nachzuweisen, dass der hergestellte TGF-B-Vektor in Zellen exprimiert wird, wurde der
pIRES-TGF-B Vektor in cos7-Zellen transfiziert.

Die Transfektion erfolgte mit Calcium-Phosphat nach folgendem Protokoll: der Calcium-
Phosphat-DNA-Prazipitations-Ansatz wurde 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, damit
sich Calcium-Phosphat-DNA-Prazipitate bilden konnten. Die zu tranzfizierenden cos7-Zellen
wurden mit DPBS gewaschen und anschlieBend wurde zu den Zellen 2 ml Transfektions-
medium (DMEM mit 4 mM L-Glutamin; 100 U/ml Penicillin; 100 ug/ml Streptomycin; 10 %
FCS) gegeben. Der Calcium-Phosphat-DNA-Prazipitations-Ansatz wurde tropfenweise auf
die cos7-Zellen pipettiert und Gber Nacht im COo-Inkubator (5 % CO,; 90% relative Luft-
feuchtigkeit; 37°C) inkubiert.

Die Selektion erfolgte mit G418 und optischer Kontrolle (Grinfluoreszenz). Stark
fluoreszierende Klone wurden fir 24 Stunden in TGF-B-freiem Medium (Nutridoma) kultiviert

und anschlieRend wurde die TGF-B-Konzentration im Medium mittels ELISA bestimmt.

3.3. Molekularbiologische Methoden

3.3.1. Konstruktion der Vektoren

Fur die Versuche zur intranasalen DNA-Applikation in Mause wurde der Vektor pIRES2-
EGFP (Clontech Laboratories, Palo Alto, USA) gewahlt, der Uber eine vorgeschaltete ,Intra
ribosomal entry side (IRES) die gleichstarke Expression eines Kandidatengens und eines
Reportergens (GFP — green fluorescent protein) erlaubt (Abbildung 7).

Die Kandidatengene (IL-10, TGF-B) wurden aus Maus-Lymphozyten isoliert, durch Ligation
in den Vektor eingebracht und das Plasmid in Echerichia coli Bakterienkulturen transformiert.
Fir die in vivo Versuche in Mausen wurden groRe Mengen der Plasmid-DNA aus der

Bakterienkultur isoliert.
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Abbildung 7: Der Vektor pIRES2-EGFP mit dem integrierten Insert mIL-10 (Maus-Interleukin-10)
beziehungsweise mTGF- (Maus-Transforming-growth-factor-g) und den verwendeten Restriktions-
schnittstellen Xh01 und Sal1. Der Vektor enthélt eine Kanamycin- Neomycin-Resistenz (Kan'/Neo')
und den Promotor Pcyy.e (immediate early promotor of cytomegalovirus).

3.3.2. Herstellung des IL-10- und des TGF-B-Inserts

RNA-Praparation aus Zellen: Das Gen fir mIL-10 bzw. mTGF- wurde aus Do11.10-Maus-
Lymphozyten isoliert. Die Zellen wurden bei 1000 g sedimentiert, der Uberstand verworfen
und zur Lyse der Zellen das Pellet mit 0,2 ml Trizol® (Life Technologies, Karlsruhe, Germany)
versetzt und durch Auf- und Abpipettieren mit einer Kanlle homogenisiert. Nach 5-minUtiger
Inkubationszeit erfolgte die Zugabe von 0,2 ml Chloroform pro 1 ml Homogenat, die
Reaktionsgefalte wurden 1 Minute mit dem Vortexer geschittelt und dann 5 Minuten auf Eis
gestellt. Nach einer Zentrifugationszeit von 15 Minuten bei 4200 rpm und 4°C wurde die
wassrige (obere) Phase in ein neues Gefal} Uberfihrt und mit dem gleichen Volumen
Phenol/Chloroform versetzt. Die Gefalle wurden gut geschittelt und 5 Minuten auf Eis
gestellt, dann erfolgte nochmals eine Zentrifugation tUber 15 Minuten bei 4200 rpm und bei
4°C. Der Uberstand wurde in ein neues GefaR Uberfiihrt und mit der gleichen Menge
Isopropanol (2-Propanol) versetzt. Nach dem Vortexen wurde die RNA eine Stunde lang bei
-20°C gefallt und konnte bei 4°C und 12 000 g sedimentiert werden. Das Pellet wurde mit
70 % Ethanol in DEPC-H,O gewaschen, steril unter einer Laminar-Air-Flow getrocknet und in

DEPC-H,0 aufgenommen.
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c-DNA Synthese: Vor Beginn der c-DNA-Synthese erfolgte ein DNAse-Verdau. Dazu wurde
1 pl DNAse auf 15 yl RNA-L6sung gegeben und 30 Minuten inkubiert. Zur Umwandlung der
RNA in Einzelstrang-DNA wurde die RNA-Menge im Spektrometer ermittelt und 2 ug RNA in
die cDNA-Synthese eingesetzt. Es folgte die c-DNA-Synthese mit oligo- (dT) Primern und

Superscript ™ Il Reverse Transkriptase (200 U/pl) entsprechend den Herstellerangaben.

PCR: Die c-DNA wurde mittels PCR mit spezifischen Primern fir IL-10 (sense 5-ACA CTC
GAG CAT CAT GCC TGG CTC AGC- 3" und antisense 3'-GCA GTC GAC TTAGCT TTT
CAT TTT GAT CAT CA- 5%) amplifiziert. Die PCR erfolgte mit Pfu-turbo-DNA-Polymerase in
einem Volumen von 50 pl bei 94°C fir 30 s, bei 60°C flr 30 s und bei 72°C fir 1,30 min mit
45 Zyklen durchgefuhrt.

Als Kontrolle fur die erfolgreich c-DNA-Synthese dienten Maus B-actin-Primer (mf-actin-
sense 5-TGG AAT CCT GTG GCA TCC ATG AAA CTA CAT -3" und mB-actin-antisense 3'-
AAA CGC AGC TCA GTA ACA GTC GCG CTA GAA -5"); fur die Amplifizierung der mTGF-f3
c-DNA wurden die Primer TGF-B 5’- CTA CTC GAG ATG GCC CTG GAT AC- 3 und TGF-
3’- CAT GTC GAC TCA GCT GCA CTT GC- 5’ verwendet.

3.3.3. Herstellung des IL-10- und des TGF-B-pIRES-EGFP-Vektors

Aufreinigung: Das Gen (IL-10 bzw. TGF-B) wurde Uber eine elektrophoretische Auftrennung
auf einem Ethidiumbromid-haltigen Agarosegel (0,8 %) und durch eine anschlielende
Gelextraktion (Gel Purifikatio MinElut Gel Extraktionskit, Quiagen) aufgereinigt und mit Pfu-
turbo DNA-Polymerase amplifiziert (PCR siehe oben).

Ligation: Bei 15°C wurde das Insert Uber Nacht mit T4-DNA-Ligase (MBI-Fermentas)
entsprechend der Herstellerangaben in den PCR-cloning-Vektor (pPCR-Script Amp SK+
plasmid) ligiert.

Transfektion in Echerichia coli: AnschlieRBend erfolgte eine Transfektion in E. coli X1-Blue
ultrakompetente Zellen (Stratagene). 100 ul Bakterienzellen wurden auf Eis aufgetaut und
mit 2 pl Mercaptoethanol versetzt. Nach 5 Minuten wurden 10 ng der IL-10- bzw. TGF-B-
Plasmide zugegeben. Nach 20 Minuten auf Eis wurde das Reaktionsgefal’ fur 45 Sekunden
auf 42°C erhitzt um die Aufnahme der Plasmide in die Zellen zu erleichtern. Danach wurden
die Zellen nochmals 5 Minuten auf Eis gelagert. Nach Zugabe von 45 ml SOB-Medium
(versetzt mit 100 pg/ ml Ampicilin) wurden die E. coli Bakterien 60 Minuten bei 37°C im

Bakterien-Schittler kultiviert und anschlief3end jeweils 100 pl Bakteriensuspension auf einer
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Ampicilin-Agarplatte ausgestrichen. Die Platten wurden Uber Nacht im Brutschrank gelagert

und am nachsten Tag konnten einzelne Klone von den Platten isoliert werden.

Plasmid-DNA-Praparation aus Echerichia coli: Die Bakterienklone wurden in 1,5 ml LB-
Medium Uber Nacht im Bakterienschittler vermehrt, bei 13.000 rpm 3 Minuten bei 4°C
zentrifugiert und die Pellets in 100 yl GTE (50 mM Glucose, 10 mM EDTA, 25 mM Tris-HCI
pH 8) resuspendiert. Nach Zugabe von 200 ul 0,2N NaOH mit 1 % SDS wurden die Tubes
vorsichtig geschuttelt und auf Eis gelagert bis die Lésung klar erschien. Es wurden dann
150 pl 3M NaOAc pH 5,3 zugegeben und die Tubes 10 min auf Eis gestellt, anschlieend
erfolgte eine Zentrifugation tber 15 Minuten bei 13.000 rpm und 4°C. Die Uberstande
wurden in neue Tubes Uberfihrt und mit der gleichen Menge Phenol/Chloroform/
Isoamylalkohol (25:24:1) vermischt. Die Uberstande wurden abzentrifugiert und die DNA
wurde mit dem zweifachen Volumen Ethanol (96 %) bei -80 °C Uber 30 min gefallt. Das
DNA-Pellet wurde abzentrifugiert, mit 70 %igen Ethanol (70 %) gewaschen und in TE-Puffer
resuspendiert.

Der Transformationserfolg wurde durch einem Xhol/Sall Restriktionsverdau (Fermentas)
nachgewiesen. Aus der verdauten Plasmid-DNA konnten auf einem analytischen Agarosegel
Banden der richtigen GroRe dargestellt werden. Transfizierte Bakterienklone wurden in

Glycerol bei —80°C gesichert.

Sequenzierung: Die Sequenz der hergestellten Inserts IL-10 und TGF-B wurde durch eine
Sequenzierung Uberprift. Die Sequenzierung erfolgte durch Frau Dr. Petterson aus dem
DNA-Service-Labor des Biozentrums der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg. Das
Ergebnis der Sequenzierung wurde elektronisch mit der DNA von Mus musculus in der
NCBI-Gen-Datenbank abgeglichen.

Restriktionsverdau: Zur Ligation der Inserts in den Zielvektor pIRES2-EGFP wurden die
IL-10- bzw. TGF-B-Inserts aus dem PCR-cloning-Vektor (pPCR-Script Amp SK+ plasmid) mit
den Restriktionsenzymen XhO1 und Sal1 (Fermentas) ausgeschnitten (0,5 uyl XhOI; 0,5 ul
Sall; 1,5 pl Puffer 0*; 3 yl DNA; Inkubation 2 h bei 37°C), auf einem 0,8 % Agarosegel
aufgetrennt und anschlieRend durch Gelextraktion mit dem Gel Purifikatio MinElut Gel
Extraktionskit (Qiagen) aufgereinigt. Der pIRES-EGFP-Vektor wurde mit denselben Enzymen
verdaut und ebenso auf einem Agarosegel aufgetrennt und aufgereinigt. Die beim
Restriktionsverdau entstandenen Enden wurden mit CIAP Phosphatase (Gibco)

dephosphoryliert.
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Ligation: Bei 15°C wurde das Insert (IL-10 bzw. TGF-B) uber Nacht mit T4-DNA-Ligase
(MBI-Fermentas) entsprechend der Herstellerangaben in den pIRES2-EGFP Vektor ligiert.

Herstellung groBer Plasmidmengen: Der pIRES-IL-10-Vektor und der plIRES-TGF-$-
Vektor wurden in Echerichia coli X1-Blue ultrakompetente Zellen (Stratagene) transformiert
und mit Kanamycin (30 pg/ml) selektiert. Der Transformationserfolg wurde nach einem
Xhol/Sall Restriktionsverdau (Fermentas) anhand von Banden der richtigen Gréfie auf einem
analytischen Agarosegel nachgewiesen (Methoden siehe oben). Mit einem endotoxinfreien
Mega-Kit (Quiagen) wurden grol’e Mengen der Plasmide hergestellt, welche damit fur die

Applikation in Mause zur Verfigung standen.

3.3.4. Detektion des vektorspezifischen IL-10 in Lungen von Balb/c-
Mausen

Balb/c-Mause wurden an drei aufeinander folgenden Tagen intranasal unter Isofluran-
Narkose (Forene) mit 40 pl pIRES-IL-10-Vektor, mock-Vektor (pIRES) oder NaCl-Losung
(0,9 %) behandelt. An Tag 6 wurden die Lungen entnommen, in DPBS gespult und in
flissigem Stickstoff eingefroren. Aus dem Lungengewebe erfolgte eine RNA-Praparation,
anschlieRend eine c-DNA-Synthese und eine PCR wie oben beschrieben. Zur Analyse der
IL-10-Expression wurden spezifische Primer gewahlt (IL10-s451 sense: 5-TGT CAT CGA
TTT CTC CCC TGT G-3’, pIRES/EGFP-as783 antisense: 3'-GCC CTC ACA TTG CCA AAA
GAC G-57), welche ein vektorspezifisches Amplifikationsprodukt von 332 Basenpaaren
erzeugten. Die PCR erfolgte Uber 45 Zyklen bei 94°C fir 30 s, bei 60°C fir 30 s und bei 72°C
fur 1,30 min. Die erfolgreiche DNA-Synthese wurde durch eine PCR mit Maus B-actin
Primern (5-TGG AAT CCT GTG GCA TCC ATG AAA CTA CAT-3" und 3'-AAA CGC AGC
TCA GTA ACA GTC GCG CTA GAA-5") uberpruft.

3.3.5. Screening von TGF-B*~ Miusen

DNA-Praparation aus Gewebe: 4 Wochen alte Nachkommen von heterozygoten B6.129S2-
TGFb1™P*°_M3usen wurden mittels genomischer PCR auf das TGF-B Wildtyp- und KO-Allel
getestet. Die DNA wurde aus Gewebe der Schwanzspitzen extrahiert. Zur Fallung der DNA
wurden die Mauseschwanze in Detergenzienpuffer aufgenommen und dber Nacht mit
Proteinase K bei 50°C verdaut. Die Proteinase K wurde durch Erwarmen der Probe fur 30

min auf 70°C inaktiviert. Danach wurden die Proben zentrifugiert, die Uberstédnde in ein
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neues Tube Uberfihrt und mit derselben Menge Isopropanol gemischt. Nach einer
Inkubationszeit von 10 Minuten bei -20°C wurde ein Pellet abzentrifugiert und mit 80 %
Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde in 100 ul TES-Puffer gelést und flr 30 min bei 55°C
inkubiert.

PCR: Fir die anschlieRende PCR wurden folgende Primer verwendet: A: 5-GAG AAG AAC
TGC TGT GTG CG-3" und 5-GTG TCC AGG CTC CAA ATA TAG G-3" sowie B: 5-AGA
CAA TCG GCT GCT CTG AT-3'und 5-GTG TCC AGG CTC CAA ATA TAG G-3". Das erste
Primer-Paar ist homolog zu Sequenzen des Exon 6 von TGF-B, das zweite Primer-Paar
amplifiziert Neomycin-spezifische Sequenzen in den mutanten Mausen. Die PCR-Synthese
erfolgte mit Tag-Polymerase uber 35 Zyklen (94°C fir 1 min, 60°C fir 30 s und 72°C fir 2
min) und im Anschluss 72°C fiir 10 Minuten. Die PCR-Produkte wurden mit Ethidiumbromid

auf 0,8 %igem Agarosegel sichtbar gemacht.

3.4. Immunologische Methoden

3.4.1. Messung der Zytokin- und Immunglobulinspiegel mittels ELISA

Die Nachweisreaktion der Zytokin- und Immunglobulinspiegel mittels ELISA beruht auf der
Umsetzung eines chromogenen Substrates durch ein Enzym, dass an einen Antikorper
gekoppelt ist. ELISAs auf IL-4; IL-5; IL-10; IL-13; TGF-B und IFN-y wurden mit dem DuoSet®
(R&D Systems, Minneapolis, USA) entsprechend den Herstellerangaben durchgefiihrt. Die
Messung erfolgte im Mediumiberstand der Lymphozytenkultur nach 3 Tagen Inkubations-
zeit. Fur die Messung von TFG-B ist Block-Puffer und Serum-Diluent ohne BSA-Zusatz
verwendet worden. Die TGF-B-Proben mussten zudem mit HCI voraktiviert werden. Daftir
wurden zu 0,5 ml Probe 0,1 ml 1N HCL gegeben und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Danach wurden die Proben mit 0,1 ml einer 1,2 N NaOH/0,5 M HEPES Lésung neutralisiert
und anschlieRend auf die ELISA-Platten aufgetragen. Nach der Farbentwicklung wurde die
Reaktion mit Abstoppreagenz (2 N H,SO, Lésung) abgestoppt und bei einer Wellenlange
von 450 nm (Referenzfilter 540/570) die Extinktionen gemessen. Das Detektionslimit lag bei

8 pg/ ml.

OVA-spezifisches IgE, IgG; und IgGoa wurden im Serum mittels ELISA nach einem
Standardprotokoll gemessen: 96-Well-Mikrotiterplatten (Nunc, Roskilde, Denmark) wurden

Uber Nacht mit 10 pg/ ml OVA, gel6st in Bikarbonat-Puffer (pH 9.6), gecoatet. Nach dem
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Waschen und Blocken der Platten wurden die Proben 2 Stunden bei Raumtemperatur auf
den Platten inkubiert und die Platten schlieRlich erneut gewaschen. HRP-konjugierte goat-
anti-mouse-IgE Antikérper (Bethyl Laboratories, Inc; Montgomery, TX; USA), IgG, oder 1gG2a
Antikérper (Southern Biotechnology Associates, Inc. Birmingham, USA) wurden zugegeben.
Die Platten wurden mit Tetramethylbenzidine als Substrate entwickelt und die
Extinktionswerte wurden mit einem Bio-Rad Microplate-Reader (Bio-Rad, Munich, Germany)

bei 450 nm bestimmt.

Die Titer wurden durch logarithmische Regression als reziproke Verdinnung des Serums am
Punkt der zweifachen Hintergrund-Extinktion berechnet. Zur Ermittelung der Hintergrund-
Extinktion wurde die Extinktion von 1:100 verdinnten Seren unbehandelter Mause

gemessen und der Mittelwert als Hintergrund-Extinktion definiert.

3.4.2. Detektion des vektorspezifischen IL-10 in den Lungen

Balb/c-Mause wurden an drei aufeinander folgenden Tagen intranasal unter Isofluran-
Narkose mit 100 pg pIRES-IL-10-Vektor in 40 ul TE-Puffer bzw. mit 100 ug mock-Vektor
(pIRES) in 40 pl TE-Puffer oder ausschliel3lich mit 40 pl endotoxin-freiem TE-Puffer
behandelt. An den Tagen 3, 7, 9, 11, 14 und 18 wurden jeweils 2 Tiere getbtet, die Trachea
intubiert und die Lunge zweimal mit je 800 yl DPBS gespllt (BAL). In der BAL-Flussigkeit
wurde die IL-10-Konzentration mittels ELISA (DuoSet ®; R&D Systems, Minneapolis, USA)

bestimmt.

3.4.3. Histologische Methoden

Nach der Totung der Tiere mit CO, wurde der linke Lungenfligel fur die Lungenhistologie mit
einem dinnen Baumwollfaden abgebunden. Der Lungenfligel wurde entnommen und in
einer Einbettkassette in 4 %igem Formalin fixiert. Im Pathologischen Institut der MLU Halle-

Wittenberg wurden die Proben im Einbettautomat in Parafin eingebettet.

Die nachfolgenden histologischen Arbeiten wurden durch Frau Jana Bergmann ausgefihrt.
Die Proben wurden am Mikrotom im Biozentrum geschnitten und auf Objekttrager
aufgebracht. Es folgte die Entparaffinierung der Proben im Warmeschrank bei 80°C und in

einer absteigenden Alkoholreihe:
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Xylol 5 min

96 % Alkohol 5 min

70 % Alkohol 10 min
flieRend kaltes Wasser  kurz spulen
Aqua dest. kurz spulen

Im Anschluss wurden die Praparate mit Hamalaun-Eosin bzw. mit PAS gefarbt (siehe unten).
Der Entzindungsgrad der Lunge sowie die Mukusproduktion wurde durch morphometrische

Bildanalyse mit dem Computerprogramm HistoClick bestimmt.

Far die Differenzierung der Zellen in der BAL wurden die Zellen aus der Bronchio-
Alveolaren-Spulflissigkeit durch Zentrifugation der BAL-Zellsuspensionen bei 85 g flir 10 min
bei 4°C mit Hilfe von speziellen Adaptern fir die Zentrifuge (SORVALL) auf den Objekttrager
gebracht. Diese Zytospinpraparate wurden Uber Nacht luftgetrocknet und anschlieRend mit

May-Griinwald/ Giemsa-Farbung (Pappenheim) gefarbt.

3.4.4. HE (Hamalaun-Eosin)-Farbung

Die in destilliertem Wasser gespllten Schnitte wurden fir maximal 4 Minuten in Hamalaun
gestellt, danach in 1 %igem HCI-Alkohol differenziert bis kernreiche Areale makroskopisch
sichtbar wurden und zum Abstoppen schnell mit warmem Wasser gespult. Danach wurden
die Schnitte fur 5 Minuten in Eosin (0,5 %, wassrig) gestellt. Zuletzt erfolgte eine Ent-
wasserung der Proben in einer aufsteigenden Alkoholreihe. Das Eindecken geschah mit

Entellan (Merck) und einem Deckglas.

3.4.5. PAS-Farbung

Die in destilliertem Wasser gespllten Objekttrager mit den Lungenschnitten wurden fir 10
bis 15 Minuten in Periodsaure (0,7 % in 70 % Ethanol) gestellt, dann zweimal in Wasser
gespult und mit Schiffs-Reagenz gefarbt bis der Schleim in den Praparaten deutlich pink
erschien. Dann wurden die Objekttrager unter flieRendem, kalten Leitungswasser gesplilt
und nochmals 5 Minuten im Wasser stehen gelassen. Anschlielend erfolgte eine
Gegenfarbung der Schnitte mit Hamalaun (Kernfarbung) lber einen Zeitraum von einer
Minute. Die Praparate wurden kurz in HCI-Alkohol (1 % in ca. 70 % Ethanol) differenziert, in

warmem Wasser gesplilt und tiber Nacht luftgetrocknet. Uber eine aufsteigende Alkoholreihe
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erfolgte die Entwasserung der Schnitte, anschlieRend wurden die Praparate mit Entellan und

einem Deckglas eingedeckt.

3.4.6. May-Griunwald/ Giemsa-Farbung (Pappenheim)

Fir die Farbung der BAL-Zytospin-Praparate wurden die luftgetrockneten Zytospin-Praparate
fir 4 Minuten in unverdinnte May-Grinwald-Lésung (Merck) gestellt, danach mit
Leitungswasser (pH 7) grindlich gespult und anschlielend fir 1 min in verdinnte Giemsa-
Lésung (Merck) gestellt. Nach wiederholtem griindlichen Spullen mit Leitungswasser wurden
die Praparate luftgetrocknet und konnten dann im Lichtmikroskop bei einer 1000fachen

Vergrélerung mit Hilfe von Immersionsal differenziert werden.

3.4.7. Lokalisierung der Vektorexpression mittels -Gal-Farbung

Die B-Gal-Farbung ist eine histochemische Farbung von B-Galactosidase in Zellen und
Gewebe. Um in vivo zeigen zu kénnen, welche Zellen in den Lungen von Mausen nach
intranasaler Applikation von Plasmid-DNA transfiziert werden, wurde ein lacZ-haltiger
Kontrollvektor (pCCALL2) verwendet. Dieser Vektor codiert die cDNA fur R-Galactosidase
und wurde an drei aufeinander folgenden Tagen unter Isofluran-Narkose intranasal in Balb/c-
Mause gegeben (je 100 ug pro Maus). Kontrolltiere erhielten stattdessen den pIRES-Vektor.
Nach weiteren 3 Tagen wurden die Tiere getotet, die Lungen enthommen, auf Korkplattchen
mit Tissue-Wax Einbettmittel (Medite) bedeckt und in flussigem Stickstoff eingefroren. Zum
Fixieren (2 mal 20 Minuten bei 4°C) und Farben (lUber Nacht bei 37°C) wurden folgende

Lésungen verwendet:

Fixierlésung: Farbelésung:
dH,O 2385l 1 x DPBS 2427l
20 x DPBS 150l 20 x DPBS 18l
37 % Formalin 81ul 100mM MgCl, 60ul
25 % Glutaraldehyd 24l 500mM K3 Fe(CN)g 30ul
10 % NP 40 60ul 500mM K4 Fe(CN)s 30ul
1 % NaDesoxycholat 300yl X-Gal (40mg/ml) 75ul
3000pl 10 % NP 40 60pl

1 % NaDesoxycholat 300ul
3000ul
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Danach erfolgte die Einbettung in Paraffin Gber eine aufsteigende Isopropanol-Reihe. Mit
dem Mikrotom wurden 3 ym dicke Schnitte hergestellt und die Blaufarbung mikroskopisch

Uberprift.

3.4.8. Modifizierte Giemsa-Farbung

Die entparaffinierten Schnitte wurden fir 20 Minuten in die vorbereitete Giemsa-Ldsung
gestellt und dann kurz in 96 %igem Ethanol gesplilt, bis alle Farbschlieren verschwunden
waren. Die kernreichen Areale erschienen blau, Zytoplasma-reiche Areale rosa-rot. Die
Schnitte wurden Uber Nacht getrocknet, dann 15 Minuten in Xylol gestellt und anschlielend

mit Entellan (Merck) eingedeckt.

3.5. Statistische Methoden

Die statistischen Auswertungen und graphischen Darstellungen wurden mit dem Programm
Microsoft® Excel durchgefiihrt. Fiir die Versuche wurden die Mittelwerte + Standardfehler des
Mittelwertes (x £ SEM) von n unabhangigen Experimenten berechnet. Unterschiede in den
Versuchsgruppen wurden unter Annahme einer Irrtumswahrscheinlichkeit von o = 0,05
mittels t-Test nach Student flr unverbundene Stichproben auf ihre Signifikanz geprift. Als

signifikant angesehen wurden p-Werte fir o < 0,05.
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4. Ergebnisse

4.1. Reduzierte TGF- 31- Expression im murinen Asthma-Modell

Ein Zytokin mit anti-inflammatorischen und immunregulativen Eigenschaften ist
Transforming-growth-factor-g (TGF-B). Die Rolle von TGF-B bei der Entwicklung von
allergischem Asthma bronchiale ist in der Literatur kontrovers diskutiert. Deshalb ist das Ziel
der folgenden Versuche die genaue Analyse der Rolle von TGF-B, welche zu einem
besseren Verstandnis der regulativen Mechanismen fuhren soll, die in die Entwicklung von

allergischem Asthma involviert sind.

Fir die folgenden Versuche wurden B6.129S2-TGFb1™'P®.Miuse (TGF-B"-Mause)
verwendet. TGF-R"-Mause sterben intrauterin oder innerhalb weniger Wochen nach der
Geburt mit massiver Inflammation verschiedener Organe, wohingegen TGF-R"-Mause
phanotypisch normal wirken. Als Kontroll-Tiere wurden TGF-B**-(WT) Geschwistertiere
verwendet. Zur Unterscheidung der heterozygoten Mause von den Wildtyp-Geschwister-
tieren erfolgte im Alter von 4 Wochen eine Untersuchung der Tiere mittels genomischer
PCR. Dazu wurde aus dem Gewebe der Schwanzspitzen DNA isoliert und mit spezifischen

Primern auf das TGF-[3-WT- und KO-Allel getestet (Abbildung 8).

12 3 45 6 7 8 9 10

(1) H,O Kontrolle
Y X (2-6) TGF-B*"-Maus
(8;9) TGF-B*"-Maus
(7; 10) WT-Maus

|

Abbildung 8: Analytisches Agarosegel mit Ethidiumbromid zur Detektion Neomycin-spezifischer
Sequenzen in den mutanten Mausen. 4 Wochen alte Nachkommen von heterozygoten B6.129S2-
TGFb1™P*°-Mausen wurden mittels genomischer PCR auf das TGF-B-Wildtyp und KO-Allel getestet.
Die DNA-Isolierung erfolgte aus Gewebe der Schwanzspitzen.

Zur Induktion eines Asthma-ahnlichen Phanotyps wurden die Tiere innerhalb eines 24 Tage
langen Protokolls mit dem Modell-Antigen Ovalbumin sensibilisiert. Die Mause bekamen
zwei intraperetoneale Gaben von OVA in Alum und 6 intranasale Applikationen von OVA in
NaCl (0,9 %). An Tag 25 wurde die Lungenfunktion gemessen und an Tag 26 erfolgten
weitere histologische Analysen (Material und Methoden, Abbildung 6).
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4.1.1. Vergleich der TGF-B4-Protein-Spiegel von TGF-B-heterozygoten-
und WT-Mausen

Heterozygote B6.129S2-TGFb1™'P°-M3iuse (TGF-B""-Mause) und homozygote TGF-B**-
Geschwistertiere wurden mit CO, getodtet. Milz, Lunge und Serum der Tiere wurden zur
TGF-B+-Extraktion enthnommen. Die frisch isolierten Organe wurden homogenisiert und die

TGF-B+-Spiegel in der Extraktionslésung mittels ELISA bestimmt.

Obwohl sich die TGF-B*-Mause &uBerlich nicht von den TGF-B"*~(WT)-Tieren
unterscheiden, zeigten sie signifikant verringerte TGF-B+-Protein-Spiegel in den Geweben
(Abbildung 9). In der Lunge der TGF-B*-M&use wurden weniger als ein drittel der
Normalwerte fur TGF-B1 gemessen und im Serum war das TGF-B-Level auf 29 % vom
Serum-Normalwert reduziert. In der Milz war der TGF-B4-Spiegel auf etwa ein drittel
gegenlber der WT-Kontrollgruppe vermindert. Das zeigt, dass der Verlust eines TGF-34-
Alleles zu einer signifikant verringerten TGF-B-Expression flhrt. Offensichtlich erfolgt in
TGF-B*-Mausen kein Ausgleich des TGF-B-Spiegels durch eine verstarkte Expression des

intakten Allels.
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Abbildung 9: Vergleich der TGF-B4-Protein-Spiegel in Serum, Lunge und Milz von TGF-B-
heterozygoten- und WT-Mausen. Die TGF-3-Menge wurde im Dialysat aus frisch isolierten Geweben
von 8 Wochen alten Tieren mittels ELISA bestimmt. In den Geweben von TGF-B”‘-Méusen ist im
Vergleich zu WT-Tieren die TGF-B-Proteinmenge um mehr als 50 % reduziert (p < 0,05; 2-seitigert-

Test, n=6).
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4.1.2. Zellzahl und Eosinophilenzahl in der BAL-Fliissigkeit

Zwei Tage nach der letzten intranasalen OVA-Applikation wurden die Lungen der Tiere
jeweils dreimal mit 400 ul DPBS gespiilt und die Zellzahl in der Lavage-Flussigkeit bestimmt.
Die Zelldifferenzierung erfolgte anhand von May-Grinwald-Giemsa-gefarbten Zytospin-
Praparaten. Dabei wurden jeweils 100 Zellen im Lichtmikroskop nach konventionellen
morphologischen Kriterien differenziert. Aus der Zellzahl und dem prozentualen Anteil der
verschiedenen Zelltypen in der BAL-FlUssigkeit wurde die Zahl der verschiedenen Zellen in
der BAL-Flussigkeit berechnet (Abbildung 10).

Wahrend bei nativen Tieren der Alum-Kontrollgruppen nur sehr wenige Zellen — in erster
Linie Makrophagen - in der BAL-Flussigkeit zu finden waren, ist in den OVA-sensibilisierten
Versuchsgruppen ein starker Anstieg der Zellzahlen — insbesondere der Eosinophilen und
der Lymphozyten zu verzeichnen. Die Zahl der Eosinophilen in der BAL-Flissigkeit von
OVA-sensibilisierten TGF-B*-Mausen ist dabei etwa dreimal so hoch wie in der BAL-

Flussigkeit von OVA-behandelten WT-Tieren. Der Unterschied ist statistisch signifikant.
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Abbildung 10: Zellzahl und Eosinophilenzahl in der BAL-Flissigkeit. Die Zellzahl und die Zahl der
Eosinophilen in der Lunge steigen nach OVA-Sensibilisierung sprunghaft an. OVA-sensibilisierte
TGF-B""-Méuse weisen, verglichen mit OVA-WT-Tieren, signifikant erhdhte Eosinophilenzahlen in der
BAL-Flussigkeit auf. (p < 0,05 fir OVA—TGF—B”’— gegen OVA-WT-Tiere; 2-seitiger t-Test, n = 8).
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4.1.3. Entziindungsreaktion und Mukusproduktion der Lungen

TGF-B"-Mause und WT-Tiere wurden in einem 24-tagigen Protokoll intraperetoneal mit OVA
in Alum und intranasal mit OVA in NaCl (0,9 %) sensibilisiert. Native Kontrolltiere erhielten
Alum i.p. und NaCl (0.9 %) i.n. Am Tag 26 wurden die Lungen in Parafin eingebettet und mit
H&E bzw. PAS gefarbt. Die Abbildung 11 zeigt vier reprasentative Lungenhistologien gefarbt
mit H&E. In den Lungen von nativen TGF-B*"-Mé&usen sind im Vergleich zu nativen WT-
Kontrollen einige entzlindliche Infiltrate im Gewebe zu erkennen. Durch OVA-
Sensibilisierung entwickelt sich eine starke Inflammation im Lungengewebe. Deutlich ist in
Abbildung 11 die Ansammlung von entziindlichen Infiltraten in der Umgebung der Bronchien
zu erkennen, bestehend aus dichten peribronchialen Zellinfiltraten mit Lymphozyten,
Eosinophilen und Makrophagen. TGF-p-Mause zeigen im Vergleich zu OVA-
sensibilisierten WT-Vergleichstieren eine deutlich starkere Ansammlung von Entziindungs-

Zellen im Lungengewebe.

Abbildung 11: H&E-Farbung des Lungengewebes von TGF-B*-Mausen und WT-Mausen 20:1.
Lungengewebe von homozygoten WT-Tieren zeigt eine normale Lungenhistologie ohne
Entziindungsherde im Gewebe. In den Lungen von nativen TGF-B”’-Méusen ist eine leichte
Ansammlung von Entziindungszellen zu erkennen. OVA-sensibilisierte Tiere zeigen eine massive
Entziindungsreaktion des Lungengewebes welche in TGF-B"-Mausen deutlich starker ist als in den
WT-Tieren. Abgebildet ist jeweils ein reprasentativer Schnitt pro Gruppe.
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Um den optischen Eindruck zu objektivieren, wurde die Entzindungsreaktion und
Mukussekretion in den Parafinschnitten der Lungen von TGF-B*-Mausen und WT-Tieren
mittels morphometrischer Bildanalyse verglichen. Durch die Bildanalyse (Abbildung 12) lasst
sich der optische Eindruck der mikroskopischen Bilder in Abbildung 11 bestatigen.

Heterozygote Alum-Kontrolltiere haben im Vergleich zu Tieren der Alum-WT-Gruppe einen
leicht erhdhten Inflammationsgrad, der Unterschied ist jedoch nicht signifikant. Nach OVA-
Sensibilisierung kommt es zu einem starken Anstieg der Entziindung in den Lungen sowohl
der WT-Tiere als auch der TGF-B"-Méause. Der Entziindungsgrad des Lungengewebes der

OVA-sensibilisierten TGF-B"-Mause ist jedoch cirka doppelt so stark wie in den OVA-
behandelten WT-Tieren.

Die Mukussekretion der Becherzellen ist in den Lungen der TGF-B*-Mause im Vergleich zu

WT-Tieren nach OVA-Sensibilisierung ebenfalls erhéht (Abbildung 12). Der Unterschied ist
deutlich, jedoch nicht statistisch signifikant.
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Abbildung 12: Entzindungsgrad und Mukussekretion in den Lungen von nativen und OVA-
sensibilisierten TGF-B*"-Mausen und WT-Mausen. Im Lungengewebe von TGF-B*-Mausen ist der
Entziindungsgrad und die Mukussekretion nach OVA-Sensibilisierung im Vergleich zu homozygoten

WT-Tieren deutlich erhoht. Die Auswertung erfolgte in H&E-geférbten Parafinschnitten mittels
Bildanalyse (n=8).
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4.1.4. Immunglobulinspiegel im Serum

Ein Merkmal des allergischen Asthmas ist die Bildung von allergenspezifischem IgE. Um den
Einfluss reduzierter TGF-Bs-Expression auf die Auspragung von Asthma zu untersuchen,
wurde den Versuchstieren zwei Tage nach der letzten OVA-Provokation Blut entnommen
und mittels ELISA im Serum OVA-spezifisches IgE sowie IgG, und IgG,a bestimmt.

Es zeigte sich, dass die IgE-Spiegel in OVA-sensibilisierten TGF-B*-M&usen im Vergleich
zur WT-Kontrollgruppe signifikant erhéht waren (Abbildung 13).

Die 1gG+-Spiegel sind ein Merkmal fir die Starke der Th2-Immunreaktion. Durch die OVA-
Sensibilisierung waren die 1gG4-Spiegel im Serum stark angestiegen. In WT-Mausen waren

die 1gGs-Level im Vergleich zu TGF-B""-Mausen geringer (Abbildung 13). Die 1gG;-Serum-
Werte in den OVA-behandelten TGF-B*-Mausen schwankten jedoch starker.

Das Immunglobulin IgG.,a gilt als Gegenspieler des IgG; und lasst eine Aussage Uber die
Th1-Immunantwort zu. Durch die OVA-Sensibilisierung stieg der IgG,a-Spiegel in WT-
Mausen stark an (Abbildung 13). Die zu vergleichenden TGF-B*"-Mause zeigten signifikant
geringere 1gGaa-Level im Serum. In den Alum-Kontrollgruppen (Daten nicht gezeigt) waren

die Immunglobulinspiegel sehr gering oder nicht detektierbar, und es gab keine Unterschiede
zwischen TGF-B*"-Mausen und WT-Mausen.
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Abbildung 13: Immunglobulinspiegel im Serum von OVA-sensibilisierten TGF-B”’-Méusen im
Vergleich zu WT-Mausen. Zwei Tage nach der letzten OVA-Provokation wurde Serum enthommen
und OVA-spezifische IgE-Spiegel, 1gG;- und IgGZA-SpieQeI wurden mittels ELISA bestimmt. Serum-
IgE- und 1gG4-Werte sind in OVA-sensibilisierten TGF-B*"-Mausen im Vergleich zu WT-Tieren erhoht,
die IgG,a-Spiegel sind verringert (p < 0,05 fiir TGF-B*"- gegen OVA-WT-Tiere; 2-seitiger t-Test, n = 8).
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4.1.5. Lungenfunktionstest nach Metacholin-Provokation

Der Effekt der verringerten TGF-B4-Expression auf die Lungenfunktion der OVA-
sensibilisierten TGF-B*-Mause im Vergleich zu WT-Kontrolltieren wurde in einem
Ganzkdrperplethysmographen flir Mause gemessen. Die Tiere inhalieren zunachst
isotonische NaCl-Lésung und anschlieend ansteigende Konzentrationen von Metacholin.

Durch OVA-Sensibilisierung wird eine starke Atemwegshyperreagibilitdt hervorgerufenen. Mit
steigender Intensitdt der Metacholin-Provokation erhdht sich die Lungenfunktion der
Versuchstiere (Abbildung 14). In den OVA-sensibilisierten TGF-B*"-Méusen und WT-

Kontrolltieren war die Reaktion auf die Metacholin-Provokation sehr ahnlich. Es wurden

keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen festgestellt, lediglich bei der
héchsten Metacholinkonzentration von 80 mg/ml war eine hohere AHR in TGF-B*-Mausen

im Vergleich zu den WT-Mausen festzustellen.
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Abbildung 14: Lungenfunktionsmessung nach Metacholin-Provokation. OVA-Sensibilisierung fihrt zu
einem Anstieg der AHR in TGF-B""-Méusen und in BL6-WT-Tieren. Mit steigender Metacholin-
konzentration erhdht sich die AHR. Bei der héchsten Konzentration von 80 mg/ml Metacholin zeigen
die TGF—B”’—Méuse im Vergleich zu WT-Mausen eine starkere AHR. Der Unterschied ist nicht
signifikant (n=8).
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4.1.6. Zytokinspiegel im Mediumiuiberstand der Lymphozytenkultur

Allergisches Asthma ist eine Th2-dominierte Immunerkrankung, und die Th2-Zytokine IL-4,
IL-5 und IL-13 spielen eine entscheidende Rolle fur die Entwicklung einer Entziindung und
einer AHR in der Pathologie des Asthma bronchiale. Um die Wirkung reduzierter TGF-§4-
Proteinspiegel auf die Zytokinproduktion der Lymphozyten zu untersuchen, wurden
Milzzellen von OVA-sensibilisierten TGF-B*"-Mausen und WT-Mé&usen isoliert und in vitro mit
OVA restimuliert. Nach drei Tagen wurden in Triplikaten aus dem Uberstand des
Zellkulturmediums die IL-4-, IL-5-, IL-10-, IL-13- und IFN-y-Spiegel mittels ELISA bestimmt.

Die Abbildung 15 stellt die Zytokinspiegel eines von zwei unabhangigen reprasentativen
Experimenten mit OVA-sensibilisierten TGF-B""-Mausen im Vergleich zu WT-Mausen dar.
Die Konzentrationen der Th2-Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 in der Zellkultur aus Milzen von
OVA-sensibilisierten TGF-B*-Mausen sind im Vergleich mit WT-Mausen signifikant erhéht.
Umgekehrt sind die IL-10-Spiegel in den WT-Mausen hdher als in den TGF-B*-Mausen,
dieser Unterschied ist jedoch nicht signifikant.

Der IFN-y-Spiegel gibt Aufschluss Uber die Starke der Th1-Reaktion des Immunsystems. In
TGF-B""-Mausen ist das IFN-y-Level signifikant hdher als in der WT-Vergleichsgruppe.
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Abbildung 15: Zytokinspiegel im Mediumuberstand der Lymphozytenkultur. Zwei Tage nach der
letzten OVA-Applikation wurden die Milzen entnommen und mit 200 pg/ml OVA in RPMI-
Zellkulturmedium restimuliert. Nach drei Tagen wurden im Mediumuiberstand die Konzentration von
IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 und IFN-y mittels ELISA bestlmmt Die Th2-Zytokinspiegel fur IL-4, IL-5 und
IL-13 waren in den OVA-sensibilisierten TGF- [3 -Mausen stark erhdht, wahrend die IFN-y-
Konzentration im Vergle|ch mit den WT-Tieren signifikant verringert war. Die IL-10-Spiegel waren in
der Zellkultur von TGF- B -M&usen ebenfalls geringer als im Uberstand der Zellkultur von WT-M&usen
(Fehlerbalken reprasent|eren SEM von Triplikaten gemischter Lymphozytenkultur aus jeweils 4 Tieren,
p < 0,05 fir TGF- B - gegen OVA-WT-Tiere; 2-seitiger t-Test).
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4.2. Mukosaler Gentransfer von TGF- 34- cDNA im murinen Asthma-Modell

4.2.1. Uberpriifung der Vektorexpression in verschiedenen Systemen

Nach der Klonierung des TGF-B1-Genes in den pIRES2-EGFP-Vektor (sieche Material und
Methoden) wurde die Funktionalitait des TGF-f4-Genes in vitro in einer cos7-Zelllinie
Uberprift. Die Ergebnisse zeigen eine signifikant erhohte TGF-B-Konzentration im Medium
von cos7-Klonen, die mit dem TGF-B-Vektor transfiziert wurden. Im Vergleich dazu ist in den
nicht mit dem TGF-3-Vektor transfizierten cos7-Kontrollzelllinien die TGF-B-Konzentration im

Zellkulturmedium nicht erhéht. Getestet wurden jeweils 6 unterschiedliche Klone.

Zur Prufung der biologischen Aktivitat des aus dem Vektor synthetisierten TGF-f3 wurde die
proliferationshemmende Wirkung von TGF- genutzt. Zu OVA-stimulierten Milzzellen einer
Do11.10-Maus wurden in vitro unterschiedlich stark verdinnte Mediumuberstande der
TGF-B-transfizierten cos7-Zellen gegeben. Nach 24 Stunden wurde ein Proliferationstest mit
Tritium-markiertem Thymidin durchgefuhrt. Mit steigender TGF-B-Konzentration — d.h. mit
abnehmender Verdinnung des cos7-TGF-3-Vektor-Kulturmediums — verringerte sich die
Proliferation der mit 100 bzw. 200 ug/ml OVA stimulierten Lymphozyten. Nicht mit OVA

stimulierte Zellen proliferierten nur sehr schwach.

Nach erfolgreicher Uberpriifung des TGF-B;-Vektors in vitro wurde getestet, ob sich der
Vektor in vivo intranasal in Lungen von Balb/c-Mausen transfizieren lasst. Dazu wurden
Mause intranasal unter Isofluran-Narkose an drei aufeinander folgenden Tagen mit dem
TGF-B-Vektor behandelt. Anschlielend erfolgte die Detektion des TGF-B; in der BAL-
Flissigkeit mittels ELISA. In der Lavage von Tieren, die mit mock-Vektor- oder NaCl-Ldsung
behandelt wurden lag die TGF-B-Konzentration unterhalb der Nachweisgrenze, wahrend in
der BAL-Flussigkeit von TGF-B-Vektor-behandelten Tieren TGF-B-Konzentrationen von 40

bis 50 pg/ml detektiert werden konnten.
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4.2.2. Ergebnisse therapeutischer Applikation des TGF--Vektors in
Balb/c-Mause

Nachdem gezeigt wurde, dass die verringerten TGF-B-Spiegel in TGF-B*"-Mausen die
Auspragung eines Asthma-Phanotypes signifikant verstarken, soll der TGF-B-Vektor, der
in vitro und in vivo TGF-B4 produziert, im murinen Asthma-Modell getestet werden. Dazu
wurden Balb/c-Mause zunachst innerhalb eines 16 Tage langen Zeitraums durch zwei
intraperetoneale Injektionen von OVA in Alum und drei intranasale OVA Gaben sensibilisiert

(Material und Methoden Abbildung 3).

Obwohl durch den Vektor wie in Punkt 4.2.1 gezeigt, in verschiedenen in vitro-Systemen
TGF-B exprimiert wird, konnten in vivo im murinen Asthma-Modell nur sehr geringe Effekte
erzielt werden. Haufig zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der TGF-§-
Vektor- und der mock-Vektor-behandelten Versuchsgruppe. Im Folgenden werden die

Ergebnisse kurz genannt, auf eine graphische Darstellung wird jedoch verzichtet.

Die Lungenfunktionsmessung im Ganzkérperplethysmographen fiir Mause wurde zweimal
durchgefiihrt. An Tag 17 zeigten die OVA-sensibilisierten Mause eine starke AHR, die sich
mit steigender Metacholinkonzentration deutlich erhdhte. Bei der Wiederholung der
Lungenfunktionsmessung an Tag 30 des Protokolls waren die OVA-sensibilisierten Mause in
drei Gruppen unterteilt und entsprechend unterschiedlich behandelt worden. Die mit dem
TGF-B-Vektor behandelte Gruppe zeigte eine sehr stark erhdhte AHR, die bei der héchsten
Metacholinkonzentration von 20 mg/ml signifikant Uber den Vergleichsgruppen lag. Die AHR
der mock-Vektor-behandelten Tiere und die der OVA-Kontrollgruppe lag bei etwa denselben
Werten wie bei der Messung an Tag 17 des Protokolls. Balb/c-Mause die nicht auf OVA
sensibilisiert, sondern an stelle dessen mit Alum i.p. und NaCl i.n. behandelt wurden,

entwickelten keine Hyperreagibilitdt der Atemwege.

Die therapeutische Behandlung der Mause mit dem TGF-B-Vektor bzw. mit dem mock-
Vektor liel keinen Einfluss auf die Zellzahlen und Eosinophilenzahlen in den Lungen
erkennen. Die Eosinophilenzahl war nach der Therapie leicht verringert, die Unterschiede

erreichten jedoch kein statistisch signifikantes Niveau.

Die Konzentration von allergenspezifischem IgE im Serum der Balb/c-Mause war nach OVA-
Sensibilisierung stark anstiegen. In den intranasal mit Vektor-DNA behandelten Tieren waren
die IgE-Spiegel signifikant geringer als in Tieren der OVA-Kontrollgruppe. Zwischen der

Wirkung des TGF-B-Vektors und des mock-Vektors bestanden jedoch keine Unterschiede.
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Die IgG+- und 1gG,a-Spiegel waren im Serum von mock-Vektor-behandelten Mausen erhoht,
der 1gG,a-Spiegel im Serum sank durch intranasale Applikation des TGF-B-Vektors, wahrend

der 1gG;-Spiegel durch die TGF--Applikation nicht signifikant verandert wurde.

In Parafinschnitten aus dem linken Lungenfligel wurden die Inflammation und die
Mukussekretion mittels computerbasierter Bildanalyse beurteilt. Durch die Behandlung mit
dem mock-Vektor wurde im Vergleich zur OVA-sensibilisierten Gruppe keine Veranderung
des Entziindungsgrades erreicht.

Die Mukusproduktion der Becherzellen der Tiere war nach einer OVA-Sensibilisierung sehr
hoch und konnte durch therapeutische Applikation des TGF-B-Vektors nicht beeinflusst
werden. Im Gegensatz dazu flhrte die Applikation des mock-Vektors zu einer Reduktion der

Mukusproduktion in den Lungen OVA-sensibilisierter Mause.

Die Th2-Zytokine IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13 im Zellkulturmedium waren durch intranasale
Behandlung der Mause mit dem TGF-B-Vektor im Vergleich zur OVA-Kontrollgruppe
signifikanten angestiegen. Die mock-Vektor-Behandlung fiihrte ebenfalls zu einem Anstieg

der Th2-Zytokinspiegel.

4.2.3. Ergebnisse praventiver Applikation des TGF-B-Vektors in Balb/c-
Mause

Obwohl die therapeutische Behandlung mit dem TGF-B-Vektor bei den meisten untersuchten
Parametern nicht zu einer signifikanten Reduktion des Asthma-Phanotyps gefihrt hatte,
solite die Wirkung nach praventiver Applikation des TGF-f-Vektors ebenfalls untersucht
werden. Zur Induktion eines Asthma-ahnlichen Phanotyps wurden Balb/c-Mause innerhalb

eines 20 Tage langen Protokolls auf Ovalbumin sensibilisiert (Material und Methoden

Abbildung 2).

Die intranasale Behandlung von Balb/c-Mausen mit dem TGF-3-Vektor sowie mit dem mock-
Vektor fuhrte zu einer Reduktion der Lungenfunktion. Unterschiede zwischen TGF-B-Vektor-
oder mock-Vektor-behandelten Tieren waren nicht festzustellen. Unbehandelte Kontrolltiere,
denen lediglich Alum i.p. und NaCl i.n. appliziert wurde, zeigten sehr geringe Penh-Werte

von maximal ca. 420 (% Uber Basalwert).

Die OVA-Sensibilisierung flihrte weiterhin zu einem starken Anstieg der Zellzahl in der Lunge
von Balb/c-Mausen. Die praventive Behandlung mit dem TGF-B-Vektor bzw. dem mock-

Vektor hatte jedoch keinen Einfluss auf die absolute Zellzahl in der BAL-FlUssigkeit.
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Die Zahl der Eosinophilen in der Lunge wurde durch die intranasale TGF-B-Vektor-
Applikation nur geringfligig gesenkt. Der reduzierende Effekt beider Vektoren auf die

Eosinophilenzahl war gleich stark und im Vergleich zur OVA-Kontrollgruppe nicht signifikant.

Die Quantifizierung des Inflammationsgrades der Lungen zeigte einen leichten
entziindungshemmenden Effekt durch die praventive Behandlung mit dem TGF-B-Vektor.
Dieser Effekt war jedoch gering und die mit dem TGF-B-Vektor behandelte Versuchsgruppe
unterschied sich nicht signifikant von der mock-Vektor-behandelten Gruppe sowie der

unbehandelten, ausschlielRlich OVA-sensibilisierten Gruppe.

Die Mukussekretion der Becherzellen wurde in PAS-gefarbten Lungenschnitten ebenfalls
mittels morphometrischer Bildanalyse quantifiziert. Durch Applikation des TGF-B-Vektors
konnte die Mukussekretion der Lungen geringfiigig gesenkt werden. Die Behandlung der

Tiere mit dem mock-Vektor hatte keinen Einfluss auf die Mukusproduktion.

Allergen-spezifisches IgE als wichtiges Merkmal des allergischen Asthma bronchiale wurde
im Serum der Tiere mittels ELISA gemessen. Die IgE-Werte zwischen den TGF-B-Vektor-

und den mock-Vektor-behandelten Mausen unterschieden sich nicht signifikant.

Die Zytokinspiegel wurden im Mediumuiberstand der Lymphozytenkultur aus der Milz mittels
ELISA gemessen. Die Th2-Zytokine IL-4, IL-10 und IL-13 waren nach praventiver Gabe des
TGF-B-Vektors bzw. des mock-Vektors zum Teil signifikant erhdht. Der TGF-B-Spiegel im
Uberstand der Zellkultur war nach TGF-B-Vektor-Applikation im Vergleich zur mock-Vektor-
oder OVA-Kontrollgruppe angestiegen. Die IFN-y Produktion der Lymphozyten ging durch
praventive TGF-B-Vektor-Applikation leicht zurlck, wahrend sie nach mock-Vektor-

Applikation im Vergleich zur OVA-Kontrollgruppe anstieg.

4.2.4. Ergebnisse neonataler Applikation des TGF-B-Vektors in Balb/c-
Mause

In neugeborene Balb/c-Mause wurde der TGF-B-Vektor oder der mock-Vektor oder NaCl-
Lésung (0,9 %) intranasal unter Isofluran-Narkose appliziert und die Tiere wurden
anschlielend im Alter von 5 Wochen intraperetoneal und intranasal in einem 16-tagigen

Protokoll auf OVA sensibilisiert (Material und Methoden Abbildung 4).
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Die Ergebnisse der Lungenfunktionsmessung nach Metacholin-Provokation ergaben keine
unterschiedliche Wirkung des TGF-B-Vektors und des mock-Vektors auf die Auspragung der
AHR.

Die absolute Zellzahl und die Anzahl der Eosinophilen waren in den Lungen von OVA-
sensibilisierten Mausen, denen im Alter von 8 Tagen der TGF-B-Vektor appliziert wurde,
signifikant reduziert. Im Gegensatz dazu hatte der mock-Vektor nach neonataler Applikation
nur einen geringen, nicht signifikanten Einfluss auf die Zellzahlen in der BAL-FlUssigkeit der

ausgewachsenen Tiere.

Die Immunglobuline der Tiere wurden im Serum mittels ELISA bestimmt. Die Behandlung
von 8 Tage alten Mausen mit dem TGF-B-Vektor bzw. dem mock-Vektor hatte keinen
Einfluss auf die OVA-spezifischen IgE-Spiegel im Serum der ausgewachsenen Tiere nach
OVA-Sensibilisierung. Auch auf die IgG;-Spiegel im Serum bewirkte eine praventive TGF-§3-
Behandlung von neugeborenen Mausen keine Veradnderung. Im Gegensatz dazu war der
IgGoa-Spiegel in der TGF-B-Vektor behandelten Gruppe statistisch signifikant reduziert. In
der mock-Vektor-behandelten Versuchsgruppe waren sowohl die IgGs-als auch die 1gGaa-

Spiegel angestiegen.

Der Entzindungsgrad des Lungengewebes und die Mukusproduktion der Becherzellen
wurden mittels Bildanalyse ermittelt. Die friihzeitige neonatale Applikation des TGF-(3-
Vektors fuhrte zu einer Reduktion des Inflammationsgrades. Der Mukusgehalt im
Lungengewebe dieser Tiere war ebenfalls verringert. Im Gegensatz dazu hatte eine frihe

mock-Vektor-Behandlung keinen protektiven Effekt auf die histologischen Parameter.

Zur Bestimmung der Zytokinspiegel mittels ELISA wurden die Milzen entnommen und die
daraus gewonnenen Lymphozyten mit 200 pg/ml OVA restimuliert. Die intranasale
Behandlung der neugeborenen Mause mit den Vektoren bewirkte in den ausgewachsenen,
OVA-sensibilisierten Mausen keine signifikante Veranderung der Th2-Zytokine IL-4, IL-5,
IL-10 und IL-13. Der IL-4-Spiegel war durch die TGF-B-Behandlung lediglich leicht verringert
und der IL-10-Spiegel durch die Vektorgaben geringfiigig erhoht. Der IFN-y-Spiegel war in
den neonatal mit TGF-B-Vektor-behandelten Balb/c-Mausen nach OVA-Sensibilisierung

deutlich angestiegen.
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4.3. Mukosaler Gentransfer von IL-10-cDNA im murinen Asthma-Modell

4.3.1. Uberpriifung der Vektorexpression im Lungengewebe von Balb/c-
Mausen

Die aus den Bakterienklonen gewonnene Plasmid-DNA war der Grundstock fir alle
folgenden Versuche mit IL-10. Es wurde zunachst getestet, ob es in vivo zu einer
Transfektion in der Lunge von Mausen kommt und ob das eingeschleuste IL-10-Gen dort

exprimiert wird.

In den Lungen der mock-Vektor- oder NaCl-behandelten Kontrolltiere konnten keine IL-10-
Banden nachgewiesen werden (Abbildung 16). Das belegt die gelungene Transfektion des
Vektors in die Lunge der behandelten Tiere, sowie die anschlieRende Expression des
eingeschleusten mIL-10-Genes. Durch eine PCR mit den (aus den Lungen isolierten) RNA-

Proben konnten Verunreinigungen der Proben durch Vektor-DNA ausgeschlossen werden.
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Abbildung 16: Uberpriifung der Vektorexpression im Lungengewebe von Balb/c-Mausen.

Detektion des vektorspezifischen IL-10 mittels RT-PCR. Im Lungengewebe von IL-10-Vektor-
behandelten Balb/c-Mausen ist nach RT-PCR ein 300 bp grofes Fragment als vektorspezifische
IL-10-Bande nachweisbar (Primer siehe Punkt 2.7.). Bei den, mit mock-Vektor- oder NaCl-Lésung-
behandelten Kontrolltieren ist nach RT-PCR keine Bande zu erkennen.

Nachdem gezeigt wurde, dass der intranasal applizierte IL-10-Vektor in der Lunge von
Mausen transkribiert wird, sollte die anschlieliende Proteinsynthese in den Lungenzellen
nachgewiesen werden. Zum Nachweis der Proteinsynthese wurde die Kinetik der IL-10-

Konzentration in der BAL-Flussigkeit nach Vektorbehandlung gemessen.
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Dazu wurden Balb/c-Mause intranasal mit dem IL-10-Vektor, dem mock-Vektor oder
isotonischer NaCl-L6sung behandelt und an den Tagen 3, 7, 9, 11, 14 und 18 wurde eine
BAL mit jeweils 2 mal 0,8 ml DPBS durchgefuhrt. In der BAL-FlUssigkeit wurden die IL-10-
Spiegel mittels ELISA gemessen und es ergaben sich signifikante Unterschiede in der

Lavage-Flussigkeit von IL-10-Vektor-behandelten Tieren im Vergleich zu den Kontrolltieren.

Wie in Abbildung 17 gezeigt, wurde in den Lungen von IL-10-Vektor-behandelten Mausen
ein starker Anstieg der IL-10-Konzentration nachgewiesen, wahrend in der Lavage-
Flissigkeit von mit mock-Vektor- oder NaCl-Lésung-behandelten Tieren die IL-10-
Konzentration unterhalb der Nachweisgrenze lag. Das Detektionslimit lag bei 8 pg/ml. Die
IL-10-Expression lie® waren eines Zeitraums von 18 Tagen nach, IL-10 war aber auch an

Tag 18 noch nachweisbar.
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Abbildung 17: Uberpriifung der Vektorexpression im Lungengewebe von Balb/c-Mausen.

Detektion des vektorspezifischen IL-10 nach intranasaler Applikation mittels ELISA. In der BAL-
Flussigkeit von IL-10-Vektor-behandelten Balb/c-Mausen wurde an verschiedenen Tagen nach
Vektorapplikation die IL-10-Konzentration mittels ELISA gemessen. An Tag 3 nach IL-10-
Vektorbehandlung ist die IL-10-Konzentration in der BAL-FlUssigkeit sehr hoch, Uber den Zeitraum von
18 Tagen lasst die Konzentration langsam nach. In der Lavage von mit mock-Vektor- oder mit
isotonischer NaCl-Lésung-behandelten Kontrollieren lag die IL-10-Konzentration wahrend des
untersuchten Zeitraums unterhalb der Nachweisgrenze (n=2 pro Datenpunkt).

Weiterhin stellte sich die Frage, welcher Zelltyp im Lungengewebe der Mause mit dem
applizierten Vektor transfiziert wird und welche Zellen damit letztlich das eingeschleuste
IL-10-Gen exprimieren. Dazu wurden an drei aufeinander folgenden Tagen Balb/c-Mause
intranasal mit einem Kontrollvektor behandelt, in dem die DNA-Sequenz fur B-Galactosidase
enthalten war. Kontrolltiere erhielten stattdessen den pIRES2-EGFP-Vektor. Nach drei

Tagen wurden die Lungen entnommen und mit einer X-Galaktosidase-Farbung gefarbt

(Abbildung 18).
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lacZ-Vektor mock-Vektor

Abbildung 18: Uberpriifung der Vektorexpression im Lungengewebe von Balb/c-Mausen.
X-Gal-Farbung des Lungengewebes von Mausen nach intranasaler Applikation eines LacZ-haltigen
Vektors bzw. des mock-Vektors, 20:1. Gegenfarbung mit Kernechtrot. Die blau gefarbten Epithelzellen
exprimieren die Vektor-DNA.

In den Lungenschnitten ist in Abbildung 18 anhand der deutlichen Blau-Farbung zu
erkennen, dass die Epithelzellen der groRen Bronchien mit den intranasal verabreichten
Plasmiden transfiziert werden und dort das eingeschleuste Gen synthetisieren. Im
Gegensatz dazu ist das Lungenepithel der Kontrolltiere nicht blau angefarbt, es
unterscheidet sich optisch nicht vom Ubrigen Lungengewebe. Letzteres beweist auch die

Spezifitat der Farbung.

4.3.2. Ergebnisse therapeutischer Applikation des IL-10-Vektors in
Balb/c-Mause

Nachdem die Effizienz des Gentransfers und der Proteinexpression von IL-10 nachgewiesen
wurde (siehe oben Punkt 4.3.1.), wurde der Effekt nasaler IL-10-DNA-Applikation im murinen
Asthma-Modell getestet. Balb/c-Mause wurden zunachst innerhalb eines 16 Tage langen
Zeitraums durch zwei intraperetoneale Injektionen von OVA in Alum und drei intranasale
Applikationen von OVA in NaCl-Lésung auf das Antigen Ovalbumin sensibilisiert. Im
Anschluss an die erfolgreiche Sensibilisierung erhielten die Tiere drei intranasale Gaben von
jeweils 100 ug der Vektor-DNA in 40 ul TE-Puffer pro Maus (Material und Methoden

Abbildung 3).

Die BAL wurde aus dem rechten Lungenfliugel entnommen und darin die Zellzahl und die
Zahl der Eosinophilen ermittelt. Wie in Abbildung 19 gezeigt, fuhrte die OVA-Sensibilisierung
zu einem starken Anstieg der absoluten Zellzahl und der Zahl der Eosinophilen in der BAL-
Flissigkeit. Durch therapeutische IL-10-Vektorapplikation erhdhte sich die Zellzahl in der
Lunge nochmals signifikant. Im Gegensatz dazu hatte eine therapeutische Behandlung der

Tiere mit dem mock-Vektor keinen signifikanten Einfluss auf die absolute Zellzahl und die
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Zusammensetzung der Zelltypen in der BAL-FlUssigkeit
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Abbildung 19: Ergebnisse therapeutischer Applikation des IL-10-Vektors in Balb/c-Mause.
Zellzahl und Eosinophilenzahl in der BAL-Flussigkeit. Therapeutische IL-10-Vektor-Behandlung flhrte
zu einem Anstieg der absoluten Zellzahl und der Zahl der Eosinophilen in der BAL-Flissigkeit von
OVA-sensibilisierten Balb/c-Mausen (p< 0,05 fir IL-10-Vektor-behandelte Tiere gegen mock-Vektor-
behandelte Tiere und OVA-Kontrolltiere, 2-seitiger t-Test, n = 6). Die Applikation des mock-Vektors
hatte im Vergleich zu der OVA-Kontrollgruppe keinen Einfluss auf die Zellzahl in der BAL-Flussigkeit.

OVA-

Die Lungenfunktionsmessung nach Metacholin-Provokation ergab ein zu den Zellzahlen

korrelierendes Ergebnis. Durch OVA-Sensibilisierung wird eine starke Atemwegshyper-

reagibilitdt hervorgerufenen (Abbildung 20). Nach therapeutischer IL-10-Vektor-Behandlung

der OVA-sensibilisierten Balb/c-Mause war bei hochster Metacholinkonzentration die AHR

deutlich erhdht. Die AHR der mock-Vektor-behandelten Versuchsgruppe unterschied sich

nicht von der OVA-Kontrollgruppe.
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Abbildung 20: Ergebnisse therapeutischer Applikation des IL-10-Vektors in Balb/c-Mause.
Lungenfunktionsmessung nach Metacholin-Provokation. OVA-sensibilisierte Tiere entwickeln im

Vergleich zur Alum-Kontrollgruppe eine starke AHR, die durch therapeutische

Behandlung deutlich verschlimmert wird.

IL-10-Vektor-
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Die Quantifizierung der Zytokinspiegel erfolgte im Mediumuberstand der Lymphozyten-
Zellkultur mittels ELISA. Die Th2-Zytokine IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13 waren bei OVA-
sensibilisierten und mit dem IL-10-Vektor behandelten Mausen im Vergleich zu der OVA-
Kontrollgruppe und zu der mock-Vektor-therapierten Vergleichsgruppe signifikant erhoht. Im
Gegensatz dazu nahm das Th1-Zytokin IFN-y im Vergleich zur OVA-Kontrollgruppe sowohl
in der Lymphozytenkultur aus IL-10-Vektor-behandelten Mdusen als auch aus mock-Vektor-

behandelten Tieren signifikant ab (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Ergebnisse therapeutischer Applikation des IL-10-Vektors in Balb/c-Mause.
Zytokinspiegel im Uberstand der Lymphozytenkultur. Nach IL-10-Vektor-Applikation steigen die IL-4-,
IL-5-, IL-10- und IL-13-Spiegel im Vergleich zur OVA-Kontrollgruppe signifikant an. Der IFN-y-Spiegel
ist nach Vektorbehandlung stark reduziert. (reprasentative Daten eines von zwei unabhangigen
Experimenten, p < 0,05 fir IL-10-Vektor-behandelte gegen OVA-Kontrolltiere, 2-seitiger t-Test, n = 6).

Die Immunglobuline wurden mittels ELISA im Serum der Tiere bestimmt. Die OVA-
spezifischen IgE-Spiegel sind in den IL-10-Vektor-behandelten Mausen, verglichen mit
Tieren der OVA-Kontrollgruppe, deutlich erhoht. Die IgE-Spiegel in der mock-Vektor-
behandelten Versuchsgruppe unterscheiden sich nicht von denen der OVA-Kontrollgruppe

(Abbildung 22).

Die 1gG+-Spiegel sind im Serum der OVA-sensibilisierten und anschlieBend mit IL-10- oder
mock-Vektor-behandelten Mause héher als in der OVA-Kontrollgruppe. Die Unterschiede
sind jedoch nicht signifikant. IgG,a ist im Vergleich zur OVA-Versuchsgruppe in den mock-
Vektor-behandelten Tieren deutlich, aber statistisch nicht signifikant erhdht. Der IL-10-Vektor

beeinflusst die IgG,a-Level im Serum der Versuchstiere nicht.
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Abbildung 22: Ergebnisse therapeutischer Applikation des IL-10-Vektors in Balb/c-Mause.

Messung der Immunglobuline im Serum mittels ELISA. Die OVA-sensibilisierten und IL-10-Vektor-
behandelten Mause zeigen signifikant erhdhte IgE-Spiegel im Vergleich zur OVA-sensibilisierten
Kontrollgruppe (n = 6). Die IgG;-Spiegel sind sowohl bei IL-10- als auch bei mock-Vektor-behandelten
Tieren erhoht, der 1IgG,a-Spiegel ist in der mock-Vektor-Versuchsgruppe angestiegen.

Die Quantifizierung des Entzindungsgrades und der Mukusproduktion der Lunge mittels

morphometrischer Bildanalyse ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den OVA-

sensibilisierten Versuchsgruppen (Abbildung 23). Die therapeutische Behandlung mit dem
mock-Vektor fiihrt zu einer leichten Verringerung des Inflammationsgrades und zu einem
geringen Ruckgang der Mukussekretion in den Lungen.
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Abbildung 23: Ergebnisse therapeutischer Applikation des IL-10-Vektors in Balb/c-Mause.
Entziindungsgrad und Mukusproduktion im Lungengewebe nach morphometrischer Bildanalyse. Die
Quantifizierung des Inflammationsgrades und Mukusgehaltes in den Lungen ergab keine signifikanten
Veranderungen zwischen den OVA-sensibilisierten Versuchsgruppen (n = 6).
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4.3.3. Ergebnisse praventiver Applikation des IL-10-Vektors in Balb/c-
Mause

Nachdem gezeigt wurde, dass der IL-10-Vektor bei therapeutischer intranasaler Gabe in
OVA-sensibilisierte Balb/c-Mause die Auspragung eines Asthma-Phanotyps beeinflusst,
wurde der IL-10-Vektor in einem therapeutischen Ansatz im murinen Asthma-Modell
getestet. Zur Induktion eines Asthma-ahnlichen Phanotyps wurden Balb/c-Mause innerhalb
eines 20 Tage langen Protokolls auf das Modell-Antigen Hiihner-Ovalbumin sensibilisiert und
intranasal an vier Tagen mit dem IL-10-Vektor, dem mock-Vektor oder TE-Puffer behandelt
(Material und Methoden, Abbildung 2). Mit diesem Protokoll wird eine OVA-spezifische Th2-

Immunantwort angestol3en.

Ein wichtiges Merkmal des allergischen Asthma bronchiale ist die Entzindungsreaktion des
Lungengewebes. Deshalb wurden die Lungen der behandelten Mause in Parafin eingebettet
und mit H&E geféarbt. Die Abbildung 24 zeigt vier reprasentative mikroskopische Aufnahmen
der Lungen von unterschiedlich behandelten Versuchsgruppen. Das Lungengewebe von den
OVA-sensibilisierten Mausen, die vor Beginn der Sensibilisierung nicht praventiv mit dem
IL-10-Vektor behandelt wurden, war stark entziindet. In den Atemwegen der Tiere befindet
sich ein dichtes peribronchiolares und perivasculares Infiltrat, bestehend aus Lymphozyten,
Eosinophilen und Neutrophilen. Im Gegensatz dazu enthalten die Lungen der Mause deutlich
weniger entzindliche Infiltrate, welche praventiv vor Beginn der OVA-Sensibilisierung mit
dem IL-10-Vektor intranasal behandelt wurden. Die Lungenhistologie der IL-10-Vektor-
behandelten Tiere ahnelt der Histologie der nicht sensibilisierten Tiere aus der Alum-
Kontrollgruppe. Eine intranasale Gabe des mock-Vektors fiihrt nicht zu einer so deutlichen

Reduktion der Entziindung in der Lunge der OVA-sensibilisierten Mause.
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Abbildung 24: Ergebnisse praventiver Applikation des IL-10-Vektors in Balb/c-Mause.

H&E-Farbung des Lungengewebes von Balb/c-Mausen 10:1. Das Lungengewebe von Mausen,
welche mit Alum und isotonischer NaCl-Losung behandelt wurden, zeigt eine normale
Lungenhistologie ohne Entziindungsherde und Eosinophilie, wahrend das Lungengewebe von OVA-
sensibilisierten Tieren dichte peribronchiale Zellinfiltrate aus Lymphozyten und eosinophilen
Granulozyten enthalt. Die Entziindung des Lungengewebes von OVA-sensibilisierten Balb/c-Mausen
wird durch die Behandlung mit dem IL-10-Vektor und dem mock-Vektor vermindert. Abgebildet ist
jeweils ein reprasentativer Schnitt pro Gruppe.

Weil die Auswertung der mikroskopischen Schnitte haufig von der subjektiven Bewertung
des Betrachters abhangig ist, wurden alle Praparate mit einem computerbasierten
morphometrischen Bildanalyseverfahren ausgewertet. Die Abbildung 25 zeigt die Ergebnisse
der computerbasierten Quantifizierung des Inflammationsgrades und des Mukusgehaltes der
Lungen. OVA-Sensibilisierung fuhrt zu einem staken Anstieg des Inflammationsgrades und
der Mukusproduktion der Becherzellen. Durch die Behandlung mit dem IL-10-Vektor wird die
Entziindung in Vergleich zu unbehandelten, OVA-sensibilisierten Tieren (OVA-Kontrolle) um
50 % reduziert. Auch die Applikation des mock-Vektors fuhrt zu einem verminderten

Entziindungsgrad in den Lungen der Mause.

Bei der Quantifizierung der Mukusproduktion der Becherzellen durch morphometrische
Bildanalyse in PAS-gefarbten Lungenschnitten zeigte sich eine starke Mukusproduktion in
Lungen von OVA-sensibilisierten Balb/c-Mausen im Gegensatz zu der Alum-Kontrollgruppe.
Durch intranasale Behandlung der Tiere mit dem IL-10-Vektor konnte die Mukusproduktion
der Lunge gesenkt werden. Die Applikation des mock-Vektors hatte keinen so deutlichen
Einfluss auf die Mukusproduktion (Abbildung 25). Die Unterschiede in der Mukussekretion

zwischen den OVA-sensibilisierten Versuchsgruppen sind statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 25: Ergebnisse praventiver Applikation des IL-10-Vektors in Balb/c-Mause.

Entziindungsgrad und Mukusproduktion im Lungengewebe. Dargestellt sind die Daten der
computerbasierten, morphometrischen Bildanalyse zur Quantifizierung des Inflammationsgrades und
des Mukusgehaltes der Lungen. DNA-Vektor-Behandlung von OVA-sensibilisierten Mausen fihrt im

Vergleich zur OVA-Kontrollgruppe zu einer Verringerung des Entzindungsgrades und der
Mukusproduktion in den Lungen (n = 6).

Als weiterer histo-pathologischer Parameter wurden die Zellzahl und die Zelltypen in der
BAL-Flussigkeit untersucht. Dazu wurde im rechten Lungenfliigel eine BAL mit jeweils drei
mal 400 pyl DPBS durchgefiihrt. Die absolute Zellzahl in der Lavage-Flissigkeit wurde in
einer Zahlkammer bestimmt. Sowohl die absolute Zellzahl als auch die Zahl der Eosinophilen
in der BAL-FlUssigkeit waren bei den OVA-sensibilisierten Tieren sehr hoch und lie3en sich
durch praventive Behandlung mit dem IL-10-Vektor signifikant um mindestens 50 %
verringern (Abbildung 26). Eine Behandlung mit dem mock-Vektor hatte im Vergleich zu
OVA-sensibilisierten Mausen keinen Einfluss auf die absolute Zellzahl und nur einen
geringen Einfluss auf die Eosinophilie in den Lungen.
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Abbildung 26: Ergebnisse praventiver Applikation des IL-10-Vektors in Balb/c-Mause.
Zellzahl und Eosinophilenzahl in der BAL-FlUssigkeit. Die Behandlung mit dem IL-10-Vektor reduziert
die absolute Zellzahl und die Zahl der Eosinophilen in der BAL-Flissigkeit von OVA-sensibilisierten

Balb/c-Mausen (p< 0,05 fir IL-10-Vektor-behandelte Tiere gegen mock-Vektor-behandelte Tiere und
gegen OVA-Tiere, 2-seitiger t-Test, n = 6).
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Die Atemwegshyperreagibilitat (AHR) ist einer der wichtigsten physiologischen Parameter
beim allergischen Asthma bronchiale. Im Ganzkérperplethysmographen fir Mause wurde
unter ansteigenden Metacholinkonzentrationen die AHR von OVA-sensibilisierten und mit
IL-10-Vektor- bzw. mock-Vektor-behandelten Tieren gemessen. OVA-sensibilisierte Tiere
entwickeln bei hdchster Metacholinkonzentration eine starke AHR mit Penh-Werten von Uber
800 (% uber Basalwert) (Abbildung 27). Die AHR von Balb/c-Mausen, die vor Beginn der
OVA-Sensibilisierung praventiv mit dem IL-10-Vektor oder dem mock-Vektor behandelt
wurden, ist fast vollstdndig normalisiert. Zwischen dem IL-10-Vektor und dem mock-Vektor

wurden keine Unterschiede in der Wirkung auf die AHR festgestellt.
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Abbildung 27: Ergebnisse praventiver Applikation des IL-10-Vektors in Balb/c-Mause.
Lungenfunktionsmessung im Ganzkorperplethysmographen fir Mause unter ansteigenden Meta-
cholinkonzentrationen. OVA-sensibilisierte Tiere entwickeln eine starke AHR wahrend die AHR von
IL-10-Vektor- bzw. mock-Vektor-behandelten Mausen fast vollstandig normalisiert ist (p < 0,05 fur
IL-10-Vektor- und mock-Vektor-behandelte Tiere gegen OVA-Kontrolltiere, 2-seitiger t-Test, n = 6).

Der Einfluss der DNA-Vektoren auf die Regulation der Immunantwort wurde durch Messung
der Hauptisotypen der Immunglobuline (IgE, 1gG1 und 1gG,a) im Serum der Tiere ermittelt.
Die Messung der Zytokine IL-5, IL-10, IL-13 und IFN-y erfolgte im Mediumuberstand der
Lymphozytenkultur. Damit konnte eine eventuelle Veranderung der Immunantwort von einer
Th2-dominierten Reaktion, wie sie fur allergisches Asthma typisch ist, hin zu einer Th1-

dominierten Reaktion untersucht werden.

Allergen-spezifisches IgE als wichtiges Merkmal des allergischen Asthmas wurde mittels
ELISA im Serum der Tiere gemessen. Dabei zeigte sich, dass die OVA-spezifischen IgE-
Spiegel in OVA-sensibilisierten Mausen durch Behandlung mit dem IL-10-Vektor, im
Vergleich zur OVA-Kontrollgruppe, signifikant reduziert werden kénnen (Abbildung 28). Auch

die Behandlung der Tiere mit dem mock-Vektor fuhrt zu einer signifikanten Reduktion des
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OVA-spezifischen IgE-Spiegels. Die IgE-Werte der Vektor-behandelten Tiere entsprechen
nahezu den Werten der Tiere der nicht sensibilisierten Alum-Kontrollgruppe.

Die 1gG+-Spiegel sind ein Indiz fur die Starke der Th2-Reaktion des Immunsystems. Durch
die OVA-Sensibilisierung sind die 1gG4-Spiegel im Serum der untersuchten Balb/c-Mause
stark angestiegen (Abbildung 28). In IL-10-Vektor-behandelten Mausen waren die IgG4-Level
im Vergleich zur OVA-Kontrollgruppe signifikant reduziert, wahrend nach der Behandlung mit

dem mock-Vektor keine Verringerung der IgG4-Spiegel zu beobachten war.

Das Immunglobulin 1gG., gilt als Gegenspieler des 1gG; und lasst eine Aussage Uber die
Th1-Immunantwort zu. Durch intranasale DNA-Behandlung mit dem IL-10- oder dem mock-
Vektor konnten keine signifikanten Effekte auf die 1gG,a-Spiegel im Serum von Balb/c-

Mausen erreicht werden (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Ergebnisse praventiver Applikation des IL-10-Vektors in Balb/c-Mause.

Messung der Immunglobuline. Die OVA-sensibilisierten und IL-10-Vektor-behandelten Mause zeigen
im Vergleich zur OVA-sensibilisierten Kontrollgruppe signifikant reduzierte IgE- und IgG4-Spiegel
(p < 0,05 fir IL-10-Vektor-behandelte Tiere gegen OVA-Kontrolltiere, 2-seitiger t-Test, n = 6). Die

Messung der IgGaa-Level ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den OVA-sensibilisierten
Versuchsgruppen.

Zytokine sind Proteine, die von bestimmten Zellen gebildet werden und das Verhalten
anderer Zellen - und damit auch die Immunantwort - beeinflussen. Die Zytokinspiegel wurden

im Mediumuberstand der Lymphozytenkultur aus der Milz mittels ELISA gemessen.

Die Th2-Zytokine IL-5 und IL-13 waren nach praventiver Gabe des IL-10-Vektors signifikant
verringert (Abbildung 29), wahrend der mock-Vektor keine Wirkung auf die IL-5- und IL-13-
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Level hatte. Die IL-10-Spiegel im Uberstand der Zellkultur waren nach IL-10-Vektor-
Applikation leicht erhdht, der mock-Vektor bewirkte nur eine minimale Verschiebung der
IL-10-Produktion der Lymphozyten.

Auf die IFN-y-Produktion der Lymphozyten hatte die IL-10-Vektor-Behandlung keinen
Einfluss. Die intranasale Gabe des mock-Vektors flhrte in den Milzzellen von Balb/c-Mausen

jedoch zu einer sehr starken, signifikant erhéhten IFN-y Produktion (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Ergebnisse praventiver Applikation des IL-10-Vektors in Balb/c-Mause.

Zytokinspiegel im Uberstand der Lymphozytenkultur. Nach IL-10-Behandlung sind die IL-5- und IL-13-
Spiegel signifikant reduziert, der IL-10-Spiegel ist leicht angehoben. Auf den IFN-y-Spiegel hat der
IL-10-Vektor im Gegensatz zum mock-Vektor keinen Einfluss. (p < 0,05 fir IL-10-Vektor gegen mock-
Vektor oder OVA-Kontrolltiere, 2-seitiger t-Test, n = 6).

4.3.4. Ergebnisse neonataler Applikation des IL-10-Vektors in Balb/c-
Mause

Allergische Erkrankungen wie allergisches Asthma bronchiale treten sehr haufig schon im
frihen Kindesalter auf. Einige Studien deuten darauf hin, dass bei Allergien eine Pravention
oder friihzeitige Behandlung im Kindsalter Erfolg versprechender und effektiver ist als eine
spatere Therapie. Deshalb wurde getestet, ob die Behandlung von neugeborenen Balb/c-
Mausen mit dem IL-10-Vektor die spatere Auspragung eines Asthma-ahnlichen Phanotyps in
den ausgewachsenen Tieren vermindern kann.

Dazu wurden neugeborene Balb/c-Mause mit dem IL-10-Vektor,dem mock-Vektor oder mit
NaCl-Lésung (0,9 %) intranasal unter Isofluran-Narkose behandelt. Im Alter von 5 Wochen

erfolgte eine Sensibilisierung der Tiere auf das Modell-Antigen OVA. Dazu wurden die
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Mause in einem 16-tdgigen Protokoll (Material und Methoden, Abbildung 4) intraperetoneal
mit OVA in Alum- und intranasal mit OVA in NaCl-Lésung behandelt. Nach Abschluss der
Sensibilisierung wurde die Atemwegshyperreagibilitdt nach Metacholin-Provokation
gemessen. Einen Tag spater wurden die Tiere fur weitere Analysen mit CO, getdtet, und die

BAL-Flussigkeit, Blut, Lunge und Milz entnommen.

Die absolute Zellzahl wurde in der BAL-FlUussigkeit nach Trypanblau-Farbung in einer
Zahlkammer bestimmt. In der Versuchsgruppe, die neonatal mit Vektor-DNA behandelt
wurde, ist die Zellzahl in der Lunge signifikant geringer als in der OVA-Kontrollgruppe
(Abbildung 30). In der BAL-Flissigkeit aus den Lungen der IL-10-Vektor-behandelten Tiere
ist die Zellzahl nahezu normalisiert. Die Zelldichte in den Lungen von ausgewachsenen
Mausen, die neonatal mit mock-Vektor behandelt wurden, ist signifikant héher als die

Zelldichte in der BAL-Flussigkeit der IL-10-Vektor-behandelten Versuchsgruppe.
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Abbildung 30: Ergebnisse neonataler Applikation des IL-10-Vektors in Balb/c-Mause.
Absolute Zellzahl und Eosinophilenzahl in der BAL-Flissigkeit. Friihe Behandlung mit dem IL-10-
Vektor reduziert signifikant die absolute Zellzahl sowie die Zahl der Eosinophilen in der BAL-
Flissigkeit von OVA-sensibilisierten Balb/c-Mausen. (p < 0,05; 2-seitiger t-Test, n = 6).

Die Differenzierung der verschiedenen Zelltypen in der BAL-FlUssigkeit zeigte, dass die Zahl
der eosinophilen Granulozyten in den Lungen der Tiere, die als Neugeborene mit Vektor-
DNA behandelt wurden, nach OVA-Sensibilisierung im ausgewachsenen Stadium signifikant
geringer ist als in der OVA-Kontrollgruppe. Die protektive Wirkung des IL-10-Vektors auf die
Eosinophilie in den Lungen ist also, verglichen mit dem mock-Vektor, signifikant verbessert
(Abbildung 30).

Die Lungenfunktionsmessung erfolgte bei ansteigenden Metacholinkonzentrationen von 0; 5;

10 und 20 mg/ml Metacholin in DPBS. Mit steigender Intensitat der Metacholin-Provokation
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erhdht sich die Lungenfunktion der Versuchstiere (Abbildung 31). Bei der hdchsten

Konzentrationsstufe von 20 mg/ml Metacholin ereichen die OVA-sensibilisierten Mause
Penh-Werte von Gber 1000 (% uUber Basalwert). Nicht auf OVA sensibilisierte Tiere der Alum-
Kontrollgruppe zeigen eine normale AHR. Die friihzeitige Behandlung der Tiere mit den
DNA-Vektoren senkt die AHR in den ausgewachsenen OVA-sensibilisierten Mausen auf ein
mittleres Niveau ab. Beide Vektoren wirken gleich stark, der IL-10-Vektor ist dem mock-

Vektor nicht Uberlegen.
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Abbildung 31: Ergebnisse neonataler Applikation des IL-10-Vektors in Balb/c-Mause.
Lungenfunktionsmessung nach Metacholin-Provokation. Die praventive Behandlung der Jungtiere
fihrt zu einer Reduktion der Atemwegshyperreaktivitdt nach einer Sensibilisierung auf OVA im Alter
von 6 Wochen. Es gibt keine Unterschiede zwischen dem IL-10-Vektor und dem mock-Vektor (n=15).

Den Tieren wurde Blut enthommen und im Serum wurden die Allergen-spezifischen IgE-
Level gemessen. Abbildung 32 zeigt die sprunghaft ansteigenden Serum-IgE-Spiegel in
OVA-sensibilisierten Mausen verglichen mit der Alum-Kontrollgruppe. Die neonatal mit dem
IL-10-Vektor behandelten Mause zeigen nach OVA-Sensibilisierung signifikant verringerte
IgE-Level. Eine friihzeitige mock-Vektor-Applikation hat nach OVA-Sensibilisierung keinen

vermindernden Einfluss auf die IgE-Spiegel im Serum der ausgewachsenen Tiere.
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Abbildung 32: Ergebnisse neonataler Applikation des IL-10-Vektors in Balb/c-Mause.

Messung von OVA-spezifischem IgE mittels ELISA. Die Behandlung von neonatalen Balb/c-Mausen
mit dem IL-10-Vektor flhrt zu einer signifikanten Reduktion der OVA-spezifischen Serum-IgE-Spiegel
nach einer OVA-Sensibilisierung im Alter von 5 bis 6 Wochen. (p < 0,05 fir IL-10-Vektor-behandelte
Tiere gegen OVA-Kontrolltiere sowie IL-10-Vektor- gegen mock-Vektor-behandelte Tiere; 2-seitiger t-
Test, n 2 6).

Der linke Lungenfliigel wurde in Parafin eingebettet und die Lungenschnitte mit H&E bzw.
PAS gefarbt. Die Abbildung 33 zeigt die Ergebnisse der Bildanalyse zur Quantifizierung des
Inflammationsgrades in den Lungen. Die Entziindung in den Lungen lasst sich durch die
Behandlung von neugeborenen Balb/c-Mausen mit dem IL-10-Vektor oder dem mock-Vektor

nicht beeinflussen.

Die computerbasierte Quantifizierung der Mukussekretion (Abbildung 33) belegt eine starke
Ansammelung von Mukus in Lungen von OVA-sensibilisierten Balb/c-Mausen im Gegensatz
zu der Alum-sensibilisierten Kontrollgruppe. Durch neonatale Applikation des IL-10-Vektors
konnte die Mukusproduktion der Becherzellen signifikant verringert werden. Die Behandlung
der Tiere mit dem mock-Vektor hatte nur einen geringen protektiven Effekt auf die erhéhte

Mukussekretion der Becherzellen.
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Abbildung 33: Ergebnisse neonataler Applikation des IL-10-Vektors in Balb/c-Mause.
Entzindungsgrad und Mukusproduktion im Lungengewebe nach morphometrischer Bildanalyse. Der
Entzindungsgrad der Lungen lie® sich durch die Behandlung von neugeborenen Balb/c-Mausen mit
dem IL-10-Vektor bzw. mit dem mock-Vektor nicht beeinflussen. Neonatale Behandlung mit dem
IL-10-Vektor reduziert signifikant die Mukussekretion der Becherzellen in den Lungen ausge-
wachsener, OVA-sensibilisierter Mause. Der mock-Vektor hat keinen Effekt auf die Mukusproduktion
der Lungen (p < 0,05 fir IL-10-Vektor-behandelte Tiere gegen OVA-Kontrolltiere sowie IL-10-Vektor-
gegen mock-Vektor-behandelte Tiere; 2-seitiger t-Test, n = 6).

4.3.5. Ergebnisse praventiver Applikation des IL-10-Vektors in
IL-10""-M&use

In den vorangegangenen Versuchen wurde der Einfluss einer erhdhten IL-10-Expression im
murinen Asthma-Modell nach intranasaler Behandlung mit einem IL-10-Vektor untersucht.
Interessant ist aber auch, die Wirkung von IL-10-Unterexpression auf die Immunreaktion zu
betrachten und zu testen, ob es mdglich ist, den IL-10-Mangel durch intranasale Applikation
des IL-10-Vektors auszugleichen.

Dazu wurden B6.129P2-1L10™'%" (IL-107")-M&use verwendet, als Kontrolltiere mit normaler
IL-10-Expression dienten C57 BL/6J (WT)-Mause. Die Tiere wurden zur Induktion eines
Asthma-ahnlichen Phanotyps innerhalb eines 30 Tage langen Protokolls auf das Modell-
Antigen Huhner-Ovalbumin (OVA) sensibilisiert. Dazu erhielten sie zwei intraperetoneale
Gaben von OVA in Alum und 6 intranasale Applikationen von OVA in NaCl (0,9 %). Die
Behandlung mit dem IL-10-Vektor bzw. dem mock-Vektor erfolgte intranasal an vier Tagen
vor und wahrend der OVA-Sensibilisierung (Material und Methoden, Abbildung 5). An Tag 30
erfolgte die Lungenfunktionsmessung und an Tag 31 wurden die Tiere fur weiterfihrende

Analysen getotet.

Von anderen Arbeitsgruppen wurde gezeigt, dass IL-10"-Mause keine AHR entwickeln,
jedoch nach einer Behandlung mit dem IL-10-Protein in diesen Tieren eine AHR wieder
induzierbar ist. Zur Uberpriifung dieses Phanomens wurden OVA-sensibilisierte 1L-107-

Mause und WT-Mause mit dem IL-10-Vektor oder mit dem mock-Vektor behandelt. Die
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Messung der Lungenfunktion erfolgte im Ganzkdrperplethysmographen fir Mause. Wie in
Abbildung 34 gezeigt, entwickeln OVA-sensibilisierte IL-10"-M&use keine bronchiale
Hyperaktivitdt nach Metacholin-Provokation. Wahrend OVA-sensibilisierte WT-Mause mit
steigender Metacholinkonzentration eine starke AHR vorweisen, unterscheidet sich die
Versuchsgruppe der OVA-sensibilisierten IL-10"-M&use nicht von den Alum-Kontrollgruppen.
Allerdings fuhrt auch die intranasale Behandlung der Tiere mit dem IL-10-Vektor nicht zur

Induktion einer AHR, ebenso wenig wie die Behandlung mit dem mock-Vektor.
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Abbildung 34: Ergebnisse praventiver Applikation des IL-10-Vektors in IL-10"-Ma&use.
Lungenfunktionsmessung nach Metacholin-Provokation. OVA-Sensibilisierung fuhrt bei IL-107-
Mausen nicht zur Auspragung einer AHR. Die OVA-sensibilisierte WT-Kontrollgruppe entwickelt eine
AHR (n = 6).

Um zu prifen, ob die fehlende Bronchokonstriktion mit einer normalisierten Entziindungs-
reaktion in der Lunge einhergeht, wurde die BAL-FlUssigkeit enthommen. Die Zellzahl wurde
in einer Zahlkammer nach Trypanblau-Farbung bestimmt. Die Abbildung 35 zeigt die
absolute Zellzahl und die Zahl der Eosinophilen in der BAL-FlUssigkeit. Nach Behandlung
der IL-10"-M&use mit dem IL-10-Vektor geht die Anzahl der Zellen in der Lunge im Vergleich
zur OVA-Kontrollgruppe deutlich zuriick. Eine Behandlung mit dem mock-Vektor hat keinen

Einfluss auf die Zellzahl in der BAL.

Fur die Zelldifferenzierung wurden aus der BAL-Flussigkeit Zytospin-Praparate angefertigt
und mit May-Grinwald-Giemsa gefarbt. Es wurden jeweils 100 Zellen pro Maus im
Lichtmikroskop differenziert. Die Differenzierung der Zellen in der BAL-Flissigkeit zeigt, dass
sowohl WT-Mause als auch IL-10"-Mause nach OVA-Sensibilisierung eine starke
Akkumulation von eosinophilen Granulozyten in der Lunge aufweisen. Durch Behandlung der

Tiere mit dem IL-10-Vektor wird die Eosinophilie um etwa die Halfte reduziert, der mock-
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Vektor hat bei praventiver Applikation in IL-10"-M&use keine schiitzende Wirkung vor
Entziindungsreaktionen im Lungengewebe.
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Abbildung 35: Ergebnisse praventiver Applikation des IL-10-Vektors in IL-10"-Méuse.

Absolute Zellzahl und Eosinophilenzahl in der BAL-Flussigkeit. Die Zellzahl und die Zahl der
Eosinophilen steigen nach OVA-Sensibilisierung sprunghaft an. Durch die Behandlung der IL-107-
Tiere mit dem IL-10-Vektor lasst sich die Gesamtzahl der Zellen in der Lunge und die Zahl der
Eosinophilen um etwa die Halfte absenken. Die Reduktion der Eosinophilen durch den IL-10-Vektor ist
statistisch signifikant (p < 0,05 fur IL-10-Vektor-behandelte Tiere gegen OVA-Kontrolltiere sowie IL-10-
Vektor- gegen mock-Vektor-behandelte Tiere; 2-seitiger t-Test, n 2 6).

Bei der Bestimmung der IgE-Spiegel im Serum der Tiere zeigte sich, dass die OVA-
sensibilisierten WT-Mause im Vergleich zu den OVA-sensibilisierten 1L-10"-Mausen
signifikant weniger OVA-spezifisches IgE im Serum aufweisen (Abbildung 36). Die
Behandlung der IL-10"-Tiere mit dem IL-10-Vektor fiihrt zur Verringerung der OVA-
spezifischen IgE-Level bei OVA-sensibilisierten IL-10"-Mausen. Der mock-Vektor hat keinen
Effekt auf die IgE-Level der behandelten Mause.
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Abbildung 36: Ergebnisse praventiver Applikation des IL-10-Vektors in IL-10"-Mé&use.

Messung der OVA-spezifischen IgE-Spiegel im Serum mittels ELISA. IL-10"-Mause zeigen deutlich
héhere IgE-Spiegel im Serum verglichen mit WT-Kontrolltieren. Nach einer IL-10-Vektorbehandlung
von IL-10"-Tieren sinkt der IgE-Spiegel auf das Level der WT-Kontrolltiere (n = 6).
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Die Inflammation des Lungengewebes wurde in H&E-gefarbten Lungenschnitten mittels
Bildanalyse bewertet. Es zeigt sich auch hier eine starkere Entziindungsreaktion in OVA-
sensibilisierten 1L-10"-Mausen im Vergleich zu WT-Tieren (Abbildung 37). Durch IL-10-
Vektor-Behandlung kann die Inflammation in IL-10"-M&usen vermindert werden. Eine mock-
Vektor-Behandlung ist im Vergleich dazu nicht so effektiv.

Die Mukusproduktion in den Lungen wurde nach PAS-Farbung des Gewebes quantifiziert.
Dabei zeigte sich, dass OVA-sensibilisierte IL-10"-Mause weniger Mukus in den Lungen

bilden als WT-Vergleichstiere (Abbildung 37). Eine Vektorbehandlung beeinflusst die
Mukussekretion der Becherzellen nicht.
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Abbildung 37: Ergebnisse praventiver Applikation des IL-10-Vektors in IL-10"-M4&use.
Entziindungsgrad und Mukusproduktion im Lungengewebe nach morphometrischer Bildanalyse. Die
Inflammation des Lungengewebes in OVA-sensibilisierten IL-10"-M3usen ist starker als in WT-
Kontrolltieren. Durch Vektorbehandlung sinkt der Inflammationsgrad, bleibt aber Uber dem Level der
WT-Kontrollgruppe. Die Mukussekretion der Lunge ist in den IL-10"-Mé&usen geringer als in den WT-
Tieren und lasst sich durch Vektorbehandlung nicht beeinflussen (n = 6).
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4.4. Entwicklung eines neuen Verfahrens der Quantifizierung verschiedener

pathologischer Parameter mittels morphometrischer Bildanalyse

Im Rahmen der Forschungsarbeiten der Arbeitsgruppe Padiatrische Allergologie und
Pulmonologie (AG Prof. Dr. med. Gesine Hansen) stellte sich immer wieder das Problem
einer moglichst objektiven Auswertung der Lungenpathologie der Versuchstiere. Die
Graduierung von Inflammationsgrad und Mukussekretion in H&E- bzw. PAS-gefarbten
Lungenpraparaten ist fir die Beurteilung des Behandlungserfolges im murinen Asthma-
Modell von groRer Bedeutung. Die gangigen Methoden zur Quantifizierung von
Entzindungsgrad und Mukusproduktion der Lungen oder auch allgemein zur Beurteilung
verschiedener mikroskopischer Gewebeproben sind sehr subjektiv und verlassen sich
zumeist auf die optische Beurteilung durch den Experimentator. Aus diesem Grund wurde
nach einer Analyseform gesucht, die ein hdéheres Mal® an Objektivitdt bietet. In
Zusammenarbeit mit dem Informatiker Dr. Ingo R. Homann wurde eine spezielle Software
entwickelt, welche mit einem neuen, computerbasierten Analyseverfahren zur
morphometrischen Bildanalyse die automatisierte Auswertung kompletter Versuchsserien

moglich macht.

4.4.1. Entwicklung eines glinstigen Berechnungsansatzes

Zur Beurteilung der Entziindung und des Mukusgehaltes der Lungenpraparate wurden die
einzelnen Objekte im Lichtmikroskop mit einer 5 stufigen Skala nach dem Schweregrad der
Inflammation, sowie nach einem Mukus-Score (siehe Material und Methoden Punkt 3.1.7.)
bewertet. Wahrend einer halbjahrigen Testphase wurden dann immer wieder die
verschiedenen, durch Herrn Dr. Homann entwickelten mathematisch/ technischen
Berechnungsansatze mit den Ergebnissen der optischen Graduierung verifiziert (Daten nicht

gezeigt).

Das anfangliche Ziel einer vollautomatischen Erkennung der pathologisch wichtigen
Bereiche, basierend auf einer Spektrenanalyse des mikroskopischen Bildes erwies sich als
technisch nicht realisierbar. Das entscheidende Problem dabei war die Zuordnung von
geeigneten Detektions-Schwellenwerten bei Versuchsserien mit extrem unterschiedlichen
Inflammationsgraden. Der Versuch, die Sattigung der Farbtdne in dem Berechnungsansatz
starker zu berlcksichtigen flihrte ebenfalls nicht zu einer Optimierung des Verfahrens.

Es erwies sich als am glnstigsten, den Schwellenwert, ab dem ein Bereich als relevant

erkannt wird, anhand eines Farbspektrums manuell fur jede Versuchsserie einmalig
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festzulegen und mit den Sattigungswerten zu kombinieren. Dieses Berechnungsverfahren
hatte eine hervorragende Ubereinstimmung zur optischen Bewertung (Tabelle 1) und wurde
im Verlauf eines weiteren halben Jahres genauer getestet und verfeinert, um die

Detektionsgenauigkeit relevanter Gewebebereiche zu optimieren.

PAS Positive Pixel Positive Pixel

12 positive Pixel 119 positive Pixel

225 positive Pixel 2599 positive Pixel

683 positive Pixel

3014 positive Pixel

1529 positive Pixel 4491 positive Pixel

]

e . g B BEhED
2735 positive Pixel 12522 positive Pixel

Tabelle 1: Die Tabelle zeigt 10 verschiedene mikroskopische Aufnahmen von Mauslungen in der
VergréRerung 10:1 gefarbt mit PAS (Spalte 1) oder H&E (Spalte 3) und den dazu errechneten blau-rot
Kontroll-Bildern. Die rot eingefarbten Bereiche der blau-rot-Bilder sind die von der Computeranalyse
erfassten PAS-positiven Pixel (Spalte 2) bzw. die Entziindungs-positiven Pixel (Spalte 4). Es zeigt sich
eine hervorragende Ubereinstimmung der von der Bildanalyse erfassten positiven Bereiche und der
optischen Bewertung.
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4.4.2. Prufung des Verfahrens durch einen unabhangigen Gutachter

Am Ende der Entwicklungsphase sollte das Analyseverfahren durch einen unabhangigen
Pathologen geprift und verifiziert werden. Aus diesem Grund wurde Frau Dr. Taege vom
Pathologischen Institut der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg kontaktiert. Sie erhielt
neutral beschriftete mikroskopischen Praparate der zu analysierenden Lungengewebs-
proben und bewertete diese nach einer gebrduchlichen 4-stufigen Skala (0-keine
Entziindung; 1-leicht entzlindet; 2-maRig entziindet; 3-stark entziindet; bzw.: 0-kein Mukus;
1-wenig Mukus; 2-maRig viel Mukus; 3- viel Mukus). Diese Methode ist auch in der Literatur

weit verbreitet.

Dieselben Praparate wurden abfotografiert (drei Aufnahmen pro Lunge) und mit dem neu
entwickelten Computerverfahren ausgewertet. Die positiv detektierten Pixel aus den drei
Aufnahmen jeder einzelnen Lunge wurden zu jeweils einem Gesamtwert addiert (Abbildung
38). Dieses System deckt nahezu den gesamten Lungenfliigel ab und berlcksichtigt damit
sowohl stark entzlindete zentrale Bereiche der Lunge als auch die Randbereiche. In der
Testphase und wahrend der Entwicklung des Verfahrens hat sich diese Herangehensweise
gut bewahrt.

Addition

der positiven

Pixel

V1

Abbildung 38: Giinstiges Verfahren zur Bewertung einer Lunge durch morphometrische Bildanalyse.
Es werden Uber den Lungenfligel verteilt drei mikroskopische Aufnahmen mit geeigneter
VergréRerung gemacht und die Zahl der vom Computer positiv detektierten Pixel wird anschlielRend
addiert.

Die Ergebnisse der unabhangigen pathologischen Bewertung wurden anschlieRend den
Ergebnissen des neuen computerbasierten Verfahrens gegeniber gestellt. In Tabelle 2 und
3 sind exemplarisch ein Teil der Daten aufgelistet. In Spalte eins steht die Nummer des

Praparates, in der zweiten Spalte sind die Ergebnisse der optischen Beurteilung des
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Praparates durch die Pathologin Frau Dr. Taege aufgelistet und in der dritten Spalte stehen
die Resultate der computerbasierten morphometrischen Bildanalyse, ausgedruckt als Anzahl
der positiv detektierten Pixel pro Lunge. Die Bewertung der Proben durch die Pathologin
steht in Ubereinstimmung zu den Daten aus dem neu entwickelten Bildanalyseverfahren.

Sehr deutlich zeigten sich jedoch die Vorteile des Computer-basierten Ansatzes: die
Graduierung stimmt mit den Ergebnissen der Pathologin Uberein, ist aber sehr viel feiner und
erlaubt auch die Detektion von sehr geringen Abstufungen im Entziindungsgrad oder in der
Mukusproduktion der Becherzellen. Die von Frau Dr. Tage als stark entziindet eingestuften
Proben erhalten durch die Computeranalyse Zahlenwerte von 1423 bis 36009 positive Pixel
pro Lunge. AuRerdem ermdglicht die neu entwickelte Quantifizierungsmethode

weiterfiihrende statistische Berechnungen auf der Basis der exakt ausgegebenen

Zahlenwerte.
Inflammation Mukusproduktion
Nummer | Score (Dr. Taege) | pos. Pixel Nummer | Score (Dr. Taege) pos. Pixel
9 gering 79 15 gering 0
12 gering 158 1 gering 4
15 gering 177 9 gering 17
1 gering 477 12 mahig 194
17 maRig 1341 13 maRig 214
10 stark 1423 5 stark 450
5 stark 1465 11 stark 564
19 stark 1788 8 stark 574
7 stark 2612 18 stark 721
13 stark 5421 10 stark 990
6 stark 5635 14 stark 1113
3 stark 5997 6 stark 1126
8 stark 9091 3 stark 1340
2 stark 13182 17 stark 2381
14 stark 13351 19 stark 2609
18 stark 18044 7 stark 3823
11 stark 22492 16 stark 4340
16 stark 36009 2 stark 4343
Tabelle 2 Tabelle 3

Tabelle 2: Vergleich der Beurteilung des Inflammationsgrades der Mauslungen von einem
unabhangigen Pathologen (Spalte zwei, Score Dr. Taege) mit den Daten der computerbasierten
morphologischen Bildanalyse (Spalte drei, pos. Pixel pro Lunge). Die Graduierung des
Bildanalyseverfahrens stimmt mit den Ergebnissen der pathologischen Beurteilung Uberein, ist aber
sehr viel genauer abgestuft.

Tabelle 3: Vergleich der Quantifizierung des Mukusgehaltes der Mauslungen von einem
unabhangigen Pathologen (Score Dr. Taege) mit den Ergebnissen der morphologischen Bildanalyse
(pos. Pixel). Die Ergebnisse beider Methoden korrelieren. Wiederum ergibt die computerbasierte
Methode eine genauere Abstufung als die optische Quantifizierung.
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Als Grundvorrausetzungen fur eine optimale Berechnung erwiesen sich wahrend der
Testung des Verfahrens eine gleiche Anschnittebene in den Praparaten, die gleiche
Schnittdicke des Gewebes, eine einheitliche Farbung der Objekte, die Wahl vergleichbarer
Bildausschnitte sowie die Aufnahme der Bilder mit den gleichen mikroskopischen

Einstellungen.

4.4.3. Weitere Anwendungsmaoglichkeiten

Obwohl das Bildanalyseverfahren anhand von H&E bzw. PAS gefarbten Lungenpraparaten
entwickelt wurde, ist damit die Bearbeitung einer Vielzahl unterschiedlicher pathologischer
Fragestellungen moglich. Fir das System ist die Auswertung anderer Farbungen problemlos
moglich. Erfolgreich getestet wurde eine Giemsa-Farbung an Lungengewebe (Abbildung 39)
und eine immunhistologische Farbung an Ovarkarzinom-Praparaten aus dem pathologischen
Institut der MLU Halle. Weiterhin ist aber auch die Analyse von Praparaten mit jeder anderen

Farbung oder auch die Quantifizierung von Fluoreszenzpraparaten denkbar.

Abbildung 39: Giemsa-gefarbte Lungenschnitte (oben) und das dazu computer-generierte rot-blau
Bild (unten). Die entziindeten, blau angefarbten Bereiche im Gewebe der Lungen werden von der
Software richtig erkannt und zur Veranschaulichung als rot-blau-Bild dargestellt. Vergréfierung 10:1.
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5. Diskussion

5.1. Reduzierte TGF-B4-Expression im murinen Asthma Modell

TGF-B1 gehoért zur grolRen Familie evolutionar stark konservierter Proteine mit starken
pleiotrophischen Eigenschaften [71] und spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation der
Immunzellen. Eine Mutation in TGF-BH"-Méusen fuhrt zu einer starken multifokalen
Entziindungsreaktion in allen lebend geborenen Tieren [50, 55]. Das macht die essentielle
Rolle von TGF-f, bei der Aufrechterhaltung des immunologischen Gleichgewichtes deutlich.
Wihrend TGF-B;""-M&use phanotypisch normal wirken, konnte sowohl in der vorliegenden
Arbeit als auch von anderen Arbeitsgruppen [72] gezeigt werden, dass TGF-B;*"-Mause nur

etwa 30 % des normalen TGF-B-Spiegels von WT-Tieren exprimieren.

In der vorliegenden Arbeit konnte weiterhin gezeigt werden, dass verringerte TGF-B4-
Expression in OVA-sensibilisierten TGF-B;*"-Mausen zu einem deutlichen Anstieg der Th2-
Zytokin-Spiegel IL-4, IL-5 und IL-13 fiihrt. Diese Zytokine spielen eine wesentliche Rolle in
der Pathogenese des allergischen Asthma bronchiale. Die erhéhten Th2-Zytokin-Spiegel
gehen mit einer erhdhten Entzindungsreaktion der Lungen, einer verstarkten Mukus-
sekretion sowie signifikant erhdhten Serum-IgE-Spiegeln und reduzierten IgG,a-Spiegeln
einher.

Das Zytokin IFN-y, welches eigentlich die Th2-Zytokinspiegel ausbalancieren sollte, ist in
diesen Tieren signifikant reduziert. Diese Ergebnisse sprechen fiir eine wichtige Rolle von
TGF-B im Zusammenhang mit allergischem Asthma. In der Literatur wird der Effekt von

TGF-p jedoch teilweise kontrovers diskutiert.

So konnte in einigen humanmedizinischen Studien gezeigt werden, dass TGF- von einer
Vielzahl verschiedener Zellen in den Lungen von Patienten mit Asthma produziert wird und
damit ein wichtiger Regulator der allergischen Atemwegserkrankungen sein kénnte [73-75].
Es wurde berichtet, dass die TGF-B-Spiegel in den Lungen von Asthmatikern gegenuber
gesunden Vergleichspersonen erhoht sind [65]. Trotzdem ist nicht klar, ob TGF- dabei in
erster Linie zu profibrotischen Effekten in den Lungen fihrt oder ob der protektive anti-
inflammatorische Effekt dieses Zytokins eine entscheidende Rolle spielt. Die Daten der
vorliegenden Arbeit sprechen flr die Hypothese, dass die hohen TGF-34-Spiegel in den
Lungen von Asthma-Patienten [65] teilweise als ein Ergebnis von entziindungshemmender

Kompensation angesehen werden kénnen.
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Des Weiteren wurde berichtet, dass TGF-3 an Reparaturprozessen von Geweben beteiligt ist
[76]. Die hohen TGF-B-Spiegel in den Lungen von Asthmatikern kdnnten damit auch die
Vermutung nahe legen, dass TGF-f als heilendes Molekil den Prozess der
Gewebeerneuerung férdert und die Entziindung im geschadigten Gewebe der Atemwege der
Patienten eindammt. Unter idealen Umstanden kénnte TGF-B damit zur Wiederherstellung
einer normalen Lungenhistologie beitragen, andererseits ist aber auch bekannt, dass TGF-3
bei der Entstehung von Fibrosen involviert ist [77]. Bei der permanent erhéhten Aktivitat von
TGF-B, wie sie durch chronische Entzindungen nach wiederholter Allergen-Stimulation
hervorgerufen wird, kann die starke TGF-B-Expression zu nachteiligen Effekten wie Fibrose

fihren, die zu einer chronischen Atemwegs-Obstruktion flhrt.

Zusatzlich zu den Daten dieser Arbeit zeigen aber auch vorangegangene Studien die
protektive Rolle von TGF-f4 beim allergischen Asthma. So konnte gezeigt werden, dass der
Transfer von OVA-spezifischen Th2-Zellen, welche in vitro zur Produktion von TGF-f3
angeregt wurden, die AHR und die Entziindungsreaktion der Lunge in immundefizienten
SCID-Mausen sowie in Balb/c-Mausen autheben kénnen [78]. In diesem Modell konnte der
inhibitorische Effekt auf die AHR durch die Behandlung der Mause mit einem

neutralisierenden monoklonalen Antikdrper gegen TGF-3 aufgehoben werden.

Ahnliche Ergebnisse zeigt eine neue Studie, die T-Zellen als zentrale Effektor-Zellen fiir
TGF-B+-vermittelte Regulierung der AHR identifizieren konnte [79]. Bei einer Antigen-
spezifischen Reizung zeigen Mause mit beeintrachtigtem TGF-f3,-Signalweg in T-Zellen eine
angestiegene AHR und Entziindung der Lungen im Vergleich zu WT-Tieren, die durch

Eosinophile dominiert wird.

Entsprechend dem Ergebnis dieser Arbeit, wonach reduzierte TGF-B-Expression in TGF-B*-
Mausen nach OVA-Sensibilisierung an eine signifikant erhéhte Zahl von Eosinophilen in der
BAL-Flissigkeit gekoppelt ist, sind in einer Studie von Nakao et all. auch die positiven
Effekte oraler Tolerisierung bei einer Eosinophilen-dominierten Lungenentzindung auf
TGF-B-produzierende T-Zellen zurlickzuflihren [80]. In dieser Studie konnte von den Autoren
gezeigt werden, dass aus toleranten Mausen isoliete CD4'-T-Zellen nach OVA-
Restimulation TGF-3; produzieren. Ein neutralisierender Antikbrper gegen TGF-4 hebt den
schitzenden Effekt auf die Eosinophilie in den Atemwegen von Balb/c-Mausen auf, denen

zuvor CD4*-T-Zellen von toleranten Mausen transferiert wurden.

Auf einen moéglichen Mechanismus fir die Reduktion der AHR durch TGF-34 wurde ebenfalls

von Nakao et al. [80] hingewiesen, welcher zeigen konnte, dass Antigen-vermittelte
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Atemwegsentzindung und AHR in Smad7-Tg-Mausen erhoht ist. Das ist ein Hinweis darauf,
dass der TGF-B/ Smad-Signalweg in reifen T-Zellen wichtig flr eine negative Rickkoppelung
der Entzindungsreaktionen des Immunsystems sein kénnte. In einer anderen Studie
konnten T-Zellen als zentrale Effektor-Zellen der TGF-B-vermittelten Regulation der AHR
identifiziert werden [79]. Dabei zeigten Mause mit beeintrachtigtem TGF-B-Signalweg in
T-Zellen nach einer Antigen-spezifischen Reizung eine erhéhte AHR und verstarkte

Lungenentziindung mit starker Eosinophilie im Vergleich zu WT-Kontrolltieren.

Im Gegensatz zu diesen Daten sind in der vorliegenden Arbeit reduzierte TGF-B-Spiegel
zwar einerseits signifikant an eine verstarkte Entziindung in den Lungen gekoppelt, es
konnte aber andererseits keine signifikante Verdnderung der AHR in TGF-B;""-Mausen mit
reduzierter TGF-B1-Expression im Vergleich zu WT-Tieren festgestellt werden. Lediglich bei
sehr hoher Metacholindosis ist ein leichter Anstieg der AHR in TGF-B*-Mausen
festzustellen. Die Daten zeigen damit, dass auch eine lediglich 30-prozentige TGF-(34-
Expression, wie sie in den TGF-Bf"-Méusen nachgewiesen wurde, fir eine Kontrolle der
AHR in Reaktion auf OVA ausreichend ist. Im Gegensatz dazu scheint eine TGF-[3-
Expression von nur 30 % nicht auszureichen um die Entziindung der Lunge, die Mukus-

sekretion sowie die Zytokin- und IgE-Produktion zu kontrollieren.

Wahrend sich die Arbeiten vieler Autoren auf in T-Zellen produziertes TGF-8 konzentrieren,
konnten andere Arbeitsgruppen zeigen, dass TGF-B4 in den Lungen von Asthma-Patienten
von einer Vielzahl von unterschiedlichen Zellen produziert wird, nicht ausschlieRlich von T-
Zellen [73-75]. Auch die erhéhten TGF-3-Spiegel in den Atemwegen von Asthmatikern im
Vergleich zu gesunden Vergleichspersonen [65], werden nicht allein von T-Zellen sondern
von verschiedenen Zelltypen produziert. TGF-B; wird von T- und B-Lymphozyten,
Makrophagen, Dendritischen Zellen (DCs) und den Blutplattchen gebildet [49, 81, 82]. In der
Lunge von Mausen wurde TGF-B;-mRNA im bronchialen Epithelium, in Clara-Zellen, in
mesenchymalen Zellen, im vaskularen Endothelium und in Alveolaren Zellen wie
Makrophagen gefunden [83]. Zusatzlich wurde eine sehr starke Expression von TGF-B;-

mRNA in der glatten Muskulatur der grofen Gefalie festgestellt [84].

Menschliche bronchiale Epithelzellen enthalten groRe Mengen des TGF-B-Proteins [85]. Die
TGF-B-Isoformen und deren Rezeptoren wurden in Makrophagen [83, 85-87], in mesen-
chymalen Zellen [83], in vaskularen Zellen und in Zellen der glatten Atemwegsmuskulatur
[85-87] sowie in bronchialen Drisenzellen [88] nachgewiesen. Wahrend manche Studien
TGF-B auch im gesunden Gewebe nachweisen [83, 86, 88], berichten andere Uber TGF-f in

Epithelien nur im Zusammenhang mit Fibrose [87].



5. Diskussion 80

Die Gegenwart von TGF-f3 im gesunden Lungengewebe deutet auf eine Funktion von TGF-3
bei der normalen Regulation physiologischer Prozesse in den Lungen hin. Das kénnte die
Aufgabe einer lokalen Immunmodulation, die Regulation der Zell-Proliferation und
Zelldifferentiation sowie die Kontrolle der normalen Reparaturprozesse im Gewebe
beinhalten. Auf dieser Grundlage spiegelt die Forschung der vorliegenden Arbeit an
TGF-B;"-Mausen mit reduzierter TGF-B-Expression der verschiedenen Zelltypen in den
Lungen die natirliche Situation besser wieder als die Forschung an transgenetischen

Mé&usen mit unterbrochenem TGF-B-Signalweg in T-Zellen.

In der vorliegenden Arbeit gehen die verringerten TGF-3-Spiegel mit einer verstarkten
Mukussekretion einher. Geringe Mengen von Mukus werden auch im gesunden
Lungengewebe produziert aber Mukus-Metaplasien mit Mukus-Ubersekretion sind ein
charakteristisches Merkmal des allergischen Asthmas. Chu et all. konnte in einer humanen
Studie zeigten, dass erhdhte TGF-Bo-Level mit einer erhdhten Mukusproduktion korrelieren,

wahrend TGF-B, in diesem Zusammenhang keine Rolle spielt [66].

Weiterhin sind eine Reihe von Proteinen wie die Th2-Zytokine IL-4, IL-5, IL-9 und IL-13
bekannt, welche Entziindungsreaktionen vermitteln und von denen man glaubt dass sie an
der Pathogenese der beobachteten, gestérten Mukusproduktion beteiligt sind [89-92]. Chu et
all. konnte zeigen, dass erhohte IL-13-Spiegel die Expression von TGF-B, und damit die
Mukussekretion auslésen [66]. Daher ist es nahe liegend, dass der signifikant erhdhte I1L-13-
Zytokinspiegel in TGF-B""-Mausen eine Erklarung fiir die starke Mukussekretion der Lungen
ist und dass TGF-B, indirekt Uber die Regulation von Zytokinen auch die Mukussekretion

reguliert.

Ein weiterer SchlUsselfaktor des allergischen Asthmas sind erhéhte allergenspezifische IgE-
Spiegel. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass reduzierte TGF-3,-Spiegel
zu einem Anstieg der antigenspezifischen IgE-Spiegel in Antigen-sensibilisierten Mausen
fuhren. Die Mechanismen fir diese Reaktion sind nicht untersucht, aber die erhohten IL-4-
und IL-13-Spiegel in TGF-B,"-Mausen kénnten eine Erkldrung dafiir sein. Es ist bekannt,

dass IL-4 und IL-13 die B-Zellen zur Produktion von IgE anregen [93].

Ein anderer denkbarer Mechanismus ist die Regulation der IgE-Spiegel Uber 1d2. Neue
Forschungsergebnisse lieferten den Beweis fiir die inhibitorische und selektive Rolle von Id2
auf die IgE-Produktion in Reaktion auf TGF-B4. 1d2 kdénnte als molekularer Schutz fungieren

um eine Veranderung der rekombinanten IgE-Klassen zu unterdricken und damit
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Reaktionen wie allergischer Hypersensibilitdt im Rahmen einer normalen Immunantwort

vorzubeugen [70].

Darlber hinaus fihren die Daten der vorliegenden Arbeit zu dem indirekten Schluss, dass
erhohte IgE-Werte nicht essentiell fur die Entwicklung einer AHR sind, weil die OVA-
sensibilisierten TGF-B*"-Mause zwar signifikant erhdhte IgE-Spiegel, jedoch keine signifikant
erhéhte AHR entwickeln.

Der Vergleich von Mausen mit normaler TGF-B-Expression und Mausen mit verminderter
TGF-B-Expression belegt gréltenteils den protektiven Effekt von TGF-B in Bezug auf die
Ausbildung eines Asthma-Phanotyps im murinen Asthma-Modell. Tiere mit verminderter
TGF-B+1-Expression zeigten nach einer OVA-Sensibilisierung verstarkte Mukussekretion und
Eosinophilie in den Lungen, erhohte Th2- und IgE-Spiegel sowie verringerte IFN-y-Werte.
Diese Ergebnisse gaben den AnstoR, die Wirkung einer Uberexpression von TGF-B im
Asthma-Tiermodell zu untersuchen. Dafir wurde das TGF-B4-Gen in einen Vektor kloniert

und Balb/c-Mausen mukosal transferiert.

5.2. Mukosaler Gentransfer von TGF-B1-cDNA im murinen Asthma-Modell

In den Versuchen wurde der nasale Behandlungsweg gewahlt, der im Gegensatz zur
intramuskularen oder subkutanen Injektion verschiedene Vorteile bietet. Das Immunsystem
wird an der Stelle des haufig ersten Antigen-Kontaktes stimuliert — der nasalen Mukosa. Sie
hat ein hohes Potential zur Entwicklung einer schnellen protektiven, regulatorischen

Immunantwort [128].

In der vorliegenden Arbeit konnte durch die deutlichen Blaufarbung des Lungenepithels nach
B-Galaktosidase-Farbung in Vektor-behandelten Balb/c-Mausen gezeigt werden, dass durch

die Behandlung uber den intranasalen Weg direkt das Zielorgan - die Lunge erreicht wird.

Vorrangegangene Studien konnten bereits zeigen, dass eine Immunisierung mit Allergen-
DNA vor allergischen Erkrankungen schiutzen kann [51, 129-132]. In einigen Studien wurden
die Th1-Zytokine IFN-y oder IL-18 in einen Vektor kloniert und damit die Effizienz der DNA-
Vaccine gesteigert [133-135]. Potentielle Risiken, welche die Insertion von einem starken
Th1-verstarkenden eukaryotischen Vektor bergen, sind zum einen ein erhdhtes Risiko fir
Nebenwirkungen wie eine akute oder chronische Th1-vermittelte Entziindungsreaktionen bei

haufig wiederholtem Antigen-Kontakt oder zum anderen eine Zerstérung der
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immunologischen Toleranz, welche wesendlich die Entstehung von Autoimmunerkrankungen
verhindert. Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit das teilweise protektiv
wirkende Zytokin TGF-B sowie im weiteren Teil der Arbeit das entziindungshemmende
Zytokin IL-10 in dem Vektor verwendet. Damit wurden zwei verschiedene immun-
regulatorische Ansatze verbunden, fir die jeweils einzeln eine protektive Wirkung im murinen
Asthma Modell nachgewiesen ist. Der eine Ansatz ist der gut bekannte Th1-férdernde Effekt
von unmethylierten CpG-Motiven im Vektorrickrad [123] und der andere Ansatz ist die

protektive, entzindungshemmende Wirkung von TGF-8 und Interleukin-10.

Zahlreiche Studien konnten inzwischen zeigen, dass regulatorischen T-Zellen eine
entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung des immunologischen Gleichgewichtes
zukommt [78, 79, 146-148]. Das geschieht durch die Produktion von immun-suppressiven
Zytokinen wie IL-10 und TGF- [146-148].

TGF-B gehort zu einer grofien Proteinfamilie die im Verlauf der Evolution kaum verandert
wurde. In Saugetieren gibt es drei nah verwandte Mitglieder dieser Proteinfamilie: TGF-f4,
TGF-B, und TGF-B;, die unter anderem eine wichtige Rolle bei der Regulation des
immunologischen Gleichgewichtes spielen [149]. TGF-B wird im Gewebe in einer latenten
Form produziert und erst durch die Abspaltung des LAP (latency-associated protein)
wahrend der Aktivierung wird die Rezeptor-Bindungsregion freigelegt [150]. Dieser Prozess
ermOglicht dem Organismus die Kontrolle des Zytokinspiegels und verhindert die

Uberexpression von aktivem TGF-B.

TGF-B1 unterdrickt die Produktion proinflammatorischer Zytokine aus Makrophagen, B-
Zellen und T-Zellen. Weiterhin hemmt TGF- die T-Zell-vermittelte Immunreaktion in vitro
[96, 98, 127] und in vivo [100, 101]. TGF-B-defiziente Mause versterben an entziindlichem
Multiorganversagen [126, 127] und bei Th1-dominierten Autoimmunerkrankungen konnte
durch die Gabe von TGF-B keine Verbesserung des Krankheitszustandes erzielt werden
[101, 151]. Eine Studie konnte die protektive, entzindungshemmende Wirkung von TGF-3
bei Arthritis nachweisen [152] und im Zusammenhang mit entziindlichen Darmerkrankungen
gilt TGF-B als ein starker negativer Regulator der mukosalen Entziindung [153]. Fir einer
regulatorische Funktion von TGF-B bei allergischen Reaktionen spricht eine Studie, die
zeigen konnte, dass bei Kindern eine erhdhte Konzentration von TGF-$ in der Muttermilch
die Entstehung von Atopien verringert [154]. Im Asthma-Maus-Modell konnte gezeigt
werden, dass CD4"-Zellen die nach gentechnischer Veranderung TGF-B produzieren die

AHR und die Entzindung der Lunge mindern [56]. Das kdnnte ein Hinweis dafur sein, dass
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TGF-B nicht nur bei Th1- sondern auch bei Th2-induzierten Erkrankungen eine wichtige

regulatorische Funktion erfuillt.

Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigten jedoch sehr unterschiedliche Effekte einer TGF-[3-
Vektor-Behandlung bei Balb/c-Mausen. Weder im praventiven noch im therapeutischen oder
im neonatalen Behandlungsprotokoll zeigte die TGF-B-Applikation eindeutig positive oder
negative Wirkung. So war die therapeutische Behandlung mit dem TGF-B-Vektor einerseits
an uberwiegend schadigende Effekte geknulpft, verringerte jedoch gleichzeitig die OVA-
spezifischen IgE-Spiegel im Serum der Tiere. Das praventive Behandlungskonzept war im
Gegensatz zum therapeutischen Ansatz lUberwiegend protektiv, hatte aber keinen Einfluss
auf die Zellen in der BAL und fiihrte aulRerdem zu erhéhten IL-4-, IL-10- und IL-13-Spiegeln.

Der Anstieg der IL-10-Spiegel nach einer TGF-B-Vektor-Behandlung wird durch Studien
bestatigt, die zeigen konnten, dass nicht nur IL-10 die Expression von TGF-B verstarken
kann [142, 143], sondern das auch umgekehrt TGF-$ die Produktion von IL-10 fordert [155].
Diese Daten deuten darauf hin, dass sich die beiden in der vorliegenden Arbeit untersuchten
Proteine gegenseitig stark regulieren. Bei einer Behandlung mit TGF-f werden somit
gleichzeitig die protektiven Eigenschaften von IL-10 teilweise mit ausgenutzt und vice versa.
Auch nach der Applikation des TGF-B-Vektors in neugeborene Mause kam es zwar auf der
einen Seite zu einer Verringerung der AHR, der Zahl der Eosinophilen und Entziindungs-
reaktion sowie der Mukusproduktion auf der anderen Seite jedoch nicht zu einer
Verringerung der IL-4-, IL-5-, IL-10- und IL-13-Zytokinspiegel und der OVA-spezifischen IgE-
Spiegel.

Diese Daten zeigen, dass die Applikation von TGF-B teilweise nur zu geringen protektiven
Effekten im murinen Asthma-Modell fuhrt und auch an schadigende Nebenwirkungen
geknupft ist. In der Literatur ist insbesondere die profibrotische Wirkung von TGF-B haufig
beschrieben [156-158] die besonders in chronischen Modellen eine wichtige Rolle spielt. Es
wurde weiterhin berichtet, dass die TGF-B-Spiegel in den Lungen von Asthmatikern
gegenuber gesunden Vergleichspersonen erhoht sind [102]. Dieser Beobachtung stehen
jedoch andere Studien gegentber, die keinerlei Veranderungen in den TGF-34-Spiegeln von

Asthma-Patienten gegenliber gesunden Menschen feststellen konnten [159, 160].

Diese widerspruchlichen Daten passen zu den in der vorliegenden Arbeit beobachteten
unterschiedlichen Effekten von TGF-B und untermauern die These, dass dieses Zytokin bei
allergischen Reaktionen sowohl protektive anti-inflammatorische Effekte als auch

schadigende Th-2-férdende Wirkung hat. So konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt
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werden, dass es nach praventiver Gabe des TGF-B-Vektors in Balb/c-Mausen zu einer
verringerten AHR in Reaktion auf Metacholin, signifikant niedrigeren IgE-Spiegeln und einer
leichten Reduktion des Entziindungsgrades und der Mukussekretion in den Lungen kommt.

Dieser protektiven Wirkung stehen jedoch gleichzeitig negative Effekte in Form von erhdhten
Th2-Zytokinspiegeln gegenlber. Die angestiegene Produktion von Th2-Zytokinen nach

TGF-B-Applikation konnte auch von anderen Autoren beobachtet werden [99].

Die therapeutische Behandlung mit dem TGF-3-Vektor ist ebenso wie die therapeutische
IL-10-Vektor-Behandlung an Uberwiegend schadigende Effekte geknupft. Das lasst die
Hypothese zu, dass die regulatorischen Zytokine IL-10 und TGF-B die Entwicklung von
allergischen  Entziindungsreaktionen sowie die Auspragung einer bronchialen
Hyperreagibilitdt zum Teil hemmen kdénnen wenn sie vor Beginn der Sensibilisierungsphase
in ausreichenden Konzentrationen exprimiert werden, jedoch kaum in der Lage sind, eine
voll etablierte Th2-dominierte Immunreaktion auszugleichen. Im Gegenteil scheint es in
diesem Fall zu einer teilweisen Verstarkung der pro-inflammatorischen Prozesse durch diese

Zytokine zu kommen.

So konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die therapeutische Behandlung
mit dem TGF-B-Vektor einerseits zu einer signifikant erhéhten AHR, einem Anstieg der
absoluten Zellzahl und der Zahl der Eosinophilen in der Lunge sowie einem signifikanten
Anstieg der IL-4-, IL-5-, IL-10- und IL-13-Level fiihrt. Ahnliche Effekte von TGF-B auf die Th2-
Zytokin-Spiegel konnten bereits auch von Barral-Netto et al. gezeigt werden [99].
Andererseits kommt es durch die therapeutische TGF-B-Vektor-Behandlung in der vor-
liegenden Arbeit zu einer Verringerung der OVA-spezifischen IgE-Spiegel im Serum der
Tiere. Dieses Ergebnis bestatigt die Arbeiten anderer Arbeitsgruppen, die zeigen konnten,
dass TGF- stark in die Regulation der IgE-Synthese involviert ist und zur Absenkung der
Serum-IgE-Spiegel fihrt [161, 162].

Auch im neonatalen Behandlungsprotokoll zeigt die TGF-B-Applikation keine eindeutig
positive oder negative Wirkung. Allerdings lassen sich auch hier, ebenso wie nach
praventiver Behandlung zum Teil protektive, anti-inflammatorischen Effekte von TGF-
nachweisen. So konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass eine intranasale
Applikation des TGF-B-Vektors in 8 Tage alte Balb/c-Mause die AHR, die absolute Zellzahl
und die Zahl der Eosinophilen signifikant verringern kann und auch die Entzindungsreaktion

und die Mukusproduktion in den Lungen gemildert wird.

Die Behandlung von neonatalen Tieren ist von besonderer Bedeutung seit viele Studien die

Ansicht vertreten, dass die lang anhaltende, protektive Immunantwort gegen Allergene beim
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Menschen wahrend des ersten Lebensjahres entwickelt wird [124, 125, 145]. So konnte zum
Beispiel nachgewiesen werden, dass Kinder, die im Alter zwischen 6 Monaten und einem
Jahr bereits Kindertagesstatten besuchten oder altere Geschwister haben, durch den
haufigeren Kontakt mit Antigenen spater ein verringertes Risiko fur Allergien und allergisches
Asthma aufweisen. Bei Kindern, die erst nach Vollendung des ersten Lebensjahres einem
erhdhten Antigen-Kontakt ausgesetzt waren, ist die protektive Wirkung nicht mehr
nachweisbar [124, 145]. Entsprechend dieser Daten und den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit scheint es sinnvoll zu sein, eine protektive Immunantwort sehr friih in der Kindheit zu

induzieren.

Die Daten der vorliegenden Arbeit lassen zum Teil die Vermutung zu, dass TGF- bei
erhdhter Expression im frilhen Kindheitsstadium einen teilweise lang anhaltenden und
protektiven Effekt gegen die Entwicklung einzelner Symptome des allergischen Asthma
bronchiale besitzt. Allerdings war es durch eine neonatale TGF-B-Vektor-Applikation nicht
moglich, die IL-4-, IL-5-, IL-10- und IL-13-Zytokinspiegel sowie die OVA-spezifischen IgE-
Spiegel der Mause im Erwachsenenalter zu reduzieren. Auch der IgG,a-Spiegel war in der
mit dem TGF-B-Vektor behandelten Gruppe signifikant reduziert. Diese Ergebnisse sind ein
weitere Hinweis daflr, dass die regulatorische Wirkung von TGF-B im murinen Asthma-

Modell nicht ausreichend ist, um die Auspragung von allergischem Asthma zu unterdrticken.

Der TGF-B-Vektor zeigte keine eindeutig protektive Wirkung in einem der drei unter-
schiedlichen Behandlungsprotokolle. Die positive Wirkung von TGF-B auf einen Teil der
untersuchten Parameter geht mit schadigenden Effekten an anderer Stelle einher. Bei der
Behandlung von neugeborenen Mausen sowie im praventiven Behandlungsmodell konnten

nur zum Teil protektive Effekte von TGF-f3 gezeigt werden.

Die Daten der vorliegenden Arbeit sprechen sowohl fiir ein protektives Potential von TGF-3
im Zusammenhang mit allergischem Asthma bronchiale, zeigen jedoch auch pro-
inflammatorische Eigenschaften dieses Zytokins in Abhangigkeit vom Behandlungszeitpunkt.
Die multifunktionalen, umgebungsabhéangigen Eigenschaften von TGF-B, die haufig zu
widersprichlichen Ergebnissen fiihren kdnnen, werden in der Literatur darauf zurtickgefuhrt,
dass die verstarkte Induktion der Immunantwort durch dieses Zytokin oft an eine erhdhte
Expression von TGF-B selbst gekoppelt ist, was wiederum haufig zur Dampfung der
Immunreaktion oder zur Inhibierung der aktivierten Zellen fihren kann [150]. Der weiterhin in
der Literatur beschriebene profibrotische Charakter von TGF-B1 lasst eine therapeutische

Anwendung ungunstig erscheinen.
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Trotzdem sollte der protektive Einfluss von TGF-B auf das allergische Geschehen nicht
unbertcksichtigt bleiben, zumal anhand von TGF-3-defizienten Mausen die essentielle Rolle
von TGF-( fur die Aufrechterhaltung des immunologischen Gleichgewichtes nachgewiesen
wurde [126, 127]. John J. Letterio fasst in seinem Review zusammen: “As we continue to
advance our understanding of the important and essential functions of this cytokine, it is
critical that we begin to consider practical and clinically useful approaches to manipulate both
the expression of and the response to this cytokine in those disorders were the role for TGF-
B has been implicated.” [150].

Aufgrund der teilweise widerspriichlichen Ergebnisse zahlreicher Studien erscheint es
notwendig, Veranderungen der TGF-B-Aktivitat als Therapiemdglichkeit flr die Behandlung
von allergischem Asthma genaustes zu untersuchen.

Die Daten dieser Arbeit als auch andere Publikationen zeigen, dass TGF-B4 im
Zusammenhang mit allergischem Asthma bronchiale schadigende Effekte haben kann,
welche sicherlich von der Konzentration und der Dauer der Einwirkung abhangen. Die
partielle Nutzung dieses Molekiils fiir therapeutische Zwecke wird auch durch seine

profibrotischen Eigenschaften deutlich erschwert.

5.3. Mukosaler Gentransfer von IL-10-cDNA im murinen Asthma-Modell

Nachdem im ersten Teil der vorliegenden Arbeit die Effekte von TGF-3; betrachtet wurden,
sollte im zweiten Teil dieser Arbeit eine Therapie von allergischem Asthma durch mukosalen
Gentransfer von IL-10-cDNA getestet werden. Wie bereits in den oben beschriebenen
Versuchen mit TGF-B-cDNA wurde auch in den Versuchen mit IL-10 der nicht invasive,
nasale Behandlungsweg gewahlt um das Immunsystem an der Stelle des haufig ersten

Antigen-Kontaktes zu stimulieren.

Interleukin-10 ist ein Zytokin mit anti-inflammatorischen und immun-suppressiven
Eigenschaften und vermindert in Tiermodellen bei verschiedenen pulmonalen und nicht-
pulmonalen menschlichen Erkrankungen die Entziindung von Geweben [112-116]. Trotzdem
bleibt die Rolle von IL-10 bei der Regulation von Th2-vermittelten Erkrankungen wie Asthma
ein kontroverser Streitpunkt. Obwohl bewiesen ist, dass IL-10 mit der Th2-vermittelten
Immunantwort verbunden ist und diese verstarken kann [103], gibt es auch verschiedene
Beweise, die protektive Effekte von IL-10 bei allergischen Erkrankungen untermauern [79,
104, 105]. So entwickeln zum Beispiel IL-10-defiziente Mause eine schwere entzlindliche
Colitis [118] und in vitro Studien zeigen, dass IL-10 die IgE-Produktion [119] und die
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Einwanderung von Eosinophilen [120] vermindert. Weiterhin hemmt IL-10 die von
Eosinophilen dominierte Antigen-induzierte Entztindungsreaktion und die TNF-Produktion
[115, 121, 122].

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass nasale Behandlung von Balb/c-
M&ausen mit einem mlL-10-Vektor zu einer starken IL-10-Expression in den Lungen fuhrt.
Diese erhohten IL-10-Spiegel vermindern im Mausmodell die Auspragung eines Asthma-
Phanotyps. Durch eine Reduzierung der Th2-Immunantwort vermindert die praventive IL-10-
Behandlung die Atemwegsentziindung und die Atemwegshyperreagibilitdt im murinen
Asthma Modell. Interessanter Weise ist jedoch im Therapiemodell die Gabe von IL-10-
Vektor-DNA von schadigenden Effekten begleitet. Im Gegensatz dazu zeigen Versuche zur
Behandlung von neugeborenen Balb/c-Mausen mit dem IL-10-Vektor eine sehr viel
versprechende, lang anhaltende, schitzende Wirkung vor der Entwicklung des allergischen

Asthma bronchiale.

Des Weiteren zeigen die Versuche mit IL-10"-Mausen, dass die IL-10-defizienten Tiere im
Gegensatz zu vorangegangenen Studien nach der IL-10-Vektor-Behandlung keine
Hyperreagibilitdt der Atemwege entwickeln. Auch hier wird durch die Behandlung mit dem
IL-10-Vektor eine Verminderung der Inflammation, der Th2-Zytokinspiegel und der IgE-Werte

erreicht.

Anhand der stark angestiegenen IL-10-Protein-Spiegel in der BAL von IL-10-Vektor-
behandelten Balb/c-Mausen sowie anhand der deutlichen Blaufarbung des Lungenepithels
nach B-Galaktosidase-Farbung konnte gezeigt werden, dass durch die Vektorapplikation
Uber den intranasalen Weg direkt die Lunge erreicht wird. Des Weiteren ist die intranasale
DNA-Applikation nicht invasiv und einfach zu verabreichen — was besonders flr die mogliche
therapeutische Anwendung von DNA-Therapien bei Menschen von Interesse ist. Die
mukosale, lokale Anwendung des IL-10-Vektors fihrt zu systemischen Effekten die sich
anhand der signifikant reduzierten OVA-spezifischen IgE-Spiegel in DNA-behandelten
Mausen erkennen lassen. Damit belegen die Daten, dass nasale DNA-Behandlung sehr
effektiv ist und im Vergleich mit anderen mdglichen Applikationsformen favorisiert werden

kann.

Wie zuvor im Zusammenhang mit dem mukosalen Transfer von TGF-B-cDNA beschrieben
wurde, konnte bereits durch vorangegangene Studien gezeigt werden, dass Immunisierung
mit Allergen-DNA vor allergischen Erkrankungen schitzen kann — aber auch potentielle

Risiken, wie z.B. eine akute oder chronische Th1-vermittelte Entziindungsreaktionen bei
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haufig wiederholtem Antigen-Kontakt oder eine Zerstérung der immunologischen Toleranz in
sich birgt. Aus diesem Grund wurden im Rahmen dieser Arbeit (wie oben beschrieben) zwei
verschiedene immunregulatorische Ansatze verbunden: der Th1-fordernde Effekt von
unmethylierten CpG-Motiven im Vektorrickrad [123] und die protektive, entziindungs-

hemmende Wirkung von Interleukin-10.

Die schutzende Wirkung von IL-10 vor allergischem Asthma konnten bereits durch
verschiedene humane Studien belegt werden. So konnte gezeigt werden, dass erfolgreiche
Immuntherapie mit einem schnellen Anstieg der IL-10-Produktion durch T-Zellen verbunden
ist [109]. Hohe IL-10-Spiegel wurden bei Patienten mit chronischer Helmintheninfektion
nachgewiesen. Dabei zeigte sich, dass deren Risiko, eine allergische Erkrankung zu
entwickeln, signifikant verringert ist [110]. Auch Hawrylowicz und O’Garra untermauern die
These, dass die entziindungshemmenden und immunregulatorischen Eigenschaften dieses
Zytokins, IL-10 zu einem interessanten Ansatzpunkt zur Kontrolle der allergischen und
asthmatischen Reaktion machen [5]. Des weiteren haben Akdis et al. Hinweise daflr
gefunden, dass allergische Erkrankungen ein Ungleichgewicht zwischen IL-10-

produzierenden regulatorischen T-Zellen und TH2-Zellen reflektieren [108].

Andere Publikationen kénnen nachweisen, dass die Starke des Hautausschlages in Reaktion
auf Milben negativ mit Allergen-stimulierter IL-10-Produktion korreliert ist [111]. Fir die
protektiven Effekte von IL-10 im Zusammenhang mit allergischem Asthma spricht auRerdem,
dass die IL-10-Spiegel in der BAL-Flussigkeit aus Lungen von Asthmapatienten niedriger
sind als in gesunden Vergleichspersonen; dass T-Zellen von Kindern, die an Asthma leiden,
weniger IL-10-mRNA produzieren als T-Zellen von gesunden Kindern [104, 136] und dass
der Polymorphismus in der menschlichen IL-10-Promoter-Region an erhdhte gesamt-IgE-
Spiegel im Serum der Personen gekoppelt ist [137]. Weiterhin ist die Unterdriickung der
Allergen-vermittelten Mastzell-Degranulation in Menschen, die mit Schistosomen infiziert
sind mit erhéhten IL-10-Mengen im Serum der Patienten verbunden [110]. Matsumoto et al.
belegen, dass bei schweren Asthmatikern die IL-10-produzierenden Zellen im peripheren
Blut verringert sind [138].

Auch in Tiermodellen konnte die protektive Wirkung von IL-10 im Zusammenhang mit
allergischem Asthma gezeigt werden. So schitzen in Asthma-Maus-Modellen mit Balb/c-
Mausen und mit SCID-Mausen CD4*-Th-Zellen, die zur Expression von IL-10 angeregt
wurden, vor Allergen-induzierter AHR und Entziindung der Lunge [117]. In einem anderen
Modell allergischer Lungenentziindung bei dem Aspergillus fumigatus als Antigen verwendet
wurde, entwickelten IL-10-defiziente Mause eine extrem starke Atemwegsentziindung [107].

Eine Immuntherapie flihrte im Asthma-Maus-Modell zu einer Veranderung des Verhaltnisses



5. Diskussion 89

von IL-10 zu IL-5 in Richtung IL-10. Die Autoren zeigen, dass fur einen erfolgreichen Effekt
bei einer Immuntherapie dieser IL-10-Shift essentiell ist [139]. Diese Ergebnisse belegen,

dass IL-10 auch in der Lage ist, die Th2-vermittelte Entzindungsreaktion zu unterdricken.

Trotz allem gibt es widersprichliche Daten wie zum Beispiel humane Studien, die in der BAL
von Asthma-Patienten erhdhte IL-10-Spiegel zeigen [104], oder auch Arbeiten im
Mausmodell, die nach Gabe von rekombinantem IL-10-Protein in Allergen-sensibilisierte WT-
Mause Uber einen Anstieg der pulmonalen Entziindung und eine verstarkte AHR berichten
[115]. Makeld et al. konnte zeigen, dass IL-10"-M&use, welche auf OVA sensibilisiert
wurden, zwar einerseits eine deutliche pulmonale Entzindung, jedoch andererseits keine
AHR entwickeln [140]. Aus diesen Ergebnissen drangt sich die Vermutung auf, dass IL-10 fiir
die Induktion einer AHR notwendig ist. Eine neue Studie konnte jedoch belegen, dass die
Abwesenheit von IL-10 nicht direkt die AHR beeinflusst sondern zu einer erhéhten NO-
Produktion fiihrt, die eine AHR unterdriickt [141].

In der vorliegenden Arbeit konnte nach praventiver Behandlung der Tiere keinerlei Anstieg
der AHR nach dem Transfer von Vektor-DNA in OVA-sensibilisierte Balb/c-Mause oder in
IL-10"-M3use beobachtet werden, obwohl eine starke IL-10-Expression nach intranasaler
Vektor-Applikation nachgewiesen wurde. Im hier untersuchten Modell kommt es, im
Gegensatz zu Makela et al., trotz der hohen IL-10-Expression nach IL-10-Vektor-Applikation
in den Lungen von IL-10"-Mausen nicht zur Entwicklung einer AHR. Die Applikation von
IL-10 fOhrt also nicht zur Auspragung einer AHR sondern im Gegenteil dazu, fuhrt die
intranasale IL-10-DNA-Behandlung von IL-10-defizienten Tieren in der vorliegenden Arbeit
zu einer Verminderung der Atemwegs-Eosinophilie, zu einer Reduzierung der Mukus-

produktion sowie der OVA-spezifischen IgE-Spiegel.

Der positive Effekt der IL-10 Behandlung kénnte zum Teil auch mit einer Stimulation der
TGF-B-Produktion durch IL-10 im Zusammenhang stehen, denn es konnte gezeigt werden,
dass IL-10 die Expression von TGF-B verstarkt [142, 143] und dass Lymphozyten von
IL-10"-Mausen weniger TGF-B produzieren als Lymphozyten von WT-Tieren [143]. In den
durchgefiihrten praventiven Versuchsansatzen wirkten die IL-10-Vektor-Gaben deutlich
protektiv und verbesserten den Effekt des mock-Vektors.

Andererseits konnte in der vorliegenden Arbeit ein verschlimmertes Krankheitsbild nach
therapeutischer Applikation des IL-10-Vektors beobachtet werden. Das deutet darauf hin,
dass IL-10 je nach Behandlungszeitpunkt sowohl positive als auch negative Effekte haben
kann. Es wird dabei deutlich, dass eine therapeutische Behandlungsform mit dem IL-10-

Vektor wahrscheinlich nicht gunstig ist.
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Die Widerspriuchlichen Daten aus den verschiedenen Tier-Modellen spiegeln sowohl den
pro-inflammatorischen- als auch den anti-inflammatorischen Effekt von IL-10 im
Zusammenhang mit allergischen Erkrankungen wieder. Das spiegelt sich auch in der
pleiotrophischen Natur von IL-10 wieder — einerseits die Fahigkeit die initiale Th2-Antwort zu
verstarken und andererseits die Fahigkeit eine etablierte Th2-dominierte Immunantwort bzw.
Entziindungs-Reaktionen in der Lunge zu unterdricken. Die widersprichlichen Daten lassen
die Vermutung zu, dass die unterschiedlichen Effekte von IL-10 in Bezug auf Asthma von der
Starke und vor allem von dem Zeitpunkt der IL-10-Expression abhangen. Starke IL-10-
Expression im spaten Verlauf einer allergischen Reaktion scheint die Th2-vermittelte
Entziindung verstarken, wahrend hohere IL-10-Konzentrationen im Vorfeld der
Sensibilisierungsreaktion, wie sie nach der praventiven Behandlung mit dem IL-10-Vektor

exprimiert werden, die AHR und die Entziindungsreaktion vermindern kénnen.

Die Wirkung von IL-10 auf die Mukusproduktion ist in der Literatur bislang noch nicht
detailliert untersucht und die wenigen existierenden Arbeiten sind kontrovers. Einige
Forscher berichten, dass im Tier-Modell ein Mangel an IL-10 bei einer Atemwegs-
Entziindung die Mukusproduktion nicht beeinflusst oder verstarkt [140]. Eine Arbeit von Lee
et al. [144] zeigt, dass chronische IL-10-Produktion Mukus-Metaplasien mit Becherzell-
Hyperplasien induziert und zu verstarkter Mukusansammlung und Mukusibersekretion fahrt.
Im Gegensatz zu diesen Beobachtungen kam es in der vorliegenden Arbeit durch die
praventive Gabe des IL-10-Vektors in Balb/c-Mause =zu einer Verringerung der
Mukusproduktion. Die Behandlung der Tiere mit dem mock-Vektor verringerte die
Mukussekretion nicht. Damit weisen die Daten dieser Arbeit auf eine Verminderung der
Mukusproduktion durch IL-10 hin und untermauern die protektive Wirkung von IL-10 bei
allergischem Asthma. Eine therapeutische IL-10-Vektor-Behandlung hatte keinen Einfluss

auf die Mukussekretion.

Weiterhin konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass nasale DNA-Applikation
lang anhaltende protektive Effekte hat, wenn neugeborene Mause praventiv mit dem IL-10-
Vektor behandelt werden. Tiere die im Alter von 8 Tagen intranasale Gaben des IL-10-
Vektors bekamen, entwickelten im ausgewachsenen Stadium nach OVA-Sensibilisierung im
Vergleich zu OVA-sensibilisierten Vergleichstieren keine so starke Atemwegsentziindung,
eine geringere Eosinophilie in den Lungen, keine massive Mukusubersekretion und nicht so
stark erhohte IgE-Spiegel. Der mock-Vektor hatte keinen lang anhaltenden protektiven Effekt
nach neonataler Behandlung der Mause. In diesem Versuchsansatz verbesserte das IL-10-

Insert eindeutig die Effizienz des Vektors.



5. Diskussion 91

Wie bereits erwahnt ist die erfolgreiche Behandlung von neonatalen Tieren besonders
interessant weil man davon ausgeht, dass die humane protektive Immunantwort gegen
Allergene wahrend des ersten Lebensjahres entwickelt wird [124, 125, 145]. Im Hinblick auf
dieses Konzept erscheit es viel versprechend, dass der IL-10-Vektor (nach neonataler

Applikation) bei Mausen im Erwachsenenalter noch protektiv gegen Asthma wirkt.

Zusammenfassend zeigen die Beobachtungen, dass der IL-10-Vektor Uber die nicht
invasive, nasale Route sehr effektiv das Zielorgan erreicht. Die Insertion von mIL-10 in einen
eukaryotischen Vektor kann das praventive Potential einer DNA-Vektor-Behandlung
verbessern und dieser Ansatz schitzt auch vor der Entwicklung von Asthma, wenn der
Vektor in sehr junge Tiere gegeben wird. Allerdings wird aber auch deutlich, dass die
Wirkung des Vektors stark vom Zeitpunkt der Behandlung abhangt und ein therapeutischer

Behandlungsansatz mit dem IL-10-Vektor ungunstig ist.
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5.4. Entwicklung eines neuen Verfahrens der Quantifizierung verschiedener

pathologischer Parameter mittels morphometrischer Bildanalyse

Histologische Analysen von verschiedenen Gewebeproben gehdéren zum medizinischen
Alltag und sind auch im Bereich der Forschung haufig ein wesendlicher Bestandteil zur
Beurteilung der Effizienz neuer Therapiemodelle. Bei der Entwicklung von Therapien gegen
allergisches Asthma bronchiale ist es zum Beispiel notwendig, die im Krankheitsverlauf
eintretende schwere Entzindung des Lungengewebes sowie die einhergehende starke
Mukussekretion zu lindern. Im Tiermodell ist aber eine mdglichst objektive Auswertung und
Gegenuberstellung der Lungenpathologie der Versuchstiere haufig sehr schwierig.

Aus diesem Grund wurde nach einer Analyseform gesucht, die ein hohes Mal} an Objektivitat
bietet. In Zusammenarbeit mit dem Informatiker Dr. Ingo R. Homann wurde eine spezielle
Software entwickelt, welche mit einem vollig neuen, computerbasierten Analyseverfahren zur
morphometrischen Bildanalyse die automatisierte Auswertung kompletter Versuchsserien

maoglich macht.

Die gangigen Methoden zur Quantifizierung von Entziindungsgrad und Mukusproduktion der
Lungen oder auch allgemein zur Beurteilung verschiedener mikroskopischer Gewebeproben
sind sehr subjektiv und verlassen sich zumeist auf die optische Beurteilung durch den
Experimentator. Dabei werden die histologischen Praparate lichtmikroskopisch nach einer
Skala von 1 bis 4 in verschiedene Entzindungsstufen (keine Entziindung, wenig Entziindung,
maRige Entzindung, starke Entzindung) oder entsprechend in verschiedene Grade der
Mukussekretion eingestuft [4, 94, 95]. Dabei werden zumeist unabhangige Pathologen zu
Rate gezogen. Obwohl dieses Verfahren in der Literatur weit verbreitet ist, zeigt es eine
Reihe von Nachteilen. Insbesondere problematisch ist die Subjektivitat der Bewertung durch
den Experimentator als auch die sehr ungenaue Schatzung und die groben Abstufungen der

Skala zur Beurteilung des Entziindungsgrades oder der Mukussekretion.

Einige Autoren befragten fir die Auswertung ihrer Proben keine unabhangigen Pathologen
sondern fuhren ihre Bewertung der histologischen Proben mit Hilfe eines semi-quantitativen
Score-Systems (in den Abstufungsgraden von entweder 0,5 bis 4,0 oder von 0 bis 4 bzw.
von 0 bis 8) durch [96-101]. Das Hauptproblem bei der Auswertung von Gewebeschnitten mit
Hilfe eines Graduierungs-Systems mit oder ohne Konsultation unabhangiger Pathologen ist
es, statistisch auswertbare Daten zu erhalten, die fein genug abgestuft und genau genug

sind und aulierdem unabhangig von der Person sind, die die Proben auswertet.

Ein anderer, in der Literatur verwendeter Ansatz zur Quantifizierung von Mukus im

Lungengewebe ist das Auszahlen einzelner schleimgefilliter Becherzellen mit Hilfe des
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“Histologic Mucus Index (HMI)> — dazu werden die Lungen mit PAS gefarbt und
anschlieend werden Markierungspunkte in einem Gitter mit 2 mm Abstand auf der
gesamten Lungenprobe gesetzt [102, 103]. Das Objekt wird dann mit 100-facher
Vergrofierung aufgenommen. Jeder Markerpunkt ist in der unteren linken Ecke jedes Feldes
platziert und alle Sektionen des Lungengewebes mit dem Gitter werden gezahlt, Mukus-
enthaltende- und keinen Mukus-enthaltende-Epithelien werden separat quantifiziert.
Ungefahr 25 % des gesamten Lungenpraparates wird ausgezahlt. Das Verhaltnis der totalen
Anzahl von Mukus-Feldern zu allen Feldern wird als HMI bezeichnet und stellt den linearen
Prozentsatz des Mukus-positiven Gewebes dar. Dieses Verfahren ist eine exakte Methode
zur Quantifizierung und die Ergebnisse sind fir statistische Auswertungen geeignet.

Allerdings ist dieses Verfahren schwierig zu etablieren und sehr Zeitaufwendig.

Andere Autoren berichten Uber pathologische Veranderungen ohne Graduierungssysteme.
Lungengewebe wird mit H&E, AB/PAS oder May-Grinwald-Gimsa gefarbt und
lichtmikroskopisch auf pathologische Veranderungen untersucht [36, 104-108]. Diese
Methode ist in sofern sinnvoll, weil keine einfache und genaue Methode zur
morphometrischen Auswertung von Gewebeproben existiert. Durch die Abbildung von
reprasentativen Fotos mit Lungengewebe der verschiedenen Versuchsgruppen, kann sich
der Leser dieser Publikationen selbst ein Bild von den pathologischen Veranderungen
machen und evtl. mit eigenen Versuchen Vergleiche ziehen. Allerdings hat die Abbildung
eines reprasentativen Fotos den Nachteil, dass eine Prifung auf statistisch signifikante

Unterschiede unter den Versuchsgruppen nicht mdglich ist.

In einigen wenigen neuen Publikationen finden sich erste Computer-basierte Ansatze zur
Auswertung von Gewebeproben [79, 109, 110]. Bei der Entwicklung der neuen Methode zur
Auswertung histologischer Gewebeproben im Rahmen der vorliegenden Arbeit, wurde
versucht, die Nachteile der oben beschriebenen Bewertungsverfahren auszugleichen und
eine Methode zu etablieren, die mit einem geringen Zeitaufwand eine sehr objektive
Auswertung gesamter Versuchserien zulasst und dabei leicht zu bedienen und zu etablieren
ist. Das Verfahren basiert auf einer automatisierten Auswertung von mikroskopischen Bildern
einer vollstdndigen Versuchsserie nach einmaliger manueller Voreinstellung der zu

berechnenden Farbspektren.

Zur Evaluierung des neuen Verfahrens wurde die Methode von einem unabhangigen
Pathologen Uberprift. Die Starke der Entzindung und der Mukussekretion wurde
unabhangig durch einen Pathologen nach einer Skala von 1 bis 4 (keine-, wenig-, maRige-,

starke Entzindung oder Mukussekretion) bewertet. Bei der Gegenlberstellung der
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Ergebnisse der pathologischen Auswertung mit den Ergebnissen der neuen,

computerbasierten Methode (Tabelle 2 und 3) werden die Vorteile des neuen Verfahrens

deutlich. Die Graduierung durch das Computerverfahren ist sehr viel feiner abgestuft und
detektiert auch feinste Unterschiede im Inflammationsgrad. Die standardisierte Berechnung
vollstandiger Versuchsserien macht die Bewertung schnell, exakt und objektiv. Weil eine
Beeinflussung der Ergebnisse durch den Experimentator damit ausgeschlossen wird, ist es
auch nicht notwendig, die Beschriftung der Objekttrager zu verschlisseln und erst nach der
Auswertung die Ergebnisse den einzelnen Versuchstieren wieder zuzuordnen. Damit wird

eine zusatzliche Fehlerquelle ausgeschlossen.

Die Vorraussetzungen zur Anwendung des neuen Verfahrens flir einen optimalen Vergleich
sind, dass die Gebeproben einheitlich bearbeitet wurden. Das heifit, die Proben sollten die
gleiche Anschnittebene und die gleiche Schnittdicke aufweisen, gleich lange gefarbt sein und
mit dem selben Objektiv und den selben mikroskopischen Einstellungen abfotografiert
worden sein. Die technische Qualitat der Praparation hat nur einen geringen Einfluss auf die
Ergebnisse solange alle Objekte exakt gleich hergestellt wurden. In verschiedenen Test-
serien mit extrem unterschiedlich PAS-gefarbten Lungenproben brachte die Computer-
analyse in jedem Fall gute Ergebnisse — solange die Proben einer Serie vergleichbar gefarbt
waren.

Weiterhin muss beachtet werden, dass vergleichbare Ausschnitte aus dem Lungengewebe
ausgewertet werden. Es ist nicht sinnvoll, zentrale Bereiche der Lunge mit Bereichen aus der
Peripherie zu vergleichen. In Versuchen hat sich gezeigt, dass es sehr vorteilhaft ist, von
jedem Praparat 3 Aufnahmen Uber den Lungenfliigel verteilt zu machen und nach der

Computer-Analyse die Zahl der ausgegebenen positiven Pixel zu addieren.

Das neue Verfahren macht es damit moglich, jede beliebige Farbung in jedem beliebigen
Gewebe einfach, schnell und objektiv auszuwerten und somit die unterschiedlichsten
Problemstellungen zu bearbeiten. Damit werden medizinische Indikationen wie zum Beispiel
Inflammation oder erhéhte Mukussekretion wissenschaftlich leichter vergleichbar und

Therapieerfolge werden noch eindeutiger messbar.
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wird in mehreren Projekten die Rolle von IL-10 und TGF-B beim
allergischen Asthma bronchiale betrachtet und es werden neue Ansatze flir innovative
therapeutische Strategien getestet. Im ersten Projekt werden Mause mit einer heterozygoten
Deletion im TGF-B+-Gen im Asthma-Modell untersucht (TGF-B;*"-Mause). In einem zweiten
Projekt wird ein TGF-B-Vektor und in einem dritten Projekt ein IL-10-Vektor sowohl in einem
praventiven und in einem therapeutischen, als auch in einem neonatalen Maus-Modell
getestet. Das vierte Projekt diese Arbeit zielt auf die Entwicklung eines neuen methodischen

Ansatzes zur einfacheren und schnelleren Auswertung von Gewebeproben.

Reduzierte TGF-,-Expression im murinen Asthma Modell

In den Experimenten mit TGF-B""-Mausen konnte gezeigt werden, dass die TGF-B-
Proteinmenge in TGF-B*-Mausen im Vergleich zu WT-Tieren um mehr als 50 % reduziert
ist. Diese Tiere mit reduzierter TGF-B¢-Expression zeigen im Vergleich zu WT-
Geschwistertieren nach OVA-Sensibilisierung signifikant erhéhte Eosinophilenzahlen in der
BAL-Flissigkeit, eine deutlich starkere Entziindungsreaktion des Lungengewebes, erhéhte
Mukussekretion und eine starkere AHR. Die Serum- IgE- und IgGs-Werte sind in OVA-
sensibilisierten TGF-B*-Mausen im Vergleich zu WT-Tieren erhéht, die IgG,a-Spiegel sind
verringert und die Th2-Zytokinspiegel (IL-4, IL-5 und IL-13) stark erhéht wahrend die IFN-y-

Konzentration und der IL-10-Spiegel verringert sind.

Damit sprechen die Daten dieser Arbeit fir ein protektives Potential von TGF-f im
Zusammenhang mit allergischem Asthma bronchiale. Veranderungen der TGF-B-Aktivitat fir
therapeutische Zwecke kdénnen jedoch aufgrund der profibrotischen Eigenschaften dieses
Molekduls teilweise unglnstige Nebenwirkungen haben. Es ist jedoch denkbar, dass wenn
alle verschiedenen Effekte von TGF-3, detailliert erforscht worden sind, TGF-$ ein Target fur
die Behandlung von allergischem Asthma sein konnte. Aus diesem Grund wurde in der
vorliegenden Arbeit ein weiteres Projekt zur Therapie von allergischem Asthma durch

mukosalen Gentransfer von TGF-31-cDNA angeschlossen.
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Therapie von allergischem Asthma durch mukosalen Gentransfer von TGF-3,-cDNA

Nach praventiver Applikation des TGF-B-Vektors kommt es in Balb/c-Mausen zu einer verrin-
gerten AHR in Reaktion auf Metacholin, signifikant niedrigeren IgE-Spiegeln und einer
leichten Reduktion des Entziindungsgrades und der Mukussekretion in den Lungen.
Allerdings hat die praventive TGF-B-Vektor-Behandlung keinen Einfluss auf die absolute
Zellzahl in der BAL und nur einen geringen protektiven Effekt auf die Zahl der Eosinophilen
und fuhrt auBerdem zu erhdhten IL-4-, IL-10- und IL-13-Spiegeln.

Die therapeutische Behandlung mit dem TGF-B-Vektor bedingt einerseits eine signifikant
erhdhte AHR, einen Anstieg der absoluten Zellzahl und der Zahl der Eosinophilen in der
Lunge und einen signifikanten Anstieg der IL-4-, IL-5-, IL-10- und IL-13-Level, andererseits
lasst sich eine Verringerung der OVA-spezifischen IgE-Spiegel und der IgG,a-Spiegel

beobachten.

Intranasale Applikation des TGF-B-Vektors in 8 Tage alte Balb/c-Mause fihrt zu einer
Normalisierung der AHR in den ausgewachsenen, OVA-sensibilisierten Tieren und zu einer
signifikanten Verringerung der absoluten Zellzahl und der Zahl der eosinophilen
Granulozyten. Ein protektiver Effekt konnte auch auf die Entzindungsreaktion und die
Mukusproduktion in den Lungen gezeigt werden. Es kam jedoch nicht zu einer Verschiebung
der IL-4-, IL-5-, IL-10- und IL-13-Zytokinspiegel und der OVA-spezifischen IgE-Spiegel. Der
1gG2a-Spiegel war in der mit dem TGF-B-Vektor behandelten Gruppe signifikant reduziert.

Diese Ergebnisse demonstrieren, dass im Gegensatz zu dem IL-10-Vektor der TGF-3-Vektor
keine eindeutig protektive Wirkung in einem der drei unterschiedlichen Behandlungs-
protokolle zeigt. Die positive Wirkung von TGF- auf einen Teil der untersuchten Parameter
geht mit zum Teil schadigenden Effekten an anderer Stelle einher. Bei der Behandlung von

neugeborenen Mausen dominieren die protektiven Effekte von TGF-f3.

Therapie von allergischem Asthma durch mukosalen Gentransfer von IL-10-cDNA

Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen, dass nasale DNA-Behandlung sehr effektiv ist und
der verabreichte DNA-Vektor stark exprimiert wird. Die Effizienz des Gentransfers und der
Proteinexpression wurde durch lacZ-Farbung, RT-PCR, Transfektion in cos7-Zellen und die

Bestimmung der Proteinkonzentration mittels ELISA in der BAL gezeigt.
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Die praventive Behandlung von Balb/c-Mausen mit dem mIL-10-Vektor fuhrt zu einer
Normalisierung der AHR, einer deutlichen Verringerung der Atemwegsentziindung und der
Eosinophilie sowie reduzierten IgE- und 19G;-Spiegeln im Serum. Auch die IL-5- und IL-13-
Spiegel konnten durch die praventive Behandlung mit dem IL-10-Vektor signifikant reduziert

werden.

Interessanter Weise hat die therapeutischer Behandlung mit dem IL-10-Vektor den
gegenteiligen Effekt und verschlimmert die untersuchten Asthma-Symptome. So konnten ein
Anstieg der absoluten Zellzahl und der Zahl der Eosinophilen in der BAL-FlUssigkeit, eine
deutlich verschlimmerte AHR, signifikant angestiegene IL-4-, IL-5-, IL-10- und IL-13-Spiegel
im Vergleich zur OVA-Kontrollgruppe und erhdéhte IgE- und 1gG+-Spiegel gezeigt werden. Auf
den Inflammationsgrad und den Mukusgehalt in den Lungen hatte die therapeutische IL-10-
Vektor-Behandlung keinen Einfluss. Diese gegensatzlichen Effekte von IL-10 werden auch in
der Literatur kontrovers diskutiert und die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen
deutlich, dass IL-10 abhangig vom Verhaltnis des Th1/ Th2-Gleichgewichtes einerseits

deutlich protektive, andererseits aber auch schadigende Wirkung haben kann.

Ferner fuhrte die praventive Behandlung neugeborener Mause mit dem IL-10-Vektor zu einer
Verringerung der absoluten Zellzahl sowie der Zahl der Eosinophilen in der BAL-FlUssigkeit,
zu einer Reduktion der Atemwegshyperreaktivitat, einer signifikanten Reduktion der OVA-
spezifischen Serum-IgE-Spiegel und einem Ruckgang der Mukussekretion. Diese

Ergebnisse belegen den lang andauernden protektiven Effekt der IL-10-Vektor-Behandlung.

Der IL-10-Vektor wurde des weiteren an IL-10-defizienten-Mause getestet, weil diese zwar
eine pulmonale Entziindung, jedoch keine AHR entwickeln [140]. Es sollte Uberprift werden,
ob es moglich ist, den IL-10-Mangel durch intranasale Applikation des IL-10-Vektors
auszugleichen.

In IL-10-defizienten Mausen fihrt die praventive IL-10-Behandlung ebenfalls zu einer
verringerten Entziindungsreaktion, einer verringerten Anzahl der Eosinophilen in der Lunge
und verminderten OVA-spezifischen IgE-Spiegeln im Serum der Tiere. Im Gegensatz zu
vorangegangenen Studien flihrte die Behandlung mit dem IL-10-Vektor nicht zur Induktion

einer AHR — weder in IL-10"-M&usen noch in Balb/c-Mausen.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Verwendung von IL-10-DNA in DNA-Vaccinen
das protektive Potential der DNA-Behandlung verbessern kann und dass die Behandlung
Uber die nicht invasive, nasale Route eine gunstige und effektive Strategie fur die

Behandlung von allergischem Asthma sein konnte. Es wird aber auch deutlich, dass der
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Behandlungsbeginn sehr sorgfaltig gewahlt sein muss um schadigende Effekte von IL-10 zu
vermeiden und dass eine Therapie mit dem IL-10-Vektor wahrscheinlich nicht glnstig ist.
Weiterhin zeigt die DNA-Behandlung von neugeborenen Mausen, dass der IL-10-Vektor lang

anhaltende protektive Effekte hat.

Entwicklung eines neuen Verfahrens der Quantifizierung verschiedener

pathologischer Parameter mittels morphometrischer Bildanalyse

In dem vierten Projekt dieser Arbeit wurde ein neuer methodischer Ansatz zur einfacheren
und schnelleren Auswertung von Gewebeproben entwickelt. Das neu entwickelte
computerbasierte Verfahren zur Quantifizierung verschiedener pathologischer Parameter
mittels morphometrischer Bildanalyse zeigt eine hervorragende Ubereinstimmung im
Vergleich mit der optischen Bewertung der Praparate durch einen unabhangigen Pathologen
ist aber zusatzlich sehr viel genauer abgestuft. Es ist flir die Auswertung von
unterschiedlichsten Farbungen und Fragestellungen geeignet und bietet damit eine sinnvolle

Methode zur Beurteilung von mikroskopischen Gewebeproben.
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