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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Asthma bronchiale

1.1.1Definition

Asthma bronchiale ist eine chronische ErkrankungAtemwege, die klinisch durch

anfallsweise auftretende Episoden von Giemen undmBren sowie thorakalem
Engegefihl und Atemnot charakterisiert ist. UntérerBpie, teilweise auch spontan,
sind die Symptome meist reversibel (Bateman e2a08).

Es werden klassischerweise zwei Formen des Asthmmachiale unterschieden: das
allergenassoziierte extrinsische Asthma und dabt-aimpische intrinsische Asthma,
welches auf viralen Atemwegsinfektionen oder dehalation chemischer Noxen
beruht. Daneben wird in letzter Zeit immer deutichdass moglicherweise weitere
Subtypen des Asthmas mit eigenen Kklinischen und hopdilysiologischen

Charakteristika existieren, die es noch genauelefinieren gilt (Anderson, 2008).

Der Fokus der vorliegenden Arbeit liegt auf demriesischen Asthma. Dieses wird
durch allergische Faktoren wie z.B. Aeroallergemevbrgerufen, zu denen Pollen,
Hausstaubmilbenkot und Epithelien von Haustierenhogen. Pathogenetische
Grundlage der Erkrankung bildet eine von T-Helfberedes Typs 2 (Th2) gesteuerte
bronchiale Entziindungsreaktion. Diese ist chareheéet durch die Prasenz
allergenspezifischen Immunglobulins (Ig) E sowiesirophiler Granulozyten und

Mastzellen. Die Entzindung fuhrt zu einem Schleimiddem, erhohter

Mukusproduktion und strukturellen Umbauvorgange,deren Folge ein dauerhaft
hyperreagibles Bronchialsystem entsteht. Dies fiibrtweiteren Allergenkontakten zur
Atemwegsobstruktionen, welche die zu Beginn gereanidinischen Symptome zur
Folge hat (Galli et al., 2008).

1.1.2Epidemiologie

An Asthma bronchiale leiden weltweit ungefahr 30livhen Menschen (Masoli et al.,
2004). Eine globale Studie (Global Burden of Diggader WHO kommt zu dem
Ergebnis, dass Asthma zu ahnlich starken Einschrégén der Lebensqualitat fuhrt wie
Diabetes mellitus oder Leberzirrhose (World Heafdinganization, 2008). Zudem

bewirkt Asthma eine starke 6konomische Belastung @esellschaft durch direkte
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Behandlungskosten im  Gesundheitssystem und indirekKosten durch
Krankschreibungen und Ausfall von Arbeitskraft (Bdbri et al., 2009).

Bei Betrachtung der weltweiten Asthmapréavalenzdieriagrof3e Unterschiede in der
regionalen Verteilung auf. Bevolkerungen mit eines@stlichen Lebensstil, vor allem
englischsprachige Industrienationen, sind besondmisAsthma betroffen, wahrend in
Entwicklungslander weniger Menschen erkrankt stal.findet man in Schottland mit
18,4% Erkrankten die weltweit hochste Pravalenz)nidonesien dagegen eine der
niedrigsten mit 1,1%. In Deutschland sind 6,9% Blevolkerung betroffen (Masoli et
al., 2004).
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Abbildung 1: Ein-Jahres-Pravalenz asthmatischer Symtome bei 13- bis 14-jahrigen
Jugendlichen

In Staaten mit westlichem Lebensstil finden sich Hbchsten Asthmapréavalenzen, wahrend diese in
Entwicklungslandern geringer ausfallen. (Nach: ghabal burden of asthma: executive summary of the
GINA Dissemination Committee report; Allergy 200Ahlume 59, Issue 5; pp. 469 — 478)
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Neben den regionalen Unterschieden zeigte sichraBem epidemiologischen Studien
bei Erwachsenen (ECHRS-Studie: European CommungtgpiRatory Health Survey)
und Kindern (ISAAC-Studie Phase | und IlII: Intenpatl Study of Asthma and Allergy
in Childhood), dass die Asthmapravalenz in dentéetzlahrzehnten besonders in den
Industrienationen extrem zugenommen hat, wobeirgstigiert wird, dass die Zahl der
Asthmaerkrankten bis 2025 weltweit um weitere 100idhen Betroffene steigen wird.
Besonders stark nahm die Erkrankung in der Grumebd bis 7-jahrigen Kinder zu
(Masoli et al., 2004; Asher et al., 2006). Diesgtaiich auch in Deutschland, wo zur
Zeit etwa 10% aller Kinder erkrankt sind, was Asthur haufigsten chronischen

Erkrankung im Kindesalter macht (Maziak et al., 200

1.1.3Immunologische und pathophysiologische Grundlagenon
Asthma

Im Rahmen der stédndigen Auseinandersetzung deschimm&n Organismus mit der
Umwelt ist es Aufgabe des Immunsystems, pathogened& gezielt abzuwehren sowie
apathogene Antigene zu erkennen und die ImmunanuorVermeidung chronischer
Entzindungszustande entsprechend herunterzuregulidtloyd and Hawrylowicz,
2009). Bei Menschen mit einer Atopie, einer Praassjon, allergische Reaktionen zu
entwickeln, kommt es zu einer Ubersteigerten Immtwart auf apathogene Antigene.
Diese werden als Allergene bezeichnet und sindtrRecteine, oft mit proteolytischer
Aktivitat (Georas et al., 2010).

In der Lunge wird beim ersten Kontakt mit einem dalergen eine Sensibilisierung
ausgelost, die zundchst symptomlos bleibt. Ernelfentakt fuhrt zu einer
entziindlichen Frihreaktion, gefolgt von einer Sgalttion. Bei haufigen
Allergenkontakten findet im Rahmen der chronischEntziindungsreaktion ein
Umbauprozess (so genanntes ,Remodeling®) der Ategavséatt.

In der Lunge werden inhalierte Antigene von intitheglial und submukosal sitzenden
dendritischen Zellen (DCs) erkannt. Dies geschi@b¢r spezielle Rezeptoren, die
.Pattern Recognition Receptors” (PRRs), wie z.Bll-like Receptors (TLR), NOD-like
Receptors, C-type Lectin Receptors, welche hoatha#in ,Pathogen-Associated
Molecular Patterns” (PAMPs) binden. Letztere sinde@achenstrukturen, die vor
allem in Mikroorganismen vorkommen. Zudem haben [Regeptoren fur ,Damage-

Associated Molecular Patterns® (DAMPS), die bei ®bsschaden entstehen, so dass
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sie auch ohne direkten Kontakt mit dem Pathogea Einmunantwort auslosen kénnen
(Lambrecht and Hammad, 2009).

Auch Allergene aktivieren DCs, indem diese direieioin Kombination mit PAMPs
(z.B. Lipopolysaccharid, einem Bestandteil der wahd Gram-negativer Bakterien)
von TLRs erkannt werden. Dies fuhrt zu einer Statioh der DCs. Allergene mit
proteolytischer Aktivitdt kénnen aulRerdem zu Epgbledden fihren und DAMPs
freisetzen, die ebenfalls eine DC-Aktivierung bdwir (Murdoch and Lloyd, 2009).
Aktivierte DCs migrieren sowohl bei Kontakt mit Ragenen als auch Allergenen in
lokale Lymphknoten. Dort prasentieren sie das phggerte und prozessierte Antigen
uber den ,Major Histocompatibility Complex 11 (MH@) naiven CD4(Th0)-Zellen.
Diese differenzieren in unterschiedliche T-Effek&dlen (Murphy and Walport, 2008).
Bei der Sensibilisierung im Rahmen einer allergischReaktion erfolgt einer
Differenzierung zu Th2-Zellen in einem von Intekeu (IL)- 4 dominierten
Zytokinmilieu, das initial moglicherweise durch bpkile Granulozyten kreiert wird
(Yoshimoto et al., 2009). Ausdifferenzierte Th2{2elproduzierten unter anderem die
Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13, wobei ersteres maBiegh am Immunglobulin-
Klassenwechsel hin zu einer antigenspezifischenFRgitluktion der B-Zellen beteiligt
ist. IgE zirkuliert im Blut und bindet an den hotfieen F&RI-Rezeptor von
Mastzellen, die durch Chemokine in die Atemwegeruedrt werden (Murphy and
Walport, 2008). Ein erneuter Allergenkontakt bewirkine Quervernetzung der
gebunden IgE-Antikérper (AK) mit der Folge einerdb@nulation der Mastzellen. Der
daraufhin freigesetzte Cocktail an Entzindungsnteia (Histamine, Prostaglandine,
Leukotriene) fuhrt innerhalb von Minuten zur allshen Frihreaktion mit einer
Konstriktion der glatten bronchialen Muskulatur, nesi Gefal3dilatation mit
Odembildung und einer vermehrten Mukusproduktioasvim Symptom der akuten
Atemnot resultiert (Galli et al., 2008).

Die asthmatische Spatreaktion, die nach 2 bis 6dstu entsteht, reflektiert die
Rekrutierung vieler Zellen des angeborenen und tadap Immunsystems in die
Atemwege. Besonders eosinophile Granulozyten siadlrgich und setzten eine
Vielzahl proinflammatorischer Mediatoren (Major BasProtein, Eosinophiles
Kationisches Protein, Eosinophile Peroxidase) fretiiert wird die Spatreaktion durch
langsam freigesetzte Botenstoffe der Mastzellemjesalurch antigenspezifische Th2-
Zellen (Holgate and Polosa, 2008).
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Durch wiederholte Allergenexposition und somit amfimatorische Reaktionen kommt
es zur dauerhaften Ansiedlung von Zellen des angeka (eosinophile, basophile und
neutrophile Granulozyten, Makrophagen) und des tadap Immunsystems (T-Zellen,
B-Zellen) im Lungengewebe. Durch deren Interaktwind der Entziindungszustand
kontinuierlich aufrechterhalten, vergleichbar mitex chronischen Wunde. Es finden
Umbauvorgange des Lungengewebes (,Airway Remod@lsigtt, resultierend in einer
Becherzellhyperplasie, einer Hypertrophie und Hpfasie der glatten Muskulatur und
einer verstarkten Vaskularisierung. Parallel begmReparaturvorgdnge u.a. mit einer
charakteristischen Narbenbildung durch Kollagerngdriangen (Kollagen Typ I, Typ 1lI
und Typ V) in der Lamina reticularis. Eine durche dinflammation geschadigte
Epithelbarriere beginstigt zusatzlich die Sensigiung gegentber weiteren
Allergenen (Zweitsensibilisierung), was eine Aufrrhaltung von Entziindung,

Reparaturvorgdngen und weiteren Schaden bedeudbitéGal., 2008).

Asthmatische Fruhreaktion Asthmatische Spatreaktion
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Abbildung 2:  Uberblick tiber die asthmatische Friih-und Spatreaktion

Ein Allergen bewirkt Gber Quervernetzung von IgEtikdrpern eine Degranulation von Mastzellen, die
Entziindungsmediatoren freisetzen. AnschlieRendeuRekung von Zellen des Immunsystems fihrt zur
asthmatischen Spatreaktion (modifiziert nach: Lakbc, Role of chemokines in the pathogenesis of
asthma, Nature Reviews Immunology, November 20@luive 1, pp. 108 — 116).
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1.1.4Bedeutung von T-Lymphozyten und Zytokinen bei der &uerung
der asthmatischen Entziindungsreaktion

Bei der Steuerung und Regulation von Immunantwosgielen CD2 T-Zellen eine
zentrale Rolle. Nach ihrer Entwicklung im Thymugkaiieren sie als naive ThO-Zellen
im Kreislauf und kdénnen nach Antigenkontakt zu ehredenen Subpopulationen
ausdifferenzieren. Diese definieren sich durchbastimmtes Zytokinsekretionsmuster
und nehmen unterschiedliche Aufgaben im Immunsystahr. Thl-Zellen wirken
protektiv gegen intrazellulare Bakterien, Th2-Zellsteuern die Abwehr gegeniber
Nematoden und sind entscheidend fur allergischeétiRe®n. Die kirzlich entdeckten
Thl7-Zellen sind wahrscheinlich verantwortlich fden Schutz vor extrazellularen
Bakterien (Romagnani, 2006).

Charakteristisch fur die asthmatische Frih- undir8pktion ist die Th2-Zelle, die mit
den Zytokinen IL-4, IL-5 und IL-13 wesentliche Sitter der Inflammation steuert
(Afshar et al., 2008). IL-4 spielt initial eine vhitge Rolle bei der Differenzierung
naiver ThO-Zellen zu Th2-Zellen. Zusammen mit IL-WBewirkt IL-4 den
Antikorperklassenwechsel der B-Zellen zu IgE. ILfiBirt zusatzlich zu vermehrter
Mukussekretion und erhéht die Atemwegsreaktivitéts ist entscheidend fir die
Reifung und Differenzierung eosinophiler Granulerytim Knochenmark (Barnes,
2008).

Thl-Zellen differenzieren aus ThO-Zellen unter démfluss von IL-12 wéahrend der
Antigenprasentation durch DCs (Trinchieri et aQ02). Das vorherrschend produzierte
Zytokin einer Thl-Zelle ist Interferory (IFNy), das in der Lage ist, eine Th2-
Immunantwort zu supprimieren. Es wurde gezeigt,sd&s\Ny im experimentellen
Asthma eine bronchiale Eosinophilie sowie eine bhniee Hyperreagibilitat verhindern
kann (Nakajima and Takatsu, 2007). Das von Th2eBelsezernierte IL-4 kann
wiederum eine Entwicklung zu Thl-Zellen inhibier@kapenko et al., 2004). Deshalb
wird ein Ungleichgewicht zwischen Th1l- und Th2-2allals wichtiger Faktor in der
Entstehung von Asthma bronchiale gesehen (RobirZg8Q).

Erst kirzlich entdeckte man neben den lange bekanfithl- und Th2-Zellen
(Mosmann and Coffman, 1989) weitere T-Zellpopulagio, die ebenfalls mit in das
asthmatische Entztindungsgeschehen eingreifen. Zélléh mit den Zytokinen 1I-17
und 1l-23 spielen eine Rolle bei der Rekrutierureptnophiler Granulozyten in die
Atemwege und scheinen mit schweren Asthmaverlaufsfo assoziiert zu sein (Traves

and Donnelly, 2008). Die seit kurzem postuliertebfSpulation IL-9-sezernierender

6
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Th9-Zellen kénnte in der chronischen Entzindungsphdes Asthma von Bedeutung
sein (Soroosh and Doherty, 2009).

An der Balancierung der asthmatischen Entzinduagsom wird neben dem
Gleichgewicht von Thl- und Th2-Zellen auch reguiatthen T-Zellen (Tregs) eine
Bedeutung beigemessen. Diese Zellen kommen zumb&egits angeboren als eigene
Zellpopulation vor (nTregs), z.T. sind sie aus pleeren naiven ThO-Zellen induzierbar
(iTregs) (Chen et al., 2003; Zhu and Paul, 2010).

Allergen
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Abbildung 3: Interaktionen von Immunzellen im Rahmen der asthmatischen
Entziindungsreaktion

Th2-Zellen differenzieren unter IL-4-EinfluR ausOFAellen. Mit den Zytokinen IL-4, IL-5 und IL-13
sind sie die vorherrschenden Zellen bei der Stewgeder asthmatischen Entzindungsreaktion. Thl-
Zellen kénnen Uber IFNhemmend auf sie einwirken. Inhibitorisch auf dlle-Zellpopulationen wirken
Tregs Uber IL-10. Th17-Zellen rekrutieren neutrépl@ranulozyten in die Atemwege (modifiziert nach:
Barnes PJ, The cytokine network in asthma and éhrohstructive pulmonary disease, Journal of
Clinical Investigation 2008, Volume 118, Issue fft, 3546 - 3556 ).
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Tregs sezernieren u.a. IL-10 und kénnen dartber- T Th2-Immunantworten
supprimieren und Autoreaktivitat, UberschieRendentmreaktionen und chronische
Entzindungsgeschehen verhindern (Hawrylowicz ar@daf@a, 2005). Neben Tregs
nehmen aber auch Zellen des angeborenen Immunsystgoiatorische Aufgaben war.
So beeinflussen DCs uber sezerniertes IL-6 die framk/on Tregs und Th2-Zellen
(Doganci et al., 2005). Des Weiteren spielt IL-6cmaErkenntnissen unserer
Arbeitsgruppe eine Rolle bei der Ubertragung eisthmaschutzes von Muttertieren

auf ihren Nachwuchs nach mikrobieller StimulatiQofirad et al., 2009).

1.1.5Ursachen von Asthma

Die Komplexitat der Erkrankung lasst sich anhand\delfalt an Faktoren, die bei der
Entstehung von Asthma beteiligt sind, erkenneneeieutliche genetische Komponente
in der Entstehung des Asthma bronchiale wurde irhnita von Zwillingsstudien
aufgezeigt (Skadhauge et al., 2000). Gestutzt died durch die Beobachtung, dass
Kinder von Eltern mit allergischem Asthma ein ert&$h Erkrankungsrisiko haben,
welches bis zu 60 - 80% reicht, wenn beide Eltédmteetroffen sind (Herold, 2010). In
umfangreiche Genanalysen konnten zahlreiche Gemmophismen (SNPsSingle
Nucleotide Polymorphismsermittelt werden, die mit einem erhdhten Asthisi&d
assoziiert sind (Imboden et al., 2006; Ober andjalpf2006; Wen et al., 2006; Moffatt
et al., 2007). Mit besonders schweren Asthma-Vé&tfaumen lassen sich wiederum
andere SNPs in Verbindung bringen. Dabei gibt @3 k&sthma-Gen“. Vielmehr sind
viele Genloci beteiligt, deren Zusammenwirken inmZ&inen noch nicht vollstandig
verstanden ist und weiterer Forschung bedarf (\lgr2e08).

Um die in den letzten Dekaden extrem gestiegenghmepravalenzen zu erklaren,
missen neben der genetischen Komponente noch eveft@ktoren herangezogen
werden. So zeigten sich z.B. 1990 deutlich unteesitiche Asthmapravalenzen in den
sich genetisch ahnelnden Populationen Ost- und d¥ettchlands nach nur 40jahriger
Trennung (von Mutius E. et al., 1992). Die zunachetlrige Zahl Asthmaerkrankter in
Ostdeutschland stieg in den Jahren nach der Wersiéd ilan, so dass eine veranderte
Umwelt und ein veranderter Lebensstil eine schijgs&irklarung boten (Heinrich et al.,
1999).

Umweltfaktoren als entscheidende Ursache gestiegesttmapravalenzen postulierte
Strachan bereits 1989 in der so genannten ,Hyditymsthese”. Sie besagt, dass sich

mit zunehmender Hygiene in wohlhabenden L&ndern tetdender Exposition
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gegeniber Mikroorganismen in der Kindheit die Wahesnlichkeit des Auftretens
einer allergischen Erkrankung erhdht (Strachan9)198estiitzt wurde diese Hypothese
durch zahlreiche epidemiologische Studien. BacltliBa002) zeigte, dass parallel zum
Anstieg allergischer Erkrankungen in industrialiga Landern die Anzahl bakterieller
und viraler Infektionen zuriickgegangen war. In 8elnweizer SCARPOL (Swiss Study
on Childhood Allergy and Respiratory Symptomes wRBspect to Air Pollution,
Climate and Pollen)-Studie wurde nachgewiesen, daster, die auf einem Bauernhof
aufwuchsen und somit einer signifikant hoheren oblellen Exposition ausgesetzt
waren, ein um 50% reduziertes Asthmarisiko aufwig&raun-Fahrlander et al., 1999).
Weitere Bestétigung lieferte die ALEX (Allergien duendotoxin)-Studie, mit Kindern
aus Deutschland, Osterreich und der Schweiz, danfalts in einem bauerlichen
Umfeld aufwuchsen. Hier zeigte sich der protektizfekte ausgesprochen stark
ausgepragt, wenn die bakterielle Exposition im driih Kindesalter erfolgte.
Insbesondere war auch die pranatale ExpositionhduncStall arbeitende schwangere
Mutter mit einem Schutz vor der Entwicklung von Wsia assoziiert (Riedler et al.,
2001; Ege et al., 2006). Da der protektive Effeist in das Erwachsenenalter anhalt
(Radon et al., 2004), war es von besonderem Irgeresrauszufinden, welche Faktoren
des bauerlichen Lebens entscheidend fur den Astimtssind.

1.1.6Mausmodelle in der Asthmaforschung

Um klare Ursache-Wirkungs-Beziehungen zu definieresar es erforderlich, die
epidemiologisch gewonnenen Erkenntnisse unter expatellen Bedingungen im
Labor zu analysieren. Dazu wurden Mausmodelle dgkma bronchiale etabliert, denn
Tiermodelle erlauben es Teilaspekte komplexer BHaagen zu untersuchen und
dadurch grundlegende Mechanismen der Entstehurgrkannen. Das Immunsystem
der HausmausMus musculusist bereits gut beschrieben und stimmt in wegdrgh
Mechanismen allergischer Reaktionen (Atemwegsubeiiadiichkeit, eosinophile
Atemwegsentzindung, vermehrte Mukusproduktion) d@m menschlichen Uberein
(Herz et al., 1996a). Im Mausmodell wird eine Skitisierung meist durch Injektion
eines artfremden Proteins hervorgerufen. In zatfien Studien hat sich hierfir das
Huhnereiweil3 Ovalbumin (OVA) als geeignet erwiesBuirch lokale Provokation,
beispielsweise Uber die Applikation eines allergdtidien Aerosols in die Atemwege,
wird anschlielend eine lokale Entziindungsreaktimh somit experimentelles Asthma
hervorgerufen (Renz et al.,, 1993; Herz et al.,, b99@erz et al., 1998). In der
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vorliegenden Arbeit wurde als Modelorganismus degd Albino (BALB)/c Maus-
Inzuchtstamm gewahlt, da dieser starke Th2-Readtioauf Allergene entwickelt
(Boyce and Austen, 2005).

1.1.7Lactococcus lactis G121

Im Mausmodell erwies sich die Inhalation von Stalldk als protektiv im Bezug auf
experimentelles Asthma (Peters et al., 2006). Aarsnakrobiellen Flora im Stallstaub,
gesammelt in Tierstéllen, die mit einem Schutz A#sthma assoziiert sind, wurden
mehrere Bakterien isoliert (Korthals et al., 2008)r Acinetobacter Iwoffii(A .Iwoffii)
F78 und Lactococcus lactis(L. lactiss G121 konnte gezeigt werden, dass deren
intranasale (i.n.) Applikation, bei gleichzeitigfVA-Sensibilisierung der Mause die
Entstehung charakteristischer Parameter einer asgochen Erkrankung signifikant
verringerte (Verringerung der bronchiale Hyperrbdigit, geringere Eosinophilenzahl
in der bronchoalveolaren Lavage (BAL), Reduktiom Becherzellhyperplasie in der
Lungenhistologie) (Debarry et al., 2007). In derliegenden Arbeit wurde mit. lactis
G121 gearbeitet, das ein Gram-positives kokkenfgesiiBakterium aus der Ordnung
der Milchséurebakterien ist. Lactokokken besiede#te Pflanzen und die Haut von
Saugetieren. AulRerdem kommen sie in Rohmilch unlkdnmiohprodukten vor. Dabel
ist L. lactismit einem Anteil von 38% das am haufigsten in Migoodukten zu findende
Milchsaurebakterium (Casalta and Montel, 2008). &&m Menschen gilL. lactis als
apathogen und tragt den Status ,Generally RecodrizeSafe” (GRAS) (Salminen et
al., 1998).

1.2 Epigenetik

1.2.1Definition

Im Rahmen der menschlichen Entwicklung entsteht auser Zelle nach der
Befruchtung ein vielzelliger Organismus mit einerolgen Zahl spezialisierter
Gewebetypen, die sich sowohl morphologisch als afugtktionell unterscheiden.
Dennoch besitzt beispielsweise eine Leberzellediatische DNA-Sequenz wie eine
Herzzelle. Um den Vorgang der Entwicklung verscareet Phanotypen aus einem
Genotyp zu beschreiben nutzte Waddington 1942 afstrden Begriff Epigenetik
(Waddington, 1942). Auch Mutationen der Sequenz Besoxyribonukleinsaure

(DNA) fuhren zu neuen Phanotypen. Um diesen Praaesslem Gebiet der Epigenetik
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auszuschliel3en, erfolgte durch Riggs et. al 19%B aeue Definition. Epigenetik - so
die Autoren - betrifft Anderungen der Genfunktiodie mitotisch und meiotisch
vererbbar sind, und nicht durch Anderung der DNA&m®z zu erklaren sind (Russo,
1996). Vorraussetzung in dieser Definition ist weiin die Vererbbarkeit der
epigenetischen Modifikation. Um aktuellen Forschaergebnissen Rechnung zu
tragen, sind in der neusten Definition neben vdrarn auch transiente epigenetische
Veranderungen eingeschlossen. Epigenetische Eseggni sind  strukturelle
Modifikationen des Chromatins, um veranderte (i&tk) Aktivitatszustande zu

registrieren, zu signalisieren oder aufrechtzuéeha(Bird, 2007).

1.2.2Biochemie der DNA-Methylierung

Die DNA-Methylierung gilt als meistuntersuchte eggtische Modifikation. Es
handelt sich um die Anlagerung einer Methylgrupperteine kovalente Bindung an
eine Base der DNA. Bei Eukaryonten findet diesezPss fast ausschlie3lich am 5'-
Kohlenstoff von Cytosin (C) statt, wenn es 3’ direkn der Base Guanosin (G) gefolgt
wird, also das Dinukleotid Cytosin-phosphatidyl-@asin (CpG) vorliegt (Bird, 2002).
Diese Modifikation wird durch DNA-Methyltransferase(DNMT) katalysiert. Sie
nutzen S-Adenosylmethionin (SAM) als Methylgruppemor, ein Produkt des
Methionin-Homocystein-Stoffwechsels, dessen Vorleaséin wiederum von weiteren
Co-Faktoren wie Folsaure und Vitamin-B12 abhandtgyet al., 2005).

Bisher sind 4 verschiedene DNMTs bekannt, wobeilDNMT2 in vitro nur schwache
Aktivitat zeigt und in vivo wahrscheinlich als Ribonukleinsaure (RNA)-
Methyltransferase dient (Hermann et al., 2003; ;T2810). Man kann funktionell zwei
Gruppen unterscheiden. Zur ersten gehort die DNNMsIA methyliert DNA im Rahmen
der Replikation und braucht als Vorlage einen herathylierten DNA-Strang, um den
unmethylierten, neu gebildeten Strang nach diesembiM zu vervollstandigen. Sie
erhalt ein bereits vorhandenes Methylierungsmuatdérecht und wird deshalb als
~-Maintenance-DNMT" bezeichnet. Zur zweiten Gruppehgren die DNMT3a und
DNMT3b, die als ge noveDNMTs" bezeichnet werden. Sie sind in der Lage,
unmethylierte CpGs neu zu methylieren. Wie genaseti Vorgang initiiert wird ist
noch unklar (Klose and Bird, 2006).

Zur Demethylierung werden zwei Mechanismen diskytidie passive und die aktive
Demethylierung. Erstere entsteht durch Inhibiti@n Methylierung hemi-methylierter

DNA-Strange, der sog. ,Maintenance-Methylierung‘ahwend der Replikation. Uber
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die Moglichkeit einer aktiven Demethylierung ist gggen weniger bekannt. In
Erwdgung gezogen wird eine enzym-abhéngige dir€aenethylierung, oder eine
Demethylierung im Rahmen von DNA-Reparatur-Vorgdmg8ei Letzterem wird
zunachst von einer aktiven enzymatischen Desamimiervon 5-Methylcytosin
ausgegangen. Das entstehende Thymin fuhrt zu DNMpRarungen, die anschlie3end
durch den Mechanismus der Basenexcisionsreparattar tEntstehung von nicht-

methyliertem Cytosin korrigiert werden (Gehringagt 2009).

Lytosin 5-Methylcytosin
NH3 NH2
. CH3
L) = [
0 N ONMI 0 N
N N\
5—CpG—2
3=-GpC-%

Abbildung 4:  Mechanismus der DNA-Methylierung
DNA-Methyltransferasen lagern in eukaryontischer ADNei vorliegender Basenpaarung von Cytosin
und Guanin an das 5’-Kohlenstoffatom des Cytogire éflethylgruppe an (modifiziert nach: Taylor SM,

p53 and deregulation of DNA methylation in can€&llscience Reviews 2006, Volume 2, Number 3).

1.2.3CpG-Inseln

CpG Motive in eukaryontischer DNA zeichnen sichatiuzwei Besonderheiten aus:

1) CpGs sind im Genom unterreprasentiert. Bei eili@@iGehalt des menschlichen
Genoms von 41%, waren stochastisch 4% CpGs zutenvdratséachlich liegt der CpG-
Anteil aber nur bei 0,8% (Lander et al., 2001). DiEngt damit zusammen, dass
methyliertes Cytosin spontan zu Thymin desaminidi@m. Da Thymin eine naturlich
in der Gensequenz vorkommende Base ist, wird diegation von Reparaturenzymen
nicht erkannt und bleibt bestehen. Die Desaminigmicht-methylierten Cytosins zur
DNA-fremden Base Uracil wird dagegen repariert. iliRlethylierung beinhaltet also
eine Schutzfunktion vor Mutation (Antequera, 2003).

2) CpGs verteilen sich nicht gleichmalig im Gen@ondern in CpG-Inseln (CGI).
Diese sind definiert als 500bp lange Abschnitte DNA, die einen Anteil von Guanin

und Cytosin von mehr als 55% enthalten und einedem Faktor 0,65 hohere CpG-
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Frequenz enthalten als bei stochastischer Verggitunerwarten wére (Takai and Jones,
2002).

Die CGls sind nicht zufallig auf das Genom verfegbndern zu 60 — 70% mit
Promotorregionen des menschlichen Genoms assod@liargworth and Bird, 2009).
Wahrend ca. 80% der CpGs bei Maus und Mensch methgind, trifft das fir die
CpG-Dinukleotide innerhalb von CGls selten zu (Aptera, 2003). Zudem
unterscheidet sich der Methylierungsstatus der G&GMerschiedenen Geweben eines
Organismus, so dass eine regulatorische Aufgabd&r@nmen der Gentranskription

angenommen werden kann (lllingworth et al., 2008).

1.2.4DNA-Methylierung und Histonmodifikationen als Regulatoren
der Genexpression

Die Genexpression kann in einer eukaryontischerieZaulf verschiedenen Stufen
reguliert werden. Dies beinhaltet die Ebene dem3keption und Translation sowie
nachfolgende Modifikationen von messenger RNA (mRNA&ler Proteinen. Ferner
kann die Zelle durch Kontrolle von Transportwegeie beispielsweise vom Zellkern
in das Zytoplasma oder durch Beschleunigung odenrhieng von Abbauwegen, die
Proteinmenge regulieren. Epigenetische Mechaniswiendie DNA-Methylierungen
greifen bereits pratranskriptionell in die Genregigin ein. DNA-Methylierungen im
Bereich von Promotorregionen, die mit CGls assdzgmd, konnen die Transkription
der entsprechenden Gene unterbinden (Jones and 2b@®). Umgekehrt fihrt eine
Demethylierung der entsprechenden Genregionen izer dée-expression der zuvor
.inaktiven* Gene. Experimentell kann eine solcheni2¢hylierung unter bestimmten
Vorraussetzungen durch die Gabe des DNMT-Inhibitbrézacytidine (5-AzaC)
erreicht werden (Sanchez-Abarca et al., 2010).

DNA-Methylierungen zur Kontrolle der Genexpressgpielen in vielen biologischen
Prozessen eine entscheidende Rolle: im Rahmenrdbry&genese beim ,Imprinting®
(Reik et al., 2001; Horsthemke and Wagstaff, 2008)uder Chromosom-X-
Inaktivierung (Heard and Disteche, 2006), zum Schigs Erbgutes vor sich selbst
replizierender DNA wie Transposons und retrovir@&tA (Yoder et al., 1997) oder im
Bereich der Cancerogenese durch Assoziation miEdpression von Onkogenen und
Tumorsuppressorgenen (Feinberg, 2007).

Die Transkriptionsinhibition durch DNA-Methylierungerfolgt vermutlich Uber

unterschiedliche Mechanismen. Zum einen ragen rhettey Cytosine in die grole
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Furche der DNA-Doppelhelix und kdonnen durch stéres@ehinderung die Bindung
von Transkriptionsfaktoren verhindern (Hark et 2DP0). Weiterhin kénnen ,Methyl-
CpG-Binde-Doméane* (MBD)-Proteine an der Inhibitibeteiligt sein. Diese Proteine,
von denen bisher sechs beschrieben sind, binden d@ibhe spezielle Doméane an
methylierte CpGs. Anschlie3end rekrutieren die éinat weitere Co-Repressoren und
verhindern so eine Genexpression (Klose and Biff)62 Zu den rekrutierten Co-
Repressoren kann auch die Histondeacetylase gehtdieeiiber eine Modifikation der
Histone ebenfalls zur Transkriptionsinhibition bégt (Jones et al., 1998). Hier zeigt
sich die enge Verknupfung der DNA-Methylierung madem epigenetischen
Mechanismus der Histonmodifikation.

Abbildung 5:  Mdgliche Mechanismen der Transkriptionsinhibition durch DNA-Methylierung

Die Methylierung der DNA verhindert entweder direli¢ Bindung von Transkriptionsfakoren oder fuhrt
Uber die Bindung von ,Methyl-CpG-Binde-Doméane* (MB[Proteinen zur Rekrutierung weiterer Co-
Repressoren (modifiziert nach: Klose, Genomic DNéthglation: the mark and its mediators, Trends in

Biochemical Sciences, Volume 31, Issue 2, pp.8%)- 9

Die Histonproteine, um die sich die DNA windet, enitgen einer Vielzahl an
Modifikationen, die durch Anderung der Chromatioktur sowohl zu
Transkriptionsaktivierung als auch Inhibierung #iinrkdnnen. Dazu gehdren unter
anderem Acetylierungen, Phosphorylierungen und Miettungen, meist der
aminoterminalen Fortsatze der Histone (Berger, 20@ufgrund der Vielzahl der
Modifikationen wird analog zum genetischen Code eorem Histoncode gesprochen.
Man geht davon aus, dass Histonmodifikationen fiire erasche und flexible
Transkriptionskontrolle verantwortlich sind, wahderDNA-Methylierungen Gene
langfristig aktivieren und deaktivieren konnen urdlesen Zustand auch an

Tochterzellen weitergeben (Reik, 2007).
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1.3 Asthma und Epigenetik

1.3.1Epigenetik und Umwelteinflisse

Anhand der Epigenetik lasst sich verdeutlichen, Wimeweltfaktoren Einfluss auf den
Phanotyp eines Organismus nehmen. In Untersuchuegesiger Zwillinge wurde
gezeigt, dass sich die DNA-Methylierungsmusterritenome in jungen Jahren noch
stark &hneln. Mit zunehmendem Alter und damit eineunehmenden
Auseinandersetzung mit verschiedensten Umweltfaktdraten starkere Unterschiede
im Methylierungsmuster auf (Fraga et al., 2005er@xperimente zeigten weiterhin,
dass u.a. chemische Toxine (Anway et al.,, 2005 alle Erndhrung die DNA-
Methylierung veréndern und somit den Phanotyp llessen konnen. Beispielsweise
fuhrte im Mausmodell eine Nahrungserganzung mit hMigruppendonatoren bei
Muttertieren bei deren Nachwuchs zur Hypermethyhgr eines Allels des Agouti-
Locus einhergehend mit einer dunkleren Fellfarbe Méuse (Waterland and Jirtle,
2003). Auch mikrobielle Infektionen mit BakterieNlgrdone et al., 2007), Parasiten
(Gutierrez et al., 2004) und Viren (Mikovits et, d998) kbnnen in Veranderungen der
DNA-Methylierung resultieren.

In der Pathogenese des Asthma bronchiale wird, beieits erwahnt, neben einer
genetischen Pradisposition insbesondere Umweltfaktoein groRes Gewicht
beigemessen, im Rahmen der Hygiene-Hypothese bexsomdikrobiellen Erregern.
Unter Berilcksichtigung oben genannter Studien lesghahe, dass der epigenetische
Mechanismus der DNA-Methylierung als Form einer &nwelt-Interaktion auch im
Rahmen der Entstehung von Asthma eine Rolle spidénnte. Dabei sind
Umwelteinflissein utero und in frihester Kindheit von besondere Bedeut{ividler
and Ho, 2008). Unter Einbezug der Beobachtung, des§&enexpressionen u.a. durch
epigenetische Mechanismen reguliert ist, wird flie dPathogenese allergischer
Erkrankungen in einer Studie postuliert, dass fetgemikrobielle Exposition in der
frihen Kindheit eine Demethylierung (und damit Addrung) des IFM-Gens
verhindert. Dadurch entstehe eine Thl/Th2-Dysba&andie das Risiko einer

Allergieentwicklung erhéhe (Vuillermin et al., 2009
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Abbildung 6:  Mdgliche Rolle epigenetischer Mechanimen als Bindeglied von genetischer
Pradisposition und Umweltexposition in der Pathogeese des Asthma bronchiale

(modifiziert nach: Miller R, Environmental Epigeiest and Asthma, American Journal of Respiratory
and Critical Care Medicine 2008, Volume 177, ppt 5673)

1.3.2Epigenetische Regulation der Zytokinexpression

Wahrend der Differenzierung von naiven ThO-Zellerverschiedene Subpopulationen
werden zellspezifische Zytokinexpressionsmusteivigkt. Die Zytokinexpression ist
von der Bindung von Transkriptionsfakoren an diesprechenden genomischen Loci
abhéngig, welche wiederum durch epigenetische NMadibnen reguliert werden.
Hierbei ist von Bedeutung, dass nicht nur der emtjsche Status der kodierenden
Sequenz selbst Uber die erfolgreiche Transkriptiemischeidet, sondern auch
epigenetische Modifikationen der nicht-kodierendemd teilweise weit vom
eigentlichen Gen entfernten regulativen ElementB. (Promotor, Enhancer, Silencer)
entscheidend sind. Aufgrund klassischer Nachweigtels\DNAse werden diese als HS
(Hypersensitive Site) oder bei Entdeckung durchnibiomatische Methoden als CNS
(Conserved Non-coding Sequence) bezeichnet (Wisal., 2009), wobei nicht jedes
regulative Element zwangslaufig als HS oder CNS Erscheinung tritt. DNA-
Methylierungen regulativer Elemente konnen die Gesmskription verhindern
(Schubeler et al., 2000; Jones and Chen, 2006).

Die codierenden Sequenzen fur die Th2-Zytokine ,IUt45 und IL-13 bilden einen
Gencluster, welcher auch als ,Th2-Lokus” bezeichmietl. Diese Region ist evolutiv
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konserviert und somit in Maus und Mensch struktisehr ahnlich. Das IL-4- und das
IL-13-Gen sind benachbart zueinander, wahrend daS-Gen durch das DNA-
Reparatur-Gen RAD5S0 getrennt von den beiden lidgsfihrliche Analysen konnten
zeigen, dass die Expression fur diese Th2-Zytolgeeneinsam koordiniert wird.
Wichtige Enhancer sind CNS1 (HS1 und HS2) und CNS3 V), ein wichtiger
Silencer ist HS IV. Weitere HSs im Bereich von RADSInd zu einer LCR (Locus
Control Region) zusammengefasst (Ansel et al., R00O@r hohe Grad an CpG-
Methylierung (~90%) in naiven ThO-Zellen im Bereidar Promotoren, CNS1, CNS2
und dem Th2-Lokus-LCR ist vermutlich mit dafur wenaortlich, dass in naiven ThO-
Zellen die Expression der entsprechenden Th2-Zyeounterdrickt wird (Wilson et al.,
2009). Speziell fur das IL-5-Gen konnte mittels M@tGruppen-Sensitiven
Restriktionsenzymen (MSR) gezeigt werden, dassdigsnaiven ThO-Zellen und Thl-
Zellen methyliert ist, wahrend es nach Differenzigy zu Th2-Zellen demethyliert wird
(Agarwal and Rao, 1998; Bird et al., 1998).

Im Gegensatz zum Th2-Lokus befinden sich keineesgit Zytokin-Gene in der Néhe
des IFN-Lokus, so dass keine Zytokin-Co-Expressionenfsiddn. Der IFN-Lokus
ist in einem Bereich von 70 kb proximal des Tramglonsstarts zwischen Mensch und
Maus konserviert, bevor strukturelle Differenzenftratien. Doch konnte gezeigt
werden, dass sich in diesem Bereich die wesentlictegulatorischen Elemente
befinden (Schoenborn et al., 2007). Zu diesen gghinter anderem der proximale und
der distale IFN-Promotor, fur die nachgewiesen wurde, dass sieneamtscheidenden
Einfluss auf die IFN-Expression haben (Aune et al., 1997). Der murireximale
IFNy-Promotor enthalt sechs CpG-Motive, die in naivdrD-Eellen hypomethyliert
sind. Kultivierung dieser Zellen unter Th2-polagignden Bedingungen fuhrte zu einer
Hypermethylierung des proximalen IiF¥Promotors, einhergehend mit einer
verminderten IFN-Expression (Jones and Chen, 2006). Eine Studieuamnen Th-
Zellen lieferte ahnliche Ergebnisse (White et2006).

Der IL-10-Lokus weist ebenfalls groRe Ahnlichkeitigchen Maus und Mensch auf. In
Th-Zellen wichtige regulative Elemente sind u.a. distal gelegene Enhancer HS+6.45
sowie der proximal gelegene IL-10-Promotor (Saraavel O'Garra, 2010). Dieser
befindet sich in murinen Th2-Zellen in einem dembénten Zustand, in Thl-Zellen ist
er dagegen methyliert (Im et al., 2004). In humanamonukleéren Blutzellen von
Patienten mit rheumatoider Arthritis korreliertaeistarkere Methylierung des IL-10-

Promotors mit einer verminderten IL-10-mRNA-ExpresaqFu et al., 2007).
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1.4 Fragestellung

Die steigende Asthmapravalenz in den letzten Dekaded im Rahmen der Hygiene-
Hypothese durch eine abnehmende Haufigkeit mikHebiénfektionen in der frihen
Kindheit erklart. Verschiedene epidemiologisched&in stiitzen diese Hypothese und
weisen nach, dass das Aufwachsen auf ,traditiontllBauernhdfen mit einer
Asthmaprotektion einhergeht. Fir das im bauerlictémfeld isolierte Bakterium
L. lactiskonnte ein protektiver Effekt auf die Asthmaerttsieg im akuten Mausmodell
gezeigt werden. Uber welche Mechanismen dieser tSaohermittelt wird ist bisher
unbekannt. Daher wurden fir die vorliegende Arbeitter Einbezug aktueller
Erkenntnisse aus der Epigenetik und der Pathoplogieo des Asthma bronchiale
folgende Hypothesen abgeleitet:

» Die protektive Wirkung vor.. lactisresultiert aus Veranderungen der lokalen
(bronchiale Lymphknoten) und systemischen ImmunarttgMilz) auf der
Ebene der Zytokinexpression (MRNA) und Zytokinpiktchn (Protein).

* Die veranderte Zytokinexpression und -produktiorRahmen dek. lactis
vermittelten Asthmaprotektion ist mit einer Veréandey des

Methylierungsstatus der entsprechenden Promotomeagsoziiert.

Zur experimentellen Bestatigung dieser Hypotheieesazunachst die Phénotypen des
L. lactisAkut-Versuchs reproduziert werden, um dann digdablen Fragestellungen

ZUu beantworten:

* Welchen Einfluss hat dike. lactis Exposition von OVA-sensibilisierten Mausen
auf das Zytokinprofil von mononuklearen Zellen des Milz und bronchialen

Lymphknoten?

* Welchen Einfluss hat die. lactisExposition von OVA-sensibilisierten Mausen
auf den DNA-Methylierungsstatus der proximalen Rvtoren der Zytokine
IFNYy, IL-5 und IL-10 in CD4CD25- und CD4CD25-T-Zellen aus der Milz

und bronchialen Lymphknoten?
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2 Material und Methoden

2.1 Mausmodell des experimentellen Asthmas und

Immunmodulation mittels L. lactis

2.1.1Versuchstiere und Versuchstierhaltung

Weibliche 6-8 Wochen alte BALB/c Mause wurden inerftall des Biomedizinischen
Forschungszentrums in keimarmer Umgebung in einemividuell bellfteten
Kafigsystem (IVC) gehalten. In einem Kafig befandgoh maximal vier Tiere, die
durch individuelle Ohrmarken zu unterscheiden waréxlle Ma&ause erhielten
ovalbuminfreies Futter und Wassad libitum Bei konstanter Luftfeuchtigkeit und
einer Raumtemperatur von 20°C wurde ein kunstlich&rstiindiger Tag-Nacht-

Rhythmus erzeugt. Die Tierversuchsgenehmigung ME2Mr.54/2007 lag vor.

2.1.2Versuchsgruppen und Versuchsprotokoll

Zur Untersuchung des Effekts des Gram-positiven tdakns L. lactis auf die
Entwicklung einer allergischen Reaktion wurden Welite BALB/c Mause zunachst
i.n. mit L. lactis oder ,Phosphat Buffered Saline* (PBS) (Kontroll®handelt, gegen
OVA oder PBS (Kontrolle) durch intraperitonealep(). Injektion sensibilisiert und
anschlie3end einem OVA-haltigen Aerosol ausgeg¢€tzallenge).

Der Versuchsansatz umfasste vier Versuchsgruppen.

Gruppe 1 (PBS/PBS): Negativkontrollgruppe. Die r&iavurden i.n. mit PBS
behandelt und nicht sensibilisiert (PBS Injektign)t. Die
Gruppe umfasste sieben Tiere.

Gruppe 2 (PBS/OVA): Positivkontrollgruppe. Die fd@ewurden i.n. mit PBS
behandelt und gegen OVA-sensibilisiert (i.p. InieRj.
Die Gruppe umfasste sieben Tiere.

Gruppe 3 lactis/PBS: Die Tiere wurden i.n. mit. lactis behandelt, aber nicht
sensibilisiert (PBS Injektion i.p.). Die Gruppe wasste

acht Tiere.

19



Material und Methoden

Gruppe 4 . lactissfOVA: Die Tiere wurden i.n. mit. lactis behandelt und gegen
OVA-sensibilisiert (i.p. Injektion). Die Gruppe uagste

acht Tiere.
Lungenfunktionsmessung
----------- k.p. OVA-Sensibilisierung Challenge  Préaparation
0 +14 24+ +26+27+28 +30
+29
| . L 1 L
ceerrr ottt rrrtrr b
-13 -11 -8 -6 -4 -1+1 +3 +6 +8 +10 +13 +18l7 +20 +22 +24 +27

i.n. Applikation von L .lactis

Abbildung 7:  Schema des Versuchsaufbaus zur Indukbin und Analyse einer akuten allergischen

Atemwegsentziindung und intranasalet.. lactis-Applikation

2.1.3Exposition mit L. lactis

13 Tage vor Beginn der Sensibilisierung begannB#ieandlung mit. lactis an den
Tagen -13, -11, -8, -6, -4 und -1. Nach Beginn @&sansibilisierung wurde
weiterbehandelt an den Tagen 1, 3, 6, 8, 10, 13, 115 20, 22, 24 und 27.
Versuchstieren der Gruppen 3 und 4 wurden 50 péreBakteriensuspension der
Konzentration c=2x1Dcfu/pl i.n appliziert (entspricht 1xi0cfu/Behandlung). Den
Kontrollgruppen wurde 50ul steriles PBS verabreiCli¢ Bakterienapplikation erfolgte
nach Narkotisierung mittels i.p. Injektion von @00 pl einer mit PBS verdinnten
Ketanest/Rompun-Losung (Ketamin 76 mg/kg, Rompuh (@/kg). Der betédubten,
aufrecht gehaltenen Maus wurde dié. lactis Suspension mittels einer
Eppendorfpippette auf die Nase aufgetropft. Weganddrch die Narkose ausgesetzten

Schutzreflexe inhalierte die Maus die Bakteriensusjon.

Chemikalien

Dulbecco’s Phophate Buffered Saline (PBS) PAA Labmies GmbH, Colbe, D
Ketanest/Rompun-Narkose

-Ketamin 50 mg/mi Pfizer, Berlin, Freiburg, D
-Rompun 2% (Xylazin 20 mg/ml) Bayer Vital GmbHeg\erkusen, D
Materiat

1 ml-Spritzen (BD Plastipak) Beckton Dickinsoreitielberg, D
Kanulen (Microlance8 24G 0355x25) Beckton Dickimsbleidelberg, D
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2.1.4Systemische Sensibilisierung gegen Ovalbumin undduoktion
einer lokalen Entziindungsreaktion in den Atemwegen

Die systemische Sensibilisierung erfolgte nach &amdard-Sensibilisierungsprotokoll
an den Tagen 0, 14 und 21 durch i.p. InjektionamjedlO pug OVA Grade VI emulgiert
in 1,5mg Aluminiumhydroxid (AI(OH) in einem Gesamtvolumen von 200 pl
(aufgefullt mit PBS). Kontrollgruppen erhielten PBfit AI(OH)s.

Zur Induktion einer lokalen Atemwegsentziindung veardie Mause an den Tagen 26,
27 und 28 in einer Acrylkammer flr 20 Minuten ein@WA-Aerosol [10 mg/ml OVA
Grade V in PBS] ausgesetzt. Dieses wurde lber ddRI®-Vernebler (Pari) erzeugt

und in die Kammer geleitet.

Chemikalien:

OVA Grade VI Sigma, Taufkirchen, D

OVA Grade V Sigma, Taufkirchen, D
Dulbecco’s Phophate Buffered Saline (PBS) PAA Labmmies GmbH, Célbe, D
Inject® Alum Al(OH); Pierce, Rockford, USA

Material:

1 ml-Spritzen (BD Plastipak) Beckton Dickinsoreitielberg, D
Kanulen (Microlance8 24G 0355x25) Beckton Dickimsbeidelberg, D
Acrylkammer (20 x 20 x 15 cm) KH Zehlendorf, BeylD

Pari® Master Pari, Starnberg, D

2.2 Nachweis der bronchoalveolaren Hyperreagibilitdt duch
Head-out Body-Plethysmographie

Die Head-out Body-Plethysmographie bietet die Mgdweit einer nicht-invasiven
Lungenfunktionsmessung mit dem Vorteil, dass dieudlaicht narkotisiert werden
muss und somit eine spontane Atmung aufweist. Daudd werden wahrend des
Versuchs Methacholin (MCh)-Aerosolen steigender Z&mration ausgesetzt. MCh
wirkt als unspezifischer Bronchokonstriktor. Dadukommt es zu einer Verminderung
des Atemflusses der Maus. Bei vorhandener bronebokiirer Hyperreagibilitat erfolgt
dies bereits bei Aerosolen geringerer MCh-KonzéioinaZum Vergleich der Gruppen
wird die MCh-Konzentration bestimmt, bei der dertthare expiratorische Atemfluss

noch 50 % des Ausgangswertes betragt (MCh50).
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Die Apparatur besteht aus einer 2,5 | grol3en Expaskammer, an die vorne ein
Vernebler angeschlossen ist, Uber den das MCh-Akesisgeleitet werden kann. Auf
der Rickseite befindet sich ein Abzug fur die Abliies ermdglicht die Erzeugung
eines kontinuierlichen Luftstroms der gewinschterro&olkonzentration. In die
Hauptkammer ragen vier Plethysmographen, in weliitheM&use gesetzt werden. Den
Mausen wird eine Halsmanschette aus Kofferdam iddell angepasst. So wird der
Plethysmograph luftdicht gegentiber der Expositiangker verschlossen, gleichzeitig
aber die Atmung der Mause nicht behindert. Die Hder Atmung der Mause
vorhandenen Thoraxbewegungen fihren zu einer Darékderung im
Plethysmographen. Diese wird dber ein  Ableitungsrohvon einem
Pneumotachographen gemessen. Die Signale werdenhliefiend durch ein
Potentiometer verstarkt und zur Speicherung und weusing an einen PC
weitergeleitet. Dort erfolgt die Auswertung mit deoftware Notocord hem 3.5 sowie
Microsoft Excel.

einzelner Head-out Expositionskammer mit vier Plethysmographen
Body-Plethysmograph

4 N/

Signal-
verarbeitung

<=
=N

Pneumo-
tachograph

A
N
\_ VAN

Abbildung 8:  Aufbau des Head-out Body-Plethysmograpen
(modifiziert nach Glabb T et al. Am J Physiol Lu@gll Mol Physiol 2001; 280: 565-573)

i

Expositionskammer }

Abluft

Luftzufuhr

-

IS
IL<E

Am Versuchstag 29 wurden pro Messdurchgang vierddan den Plethysmographen
platziert. Jede Vierergruppe enthielt jeweils eMaus der vier Versuchsgruppen. Es
erfolgte eine 15-minidtige Messung des mittlereniraxprischen Atemflusses. Der
Mittelwert dieser Daten wurde gebildet und als Aarsgswert flr die folgenden

Messungen gleich 100% gesetzt. Dann folgte einek@wsdiger Einstrom eines PBS-
Aerosols als Negativkontrolle. Im weiteren Verlamfirde jeweils 70 Sekunden ein
MCh-Aerosol in die Hauptkammer geleitet. Anschlie®efolgte eine 3,5-minltige

Pause bevor die Tiere der nachsth6heren MCh-Koratemt ausgesetzt wurden. Es
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wurde fortlaufend der mittlere expiratorische Flugsmessen. Erreichte ein Tier
mehrmals  hintereinander Atemflusswerte <50% des aragd definierten

Ausgangswertes wurde es aus dem Plethysmograpteonanen, um sein Uberleben
zu sichern. Die folgende Tabelle gibt Auskunft Gten zeitlichen Ablauf der Messung

und die Hohe der MCh-Konzentration.

Tabelle 1: MCh-Exposition
Beginn der jeweils 70-sekindigen Exposition gegeni®BS oder Methacholin (MCh) ausgehend vom

Startzeitpunkt des Experiments und Hohe der MChzéatration im verwendeten Aerosol

Beginn der 70-sekindigen Exposition Aerosol

15°10” PBS

1950~ 3 mg/ml MCh

24°30” 6 mg/ml MCh

2910 12,5 mg/ml MCh

33’50 25 mg/ml MCh

3820 50 mg/ml MCh

43°10” 75 mg/ml MCh

46°40” 100 mg/ml MCh

5100 Ende der Messung
Chemikalien
Dulbecco’s Phophate Buffered Saline (PBS) PAA Labmmies GmbH, Célbe, D
3-Methyl-Acetylcholin (Methacholin, MCh) Sigma, Tfainchen, D
Materiat
Glasexpositionskammer Forschungswerkstatten jesche Hochschule

Hannover, D

Pneumotachograph PTM 378/1.2 Hugo Sachs Elektrbhigstetten, D
Potentiometer CFBA Hugo Sachs Elektronic, HugstetD
NOTOCORD hem 3.5 Software Notocord, Paris, F
Latex-Kofferdarm Roeko, Langenau, D
Pari® Master Pari, Starnberg, D

2.3 Praparation und Probengewinnung

Am Versuchstag 30 wurden die Mause prapariert. Digrand der umfangreichen

Analysen und Zellisolationen eine Praparation vOnT&ren nicht mdglich war, wurde
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jede Versuchsgruppe in jeweils zwei Untergruppetertgilt. Diese wurden identisch
behandelt, allerdings um eine Woche zeitversetztlass in zwei aufeinander folgenden
Wochen analysiert wurde.

Am Praparationstag erhielten die Mause eine i.patainjektion von 200 pl (Heparin
1:5 verdinnt mit PBS, Endkonzentration Heparin:®0Q&./ml). 20 Minuten nach der
Heparininjektion wurden die Mause mit 200 pl einéx-Ketanest/Rompun-
Narkosel6ésung (Endkonzentrationen nach Losung i:RBetamin 42,8 mg/ml und

Rompun 2,8 mg/ml) getétet und tber die Axillarv@&iet enthommen.

Chemikalien:
Heparin-Natrium-25000 Ratiopharm GmbH, Ulm, D
Dulbecco’s Phophate Buffered Saline (PBS) PAA Labmies GmbH, Cdlbe, D
Ketanest/Rompun-Narkose

-Ketamin 50 mg/ml Pfizer, Berlin, D

-Rompun 2% (Xylazin 20 mg/ml) Bayer Vital GmbHeg\erkusen, D
70%iges Ethanol Merck, Darmstadt, D
Material:
Skalpell A.Dumont+Fils, CH
1 ml-Spritzen (BD Plastipak) Beckton Dickinsoreitielberg, D
Kanulen (Microlance8 24G 0355x25) Beckton Dickimsbleidelberg, D

2.3.1Gewinnung von Serumproben

Aus der Axillarvene wurde Blut in 2 ml Reaktionsg@én aufgefangen, fir 1 Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieend @iiVEnuten bei Raumtemperatur
mit 2800 x g zentrifugiert. Der Serumuberstand weuatigenommen und bei -20°C bis

zur Bestimmung der Immunglobulin-Konzentrationetagert.

Material:
2 ml Reaktionsgefalle Eppendorf AG, Hamburg, D
Megafuge 1.0R Heraeus Instruments GmbH, Habau,

2.3.2Gewinnung der bronchoalveolaren Lavage (BAL)

Die BAL ermoéglicht die Probengewinnung aus den praten und distalen
Atemwegen. Die Tiere wurden in Ruckenlage fixidder Thorax wurde mit einer
Schere eréffnet und fixiert. Nach Freipraparati@n drachea wurde diese erdffnet, um

einen 18G Venenverweilkatheter einzufiihren. Daridvarde die Lunge mit 1 ml
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eiskaltem PBS (mit 1% ,Bovines Serum Albumin® (BSéy)d einem Proteaseinhibitor)
einmal gespdlt. Nach Aspiration der Flussigkeit daudiese in ein 2 ml Reaktionsgefal
uberfuihrt und bei 300 x g und 4°C fur zehn Minutentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und das Pellet wurde in 1 ml PBS/1% BS#ispendiert. Die Zellzahl
wurde bestimmt-® 2.4.3), bevor die weitere Aufbereitung mittels @gntrifugation
erfolgte & 2.6).

Chemikalien:

Dulbecco’s Phophate Buffered Saline (PBS) PAA Labmmies GmbH, Célbe, D
BSA (=Bovines Serum Albumin)

Albumin Bovine Fraktion V SERVA, Heidelberg, D

Material:

Préparierbesteck

-Scheren Hamacher, Solingen, D
-Skalpell A.Dumont+Fils, Montignez, CH
-Pinzetten A.Dumont+Fils, Montignez, CH
-Klemmen Martin, Tuttlingen, D
18G Venenverweilkatheter B.Braun Melsungen AG|ddegen, D
2 ml Reaktionsgefalle Eppendorf AG, Hamburg, D
1 ml-Spritzen (BD Plastipak) Beckton Dickinsoreitielberg, D

2.3.3Pré&paration der Lunge

Nach der Gewinnung der BAL wurde der rechte Luniggyel abprapariert, in ein Cryo-
Reaktionsgefald tberfuhrt und zur spateren Untewsugliler mRNA-Expression in -
196°C kaltem Flussigstickstoff schockgefroren. Derbleibende linke Lungenfliigel
wurde an der Schnittstelle durch eine Ligatur abdedt und Uber den 18G
Verweilkatheter mit 1 ml 4%iger Formaldehydel6syegfundiert. Eine weitere Ligatur
in Hohe der Trachea sorgte fir ein Verbleiben dernfaldehydelésung in dem
Lungenfligel. Zur Zwischenlagerung wurde dieserdanfligel in ein 20 ml Gefald mit

4%iger Formaldehydeldsung Uberfihrt.

Chemikalien:

Formaldehydeldsung (4%) Merck, Darmstadt, D

Material:

18G Venenverweilkatheter B.Braun Melsungen AG|ddiegen, D Mikrotom
(Accu-Cut® SRM™200 Rotary Microtom) Sakura, Zoeteude, NL
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Objekttrager 76 x 26 mm Menzel-Glaser®, Braumszh, D
1 ml-Spritzen (BD Plastipak) Beckton Dickinsoreitielberg, D

2.3.4Préaparation der Milz und der bronchialen Lymphknoten

Die Milz wurde freiprapariert und in ,Roswell ParkMemorial Institute®
(RPMI)-Kulturmedium (Zusatze: 10% hitzeinaktiviest®tales Kélberserum (FCS), 1%
Penicillin/Streptavidin, 1% L-Glutamin) auf Eis ggkert. Zur Auftrennung des
Gewebeverbandes wurde die Milz mit Hilfe eines @pristempels durch ein Zellsieb
der PorengroRe 100 pum gedrickt und in 5 ml RPMIiMedresuspendiert. Bis zur
Weiterverarbeitung wurden die Proben auf Eis getage

Die bronchialen Lymphknoten wurden nach ihrer Fégyjaration analog des Protokolls

zur Milzverarbeitung aufgearbeitet.

Chemikalien:

RPMI 1640 [1x] ohne L-Glutamin PAA LaboratoriesnBH, Colbe, D
Glutamin [2 mM] PAA Laboratories GmbH, Colbe, D
Streptomycin [100 mg/ml] Seromed, Berlin, D
Penicillin [100 U/ml] Seromed, Berlin, D
Fetales Kalberserum [10%] Seromed, Berlin, D
L-Glutamin PAA Laboratories GmbH, Colbe, D

Pancoll mouse Pan-Biotech GmbH, Aidenbach, D

Material:

Falcon Zellsieb 100um Becton Dickinson, Heidedh®

Zentrifuge Megafuge 1.0R Heraeus, Osterode, D

2.4 Aufreinigung von Zellpopulationen

2.4.11solation mononuklearer Zellen

Mit Hilfe der Dichtegradientenzentrifugation wurdeaus den Milzproben die
mononukledren Zellen (MNC) isoliert. Dazu wurde &ml Reaktionsgefald mit 5 mi
auf Raumtemperatur befindlichem Pancoll (Pan-Biotdxefiillt und vorsichtig mit der
gleichen Menge an Zellsuspension Uberschichtet. félgte eine 20-mindtige
Zentrifugation mit 1200 x g bei Raumtemperatur oBnemse.

Wegen der unterschiedlichen Zelldichte befandem siach der Zentrifugation die
Zellen groRerer Dichte (Erythrozyten, Granulozytepglletiert am Boden des
Reaktionsgefal3es, wahrend die mononukledren Z¢llgmphozyten, Makrophagen,
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Monozyten) in der Interphase zwischen Trennmediurd Kulturmedium zu finden
waren.

Die Interphase wurde vorsichtig mit einer Pastqette abgenommen, in ein neues
Reaktionsgefal3 Uberfihrt und zweimal mit 10 ml RM&dium gewaschen
(Zentrifugation mit 350 x g fur 10 Minuten bei Ratemperatur). Anschlie3end wurde
das Pellet in 1 ml RPMI resuspendiert.

Die Lymphknotenproben wurden analog zu den is@rennononuklearen Zellen der
Milz zweimal gewaschen und in RPMI resuspendiert.

Nach Isolation der mononukleéaren Zellen wurde dgdzAhl bestimmt-$2.4.3) und es
wurden Zellen fur diein vitro OVA-Restimulation © 2.8) abgenommen. Die
verbleibenden Zellen wurden mittels ,Magnetic Beasbisted Cell Sorting” (MACS)
(Miltenyi Biotech) aufgearbeitet¥ 2.4.2).

Chemikalien:

RPMI 1640 [1x] ohne L-Glutamin PAA LaboratoriesnBH, Colbe, D
Glutamin [2 mM] PAA Laboratories GmbH, Colbe, D
Streptomycin [100 mg/ml] Seromed, Berlin, D
Penicillin [100 U/ml] Seromed, Berlin, D
Fetales Kalberserum [10 %] Seromed, Berlin, D
L-Glutamin PAA Laboratories GmbH, Célbe, D

Pancoll mouse Pan-Biotech GmbH, Aidenbach, D

Material:

Falcon Zellsieb 100 pm Becton Dickinson, Heidetfy D

Zentrifuge Megafuge 1.0R Heraeus, Osterode, D

2.4.2Isolation von CD4'CD25'- und CD4'CD25-Zellen aus der Milz
und bronchialen Lymphknoten

CD4'CD25- und CD4CD25-Zellen wurden mittels MACS aus Milz und den
bronchialen Lymphknoten isoliert. Das Prinzip degthbde beruht auf der Markierung
der entsprechenden Oberflaichenmolekile mit Antiggtp und anschlieRender
Kopplung an Eisenkugeln (Beads). Markierte Zellginken daraufhin mit einem
Magneten in einer Sdaule gehalten werden, wohingegemarkierte Zellen

ausgewaschen werden.

Das Protokoll beinhaltet zwei Stufen. Im erstengaponsschritt erfolgt eine Negativ-
Selektion. Durch Zugabe eines Cocktails Biotin-nmetker AKs (anti-Maus AK: CD8a,

27



Material und Methoden

CD11b, CD45R, CD49b, Ter-119) und anschliellendeyaBa von anti-Biotin Beads
werden alle Nicht-CD% Zellen in der Sdule gehalten. Das Eluat enthat @D4-
Zellen. Im ersten Separationsschritt werden auRerdereits CD25Zellen mit anti-
CD25-PE (Phycoerythrin) AK markiert.

In zweiten Separationsschritt erfolgt eine Pos&elektion. Zum Eluat aus CDZellen
werden anti-PE Beads hinzugegeben, welche die G@@%en in einer weiteren Saule
halten. Das Eluat enthalt CD@D25-Zellen.

Zentrifugationsschritte dieses Protokolls erfolgtemmer fir 10 Minuten bei 4°C und
300 x g. Samtliche Volumenangaben beziehen sickiaefZellzahl von 1x1ellen.

Die Zellsuspension aus MNCs>(2.4.1) wurde zentrifugiert, in 40 pul MACS-Puffer
aufgenommen und mit 10 pl Biotin-Antibody-Cocktairsetzt. Nach griandlichem
Mischen wurde 10 Minuten bei 4 °C im Dunkeln inlkerbi AnschlielRend wurden 30 pl
MACS-Puffer, 20ul Anti-Biotin Microbeads und 10uID25-PE AK hinzupipettiert.
Grundlichem Mischen folgte eine 15-minitige Inkubatbei 4°C im Dunkeln. Nach
einem Waschschritt (1 ml MACS-Puffer, Zentrifugaliovurde das Pellet in 500 ul
MACS-Puffer resuspendiert. Vorbereitend fir dieligelation wurden die LD-Saulen
in die entsprechenden Haltevorrichtungen eingelraod mit jeweils 2 ml MACS-
Puffer aquilibriert. Je 500 pl der Zellsuspensiamrden auf die Sdulen gegeben. War
die Probe vollstandig in der Saule versickert, veudiese zweimal mit jeweils 1 ml
MACS-Puffer gespiilt. Der Durchlauf (2,5 ml) enthiaun die CD24 Zellen. Zudem
waren die im Durchlauf vorhandenen Zellen, die @25-Rezeptor trugen bereits
durch die Inkubation mit CD25-PE AK markiert. Dalud& wurde zentrifugiert und in
90ul MACS-Puffer resuspendiert. 10 ul Anti-PE Miseads wurden hinzugegeben. Es
folgte nach grundlichem Mischen eine Inkubation X6rMinuten bei 4°C im Dunkeln.
Nach einem Waschschritt (1 ml MACS-Puffer, Zengdtion) wurde das Pellet in 500
pul MACS-Puffer resuspendiert. Die MS-Saulen wurden den entsprechenden
Haltevorrichtungen befestigt und vorbereitend minR MACS-Puffer aquilibriert. Je
500 pl Zellsuspension wurden pro Saule aufgetragésren diese vollstandig in der
Séaule versickert, wurde die Saule dreimal mit jésvB00 pul MACS-Puffer gespuilt und
der Durchlauf aufgefangen. Da hier eine positiviel8®n durchgefihrt wurde, enthielt
das Eluat (2 ml) CDLD25-Zellen. Die CD4CD25-Zellen dagegen befanden sich
noch auf der Saule. Um diese auszuwaschen wurdeadile aus dem Magnetseparator
genommen, auf ein neues 15 ml Reaktionsgefald gasatizmit 1 ml MACS-Puffer
befillt. Sofort wurde dieser mit einem Spritzengpemzugig durchgedriickt. Der
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Durchlauf enthielt die CDLD25"-Zellen. AbschlieRend folgte eine Zellzahlung beide
isolierter Zellpopulationen am Zellzahlger& (2.4.3). Nach Zentrifugation wurde das
Zellpellet in einem der Zellzahl entsprechendenuvtaén ATL-Puffer aufgenommen.

Die Proben wurden bei -20°C gelagert.

Chemikalien:
MACS-Puffer
-2 ml 0,5M EDTA Roth, Karlsruhe, D
-500 ml PBS PAA Laboratories GmbH, Colbe, D
-2 ml Fetales Kéalberserum [10 %] Seromed, Bebin,
CD4'CD25 Regulatory T Cell Isolation Kit Miltenyi Biotec,@8gisch Gladbach, D
ATL Puffer
Material:
MS Columns Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbath,
LD Columns Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbaéh,
Megafuge 1.0R Heraeus Instruments GmbH, Habau,
15 ml Falcon Sarstedt, NUmbrecht, D

2.4.3Analyse der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit dem Cetit@ter (CASY®). Dieses Gerat
saugt Uber eine Kapillare die in einem speziell&kteolypuffer gelosten Zellen auf.
Uber der Kapillare wird eine Spannung aufgebaut ded Widerstand tber dem
Elektrolytpuffer wird erfasst. Jede in dem Elekytplffer gelost Zelle verdrangt eine
bestimmte Menge des Puffers und verandert so delerdfand. Da der Widerstand im
Grundzustand (nur Puffer, keine Zellen) bekannt ustd sich der Widerstand
proportional zum Zellvolumen verandert, kann beil\@eeigneter Messparameter auf
die Zellzahl geschlossen werden.

Es wurden 5 pl der zu messenden Probe in 10 mEbsdgrolytpuffers (CASY®Ton)
gegeben und gut gemischt. Zur Berlcksichtigung denterschiedlichen
Zelleigenschaften wurde das der Probe entsprecheMéssprogramm (BAL,
Primarzellen Milz, Priméarzellen Lymphknoten) aufgien und die Zellzahlung

begonnen.

Chemikalien:
CASY®Ton Schéarfe Systems, Reutlingen, D
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Material:
CASY®Model TT
(Cell-Counter, Analyser System) Scharfe SystdResitlingen, D

2.5 Konzentrationsbestimmung von Immunglobulinen im
Serum mittels ELISA

Der ,Enzyme-linked Immunosorbent Assay“ (ELISA) igtin immunologisches
Nachweisverfahren, welches lber spezifische Antlyetikorperbindungen und einer
nachfolgenden enzymatischen Farbreaktion der (fim@tung eines gesuchten
Antigens dient.

Beim hier angewandten Sandwich-ELISA wird zun&ehst Primarantikdrper an eine
feste Phase gebunden (Coating). Eine Blocklosusgtbefreie Proteinbindungsstellen,
um unspezifische Bindungen zu vermeiden. Es wer&andard und Proben
aufgetragen und mit dem gebundenen Primarantikongebiert. Anschlielend findet
eine Inkubation mit einem biotinylierten Zweitariirper (Detektionsantikdrper) statt,
welcher an noch freie Epitope des Antigens binds nachzuweisende Antigen
befindet sich nun zwischen den beiden Antikérp&an@dwich-ELISA). Essentiell ist,
dass Erst- und Zweitantikérper unterschiedlichetdfi@ des Antigens binden. Es wird
ein Streptavidin-Peroxidase-Komplex (Peroxidaseakert gebunden an Streptavidin)
hinzugegeben. Streptavidin besitzt vier freie Bimgistellen fur Biotin und kann so an
den Detektionsantikdrper binden. Das dann hinzugefB@eroxidase-Substrat (BM blue
POD Substrate) wird von der Peroxidase umgesettearerfolgt eine Farbreaktion die
photometrisch erfasst wird. Da sich Farbreaktion,nzyEnaktivitat und
Antigenkonzentration proportional zueinander vadrgl kann mit dem ELISA-Reader

die Antigenkonzentration berechnet werden.

.,.i."al

Al
1) 2) | .o 3) | . 4) | % 5) | W Streptamidin Perosciduse- Komplex
o .
jf‘, : -\T/ \Q‘/ \9/ W ‘ & bigtireylister Sareitard ihiTper
w: | ol o | 7 Primimmdikirper

Abbildung 9:  Prinzip des ELISA

Nach dem Coaten mit dem Primarantikorper (1) wiig Blrobe hinzugegeben und das entsprechende
Antigen kann binden (2). Nach Beimengen des bitinign Detektionsantikdrpers (3) wird der
Streptavidin-Peroxidase-Komplex hinzugefiigt, deBéwtin bindet (4) und nach Substratzugabe fiir die
Substratumsetzung sorgt (5), die photometrisch tifimert werden kann (modifiziert nach

www.elisaassay.com).
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In der vorliegenden Arbeit wurden ELISA fur OVA-gpiesches IgE, IgG1 und IgG2a
durchgefuhrt. Zum Coaten der 48-Well-Platten wurgeo Well 50 pl einer OVA-
Losung (OVA Grade VI in PBS, 20 mg/ml) in 0,1 M N@Bs; (pH=8,3) aufgetragen
und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am Folgetag veurdie Platte viermal mit
Waschpuffer (PBS mit 0,1 % Tween®20) gewaschen. Basocken erfolgte durch
Zugabe von 100 ul/Well Blocklésung (PBS mit 1 % BS#d einer Inkubation von 2
Stunden bei Raumtemperatur. Nach viermaligem Wasqhéaschpuffer) wurden
jeweils 50 ul Proben oder Standard pro Well auéggin. Fur jeden Standard war,
ausgehend von den angegebenen Hdchstkonzentratitgien200 ng/ml, 1gG1: 50
ng/ml, IgG2a: 10 ng/ml) eine 10-stufige 1:2-Verdiingsreihe in Waschpuffer angelegt
worden. Die Serumproben wurden je nach zu messenthemunglobulin mit
Waschpuffer verdinnt (IgE: 1:10 und 1:100, 1gG110000 und 1:100000, IgG2a:
1:100 und 1:1000). Als Negativkontrolle (Blanks)rdeen vier Wells jeweils mit 50 pl
Waschpuffer beflllt. Es folgte eine Inkubation Ulacht bei 4°C an. Am Folgetag
wurde nach viermaligem Waschen (Waschpuffer) minem biotinylierten
Detektionsantikorper (1:200 verdunnt in Waschpuftsd pl/Well) fir 2 Stunden auf
einem Schdattler inkubiert. Nach vier Waschschritigarde Streptavidinperoxidase
(1:2000 in Waschpuffer verdunnt) aufgetragen (50MVell) und es wurde fur 30
Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.hA&Vaschschritten folgte das
Auftragen von 100 pl/Well Peroxidase-Substratlos(iBil blue POD substrate). Bei
Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur wurde @iatretende Farbreaktion
abgewartet (Blaufarbung) und dann mit 50 pl/WelM2Schwefelsaure abgestoppt
(Farbumschlag nach Gelb). Unmittelbar danach edalige Auswertung am Photometer
bei 450 nm mit Hilfe der Software Magellan 3.

Chemikalien:

Dulbecco’s Phophate Buffered Saline (PBS) PAA Labmies GmbH, Colbe, D
BSA (=Bovines Serum Albumin)

Albumin Bovine Fraktion V SERVA, Heidelberg, D
Tween®20 Roth, Karlsruhe, D
Streptavidin-Peroxidase Sigma, Taufkirchen, D

BM blue, POD Substrat Roche, Mannheim, D
Natriumhydrogencarbonat (NaHGO Merck, Darmstadt, D
Schwefelsédure 97%ig ¢SOy) Merck, Darmstadt, D

Coating-Antikorper:
OVA VI Sigma, Taufkirchen, D
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Detektionsantikorper:

Anti-Maus IgE, biotinyliert Pharmingen, Hambuky,
Anti-Maus IgG1, biotinyliert Beckton Dickinson gitlelberg, D
Anti-Maus 1gG2a, biotinyliert Beckton DickinsoHgidelberg, D
Material:

48-Well Mikrotiterplatte Maxisorp Flachboden Numjesbaden, D
Nunc-Immuno Wash 12 Nunc, Wiesbaden, D

Auswertungssoftware Magellan 3 Tecan, Crailsh@&m,

2.6 Quantitative und Qualitative Analyse der

Zellpopulationen in der BAL

2.6.1Zytozentrifugation (Cytospins)

Mittels der Zytozentrifugation werden Zellen ausegi Zellsuspension isoliert und auf
einem Objekttrager fixiert, so dass nach Anfarbumgels Mikroskopie sowohl eine
morphologische als auch eine quantitative Bestingnder Zellpopulationen erfolgen
kann.

Es wurden 50 pl der BAL mit 150 pl PBS verdunnt undeine Probenkammer
gegeben. Diese bestand aus einem Cytoclip-Zentrifeigsatz (Thermo Fisher
Scientific), in dem ein Objekttrager eingeklemmtrwauf diesem war ein Filterpapier
mit kreisrundem Loch befestigt, in dem die Zellsarsgion aufgebracht wurde. Durch
Zentrifugation verblieben die Zellen an dieser I8telwahrend das Filterpapier
Uberschussige Flussigkeit aufnahm. Die Zentrifwgagrfolgte 5 Minuten bei 320 x g.
Das Praparat wurde 30 Minuten luftgetrocknet. AfisBend wurden die Zellen mittels

Diff-Quick (Medion Diagnostics) angefarbt.

Chemikalien:

Dulbecco’s Phophate Buffered Saline (PBS) PAA Labmies GmbH, Colbe, D
Material:

Shandon Cytofunnel® Thermo Fisher Scientific,lhem, USA
Shandon Filter Card Thermo Fisher Scientific|th&m, USA
Shandon Cytoclip® Thermo Fisher Scientific, Walh, USA
Objekttrager 76 x 26 mm Menzel-Glaser®, Braumszh, D
Shandon Cytospin ®3 Thermo Fisher Scientific|tian, USA
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2.6.2Farbung der Cytospins mit Diff-Quick®

Die luftgetrockneten Cytospin-Praparate wurden besseren Differenzierung der
Zellpopulationen angefarbt. Begonnen wurde mitre@giemindtigen Inkubation in Diff-
Quick®-Fix, gefolgt von einer einmindtigen Inkulati in Diff-Quick®-L6sung |, die
Xanthen-Farbstoff enthélt und azidophile Strukturethanfarbt. AbschlieRend wurde
30 Sekunden in Diff-Quick®-Losung Il inkubiert, diehiazin-Farbstoff enthalt und
basophile Strukturen blau farbt.

Chemikalien

Diff-Quick® | Medion Diagnostics, Diidingen, CH
Diff-Quick® Il Medion Diagnostics, Didingen, CH
Diff-Quick® Fix Medion Diagnostics, DidingenHC

2.6.3Mikroskopische Analyse der gefarbten Cytospins

Bei 400facher Vergrol3erung wurden pro Cytospin Z€llen ausgezéhlt. Dabei wurden
nach allgemeinen morphologischen Kriterien Lymphezy neutrophile Granulozyten,

Makrophagen und eosinophile Granulozyten unterdeine

Material:

Mikroskop BH-2 Olympus, Hamburg, D

2.7 Lungenhistologie

2.7.1Anfertigung histologischer Schnitte

Die in 4%iger Formaldehydelésung zwischengelagertamgen wurden nach
vollstandiger Fixierung im Pathologischen Institlgr Philipps-Universitat Marburg
entwassert und in Paraffin eingebettet. Die Parblificke wurden bei -20°C gelagert,
bevor mit einem Mikrotom 3 pm dinne Schnitte elstelirden. Diese wurden mittels
eines 45°C warmen Wasserbades geglattet und aarf €lbjekttrager tberfuhrt.

Material:

Mikrotom

(Accu-Cut® SRM™200 Rotary Microtom) Sakura, Zoeteude, NL
Objekttrager 76 x 26 mm Menzel-Glaser®, Braumsgh, D
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2.7.2Hamatoxylin- und Eosin-Féarbung

Bei der Hamatoxylin- und Eosin- (H&E) Farbung warakirch das blaue Hamatoxylin
basophile Strukturen wie nukledre DNA angefarbts Date Eosin farbt azidophile
Strukturen wie z.B. Proteine im Zytoplasma. Diemd@yglicht eine Differenzierung der
Zellpopulation und somit die Identifizierung entglinher Infiltrate im Lungengewebe.

Nach Fixierung des Praparates (siehe 2.7.1) béi6in Warmeschrank wurden die
Schnitte durch 20-minitige Lagerung in einem Xyileéz (Roticlear®) entparaffiniert.
Anschlie3end folgte eine Rehydratisierung in emesteigenden Alkoholreihe (100 %
Ethanol — 10 Minuten, 96 % Ethanol - 5 Minuten, %0Ethanol - 5 Minuten). Nach
Spulung in VE-Wasser wurden die Praparate 3 Minutd#ématoxylin 1l Losung nach

Gill inkubiert und daraufhin finf Minuten in Leitgeswasser gespult. Dessen hoherer
pH fuhrte zu einer blau-violetten Farbung. Die Rrape wurden dann fur eine Minute
in Eosin getaucht, dessen pH kurz zuvor durch Zeigatn drei Tropfen Eisessig
gesenkt wurde. Nach Spilung mit vollentsalztem ¢(VBJasser durchliefen die
Praparate eine aufsteigende Alkoholreihe (96 %rittha 1 Minute, 100 % Ethanol - 6
Minuten). Es folgte eine Inkubation in Xylolersafiir 20 Minuten. Die Praparate

wurden mit Histomount (National Diagnostics) undckglaschen eingedeckt.

Chemikalien:

Roticlear® Roth, Karlsruhe, D
Ethanol absolut Merck, Darmstadt, D
Hamatoxylin nach Gill Il Merck, Darmstadt, D
Eosin 1% Merck, Darmstadt, D
Histomount National Diagnostics, USA
Eisessig Merck, Darmstadt, D

2.7.3Perjodsaure-Schiff-Farbung

Bei der Perjodsaure-Schiff (PAS)-Farbung Uberfidiet Perjodsaure 1,2-Glykole in
unsubstituierte Polysaccharide sowie Mukopolysatdba Muko- und Glykoproteine
zu Aldehydegruppen, die das Schiffsreagenz leudntenanfarbt. Dies ermoéglicht den
spateren mikroskopischen Nachweis erhdhter Mukualgjitaon in den Atemwegen.

Nach Fixierung des Préparates bei 60°C im Warmas&hwurden die Schnitte durch
20-mindtige Lagerung in Xylolersatz (Roticlear®) teraffiniert. Es folgte eine
Rehydratisierung in einer absteigenden Alkoholr€l@% Ethanol - 2 Minuten, 96%
Ethanol - 1 Minute, 70% Ethanol - 1 Minute). Diedparate wurden mit VE-Wasser
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gespiult und 10 Minuten in Perjodsdure inkubiert.ciN&-minitigem Waschen in
Leitungswasser folgte eine 15-mindtige Inkubation $chiffs-Reagenz. Anschlie3end
wurden die Schnitte 15 Minuten mit Leitungswassspiilt. Die Gegenfarbung erfolgte
mit Hamatoxylin 1l Lésung nach Gill fir 1 Minute.dbaufhin wurden die Préparate
kurz mit VE-Wasser gespult und durchliefen eineseifende Alkoholreihe (70%
Ethanol - 1 Minute, 96% Ethanol — 1 Minute, 100%dttol - 1 Minute). Nach 15-
minutiger Inkubation im Xylolersatz wurden die Sitter mit Histomount und

Deckglaschen eingedeckt.

Chemikalien:

Roticlear® Roth, Karlsruhe, D
Ethanol absolut Merck, Darmstadt, D
Hamatoxylin nach Gill Il Merck, Darmstadt, D
Schiffsreagenz Merck, Darmstadt, D
Perjodsaure Roth, Karlsruhe, D
Histomount National Diagnostics, USA

2.7.4Mikroskopische Analyse der Lungenpraparate

Die Beurteilung der gefarbten Lungenpraparate gidohm Mikroskop mit 100facher
sowie 200facher VergroRerung nach allgemeinen nodogischen Kriterien. Beurteilt

wurden das Ausmal’ zelluldrer Infiltration sowie dEmteil an Becherzellen im

Lungenepithel.

Material:

Olympus BX51 Olympus, Hamburg, D
Kamera Color-view Olympus, Hamburg, D
Software Cell-F Olympus, Hamburg, D

2.81n vitro Stimulation mononuklearer Zellen der Milz und
der Lymphknoten und Messung von

Zytokinkonzentrationen

2.8.11n vitro Stimulation mononukleéarer Zellen

Die mit Pancoll isolierten mononukledren ZelletZ.4.1) wurden gezéahlt und durch
Zugabe von RPMI-Medium wurde die Zellzahl auf 2XZ6llen/ml eingestellt. Auf eine
48-Well-Platte wurden 200 ul dieser Zellsuspengiom Well pipettiert. Es wurden 20
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pl/Well einer 1:100 Verdunnung von OVA Grade VI £ 50 mg/ml) in RPMI
hinzugegeben. Fir eine rein mediumstimulierte Nekantrolle wurde obiges
Vorgehen wiederholt, doch statt OVA wurde 20 ul RRM jeder Probe gegeben. Es
folgte eine 72-stindige Inkubation im Warmeschrdmd 37 °C und 5% C©O
AnschlieRend wurden die Platten abzentrifugiert udié Uberstande auf eine
Mikrotiterplatte Uberfiihrt. Diese wurden bis zurt@kinmessung bei -20°C gelagert.
Das Zellpellet wurde in 350 pl RLT-Puffer (Quiagemjt 0,01% Mercaptoethanol

resuspendiert und zur spateren Bestimmung von mRbiAgzentrationen bei -20°C

gelagert.
Chemikalien:
CASY®Ton Schéarfe Systems, Reutlingen, D
OVA Grade VI Sigma, Steinheim, D
RPMI 1640 [1x] ohne L-Glutamin PAA LaboratoriesnBH, Colbe, D
Glutamin [2mM] PAA Laboratories GmbH, Colbe, D
Streptomycin [100 mg/ml] Seromed, Berlin, D
Penicillin [200U/ml] Seromed, Berlin, D
Fetales Kalberserum [10%] Seromed, Berlin, D
L-Glutamin PAA Laboratories GmbH, Cdlbe, D
RLT-Puffer Qiagen, Hilden, D
2-Mercaptoethanol Sigma, Taufkirchen, D
Material:
48 Well Platte BD, Heidelberg, D
CASY®Model TT
(Cell-Counter, Analyser System) Scharfe SystdResitlingen, D
Brutschrank Heraeus, Berlin, D
Mikrotiterplatte Thermo Scientific, UK

2.8.2Bestimmung der Zytokinkonzentrationen in Uberstand@& OVA-
stimulierter mononuklearer Zellen

Die Zytokinkonzentrationen in den gewonnenen Ub@aden aus der OVA-
Restimulation wurden mit Hilfe des Flowcytomix-Kit§Bender MedSystems)
gemessen. Zytokinkonzentrationen von IL-5, IL-1@ uBRNy wurden in allen Mausen
einer Versuchsgruppe bestimmt, Zytokinkonzentrationon IL-4, IL-13 und IL-6 in 4

Tieren pro Versuchsgruppe.
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Das Flowcytomix-Kit bedient sich, ahnlich wie deLIBA, spezifischer Antigen-
Antikorper-Bindungen. Doch ist es moglich aus ggeim Probenmengen gleichzeitig
die Konzentration von bis zu 20 Zytokinen mit Hiléeer Durchflusszytometrie zu
bestimmen.

Das Flowcytomix-Kit enthalt zwei Populationen ustriedlich grof3er Polystyrol-
Beads (4,4 um und 5,5 um), die vom ,Flourescencevéied-Cell-Sorter” (FACS)
unterschieden werden konnen. Das FACS saugt didsBaiazeln durch eine Kapillare
an und erfasst sie mit einem Laserstrahl. Das wmnBkads abgelenkte Streulicht wird
durch ein komplexes System aus Spiegeln und Filgeleitet und anschlielRend
ausgewertet. Dabei dienen die nach vorne abgele@ttahlen (FSC = Forwardscatter),
die durch die Beugung des Lichts hervorgerufen emradur Bestimmung der Bead-
GroRRe. In den zwei Beadpopulationen, die anhandBéesldurchmessers differenziert
werden, konnen zusatzlich 9 bzw. 11 Bead-Subgruppearschieden werden, weil
jedes Bead eine unterschiedliche Menge eines emneFRiuoreszenzfarbstoffs enthalt.
Dieser wird von einem Laser des FACS zur Emissiom Micht (=690 nm) angeregt,
Da innerhalb einer Beadpopulation jedes Bead eintrschiedliche Menge des
Farbstoffs enthalt, kbnnen die Beads anhand demgittt des emittierten Lichts
unterschieden werden. Die Kombination aus Bead-&tifél Lichtemission ermdglicht

die genaue Zuordnung der Beads.

Sreptavidin: PE—— ]|
biotinglierter Antikirper— /y
Probe. =7 ,
T L~
Kugel mit
% Primzrantikirper

-

(modifiziert nach Product Manual Flowcytomix Bakiit BenderMed)

Abbildung 10: Prinzip des Flowcytomix-Kits

An jedes der 20 Beads sind unterschiedliche Zytékitikbrper gekoppelt. Nach
Inkubation der Antikérper-markierten Beads mit deroben kommt es zur Bildung
spezifischer  Zytokin-Antikorper-Bead-Komplexe. Eirhinzugegebener Biotin-
gekoppelter Zweitantikdrper bindet an die Kompleknzugefigtes Streptavidin-PE

bindet an Biotin und erzeugt ein Fluoreszenzsignalches der Quantifizierung der
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Zytokine dient. Die gebundenen Zytokine lassen dgalglich durch die GroRRe der
Beads und der Intensitéat des internen Bead-Fafbstaoflentifizieren, wahrend die
Intensitat des Streptavidin-PE-Fluoreszenzsignalahiantifizierung dient.

Es wurde folgendermal3en vorgegangen:

Vorbereitend wurden eine Standard-VerdinnungsreileeBead-Mischung (Mischung
aus den grof3en und kleinen Poylstyrol-Beads), &iéin-Konjugat-Mischung und
eine Streptavidin/PE-Mischung hergestellt.

Aus den Standards wurde eine 8-stufige Verdinneitgsmergestellt, wobei jeweils
1.3 verdunnt wurde. Zur Herstellung der Bead-Misachwurde 1/20 des berechneten
Gesamtvolumens (Anzahl der Tests x 25 pl) von jed=ad in ein Reaktionsgefal}
gegeben. Dann wurde mit 1x-Assay-Buffer auf dasedierete Gesamtvolumen
aufgeflllt. Nach einem Waschschritt (Zentrifugatiim 5 Minuten bei 3000 x Q)
erfolgte eine Resuspension mit 1x-Assay-Buffer iemd zuvor berechneten
Gesamtvolumen. Zur Herstellung der Biotin-Konjulyischung wurde 1/20 des
berechneten Gesamtvolumens (Anzahl der Tests X)5nes jeden Biotin-Konjugates
in ein Reaktionsgefald gegeben und mit 1x-AssayeBufduf das berechnete
Gesamtvolumen aufgeftllt. Zur Herstellung der Stejlin-PE-Mischung wurden pro
Probe 1,83 pl Streptavidin/PE mit 55,46 pl 1x-AsBayfer vermengt.

Nach den beschriebenen Vorbereitungen wurde 2%guid&rd jeder Verdinnungsstufe
in jeweils ein FACS-R6hrchen gefillt. In alle wede FACS-RAhrchen wurden jeweils
25 pl Probe pipettiert. In alle ReaktionsgefalRedsar25 ul der hergestellten Bead-
Mischung gegeben. Diese war kurz zuvor mittels &oi$chittler gemischt worden,
um bereits sedimentierte Beads wieder in Suspengionbringen. Es wurden
50ul/Reaktionsgefal? der Biotin-Konjugat-Mischungaetiiert, bevor eine 2-stindige
Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur erfolgtes schlossen sich zwei
Waschschritte an (jeweils mit 1 ml 1x-Assay-Buffégntrifugation fir 5 Minuten bei
200 x g). Nach Zugabe von 50ul/Reaktionsgefald treptavidin-PE-Mischung wurde
nach gutem Durchmischen fur 1 Stunde lichtgescHigztRaumtemperatur inkubiert.
Es folgten zwei Waschschritte (jeweils mit 1 ml/R@@nsgefald 1x-Assay-Buffer,
Zentrifugation fur 5 Minuten bei 200 x g). mit ahfel3ender Resuspension in 500
ml/Reaktionsgefald 1x-Assay-Buffer. Die Proben kenntun am FACS gemessen
werden. Die Daten wurden mit der Software Flowcytofro 2.1 ausgewertet. In der
Standardverdinnungsreine wurde abweichend vom eéllergrotokoll nach

Rucksprache mit dem Hersteller eine zusatzlichelienungsstufe hergestellt, um auch
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noch Kkleinere Zytokinkonzentrationen messen zu &idnmDie Standardkurve lag
daraufhin im Bereich von 9,14 pg/ml bis 6666,6 g/

Chemikalien:

FlowCytomix Mouse IFN Simplex Kit Bender MedSystems, Wien, Osterreich
FlowCytomix Mouse IL-5 Simplex Kit Bender MedSysts, Wien, Osterreich
FlowCytomix Mouse IL-5 Simplex Kit Bender MedSysts, Wien, Osterreich
FlowCytomix Mouse/Rat Basic Kit Bender MedSystevéen, Osterreich
Material:

FACS-Ro6hren-Tubes Sarstedt, Nimbrecht, D

BD FACSort Becton Dickinson, Heidelberg, D
Megafuge 1.0R Heraeus Instruments GmbH, Habau,
Cell Quest Software Becton Dickinson, Heidelh&rg

Flow Cytomix Pro 2.1 Software Bender MedSystewign

2.9 RNA-Aufreinigung

2.9.1RNA-Aufreinigung von mononukleéren Zellen aus Milzund
Lymphknoten

OVA-stimulierte Zellen wurden durch Zentrifugatipelletiert und in RLT-Puffer mit
0,01% 2-Mercaptoethanol resuspendie¥tZ.8.1). Dieser bewirkt eine Lyse der Zellen.
Das im Puffer enthaltene stark denaturierende @irasothiocyanate inaktiviert
zusatzlich RNasen.

Die Aufreinigung der RNA erfolgte mittels RNeasytKQiagen). Es wurde jede Probe
mit 350 pl 70 %igen Ethanol gemischt, auf eine &&algeben und fir 15 Sekunden bei
8000 x g zentrifugiert. Nach Entfernen des Durctddualgte ein Waschschritt (700 pul
RW1-Puffer, Zentrifugation fur 15 Sekunden bei 860§). AnschlieRend wurden die
Auffanggefal3e durch neue ersetzt, um Kontaminatione vermeiden, bevor zwei
weitere Waschschritte mit 550 pl RPE erfolgtenZ@ntrifugation fur 15 Sekunden bei
8000 x g, 2. Zentrifugation fur 2 Minuten bei 1300 Um Pufferreste vollstandig zu
entfernen wurden die leeren Saulen nochmals furriutd bei 8000 x g zentrifugiert.
Die RNA wurde durch Zugabe von 30 pul RNAse-freierasgér und Zentrifugation von
1 Minute bei 8000 x g aus der Saule eluiert undljd ml Reaktionsgefal3en
aufgefangen. Um die Ausbeute zu erhohen, wurdeDdechlauf nochmals auf die
Saule gegeben und fir 1 Minute bei 8000 x g zerujieft.
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Chemikalien:

RNeasy Mini-Kit Qiagen, Hilden, D

70%iges Ethanol Merck, Darmstadt, D
2-Mercaptoethanol Sigma, Taufkirchen, D

Material:

Collection Tubes (2ml) Qiagen, Hilden, D

Collection Tubes (1,5ml) Qiagen, Hilden, D

Biofuge fresco Heraeus Instruments GmbH, HabBau,

2.9.2RNA-Aufreinigung aus Lungengewebe

Fur Gen-Expressionsanalysen wurde bei der Tierpa#ipa von jeweils zwei Tieren

pro Behandlungsgruppe der rechte Lungenfliigel iisstgstickstoff schockgefroren
und anschlieBend bei -80°C aufbewaht® (2.3.3). Diese Lungenhélften wurden
gewogen und dann noch tiefgekuhlt in einem Morsekleinert. Mérser und Pistill

wurden zuvor in Flassigstickstoff vorgekihlt. Pi® ¢ Lungengewebe wurden 1000 pl
RLT-Puffer (mit 0,01% 2-Mercaptoethanol) hinzugegebum daraufhin die Lunge
nochmals im Morser zu zerkleinern. AnschlieRenddewur Unterstitzung der Zelllyse
die Zellsuspension mit einer Spritze Uber eine Kardiinfmal aufgezogen und dann
nach dem Protokoll zur RNA-Aufreinigunep(2.9.3) weiterverarbeitet.

Chemikalien:

RLT-Puffer Qiagen, Hilden, D
2-Mercaptoethanol Sigma, Taufkirchen, D
Material:

1 ml-Spritzen (BD Plastipak) Becton Dickinson,idtdberg, D
Kanulen (Microlance8 24G 0355x25) Becton Dickinsdridelberg, D

2.9.3DNAse-Verdau

Zur Entfernung von DNA, die eine Kontamination derfolgenden
Polymerasekettenreaktion (PCR) dargestellt hatbedevein DNAse-Verdau der Proben
durchgefuhrt. Nach Zugabe von 2 pl 10x DNase | Rea®uffer (Invitrogen) und 1 pl
DNase | zu jeder Probe (25 pl) folgte eine Inkulratbei Raumtemperatur Gber 15
Minuten. Die Reaktion wurde mit 2 ul Ethylendianeimaessigsaure (EDTA) gestoppt
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und die DNAse durch 10-minitiges Erhitzen auf 65Wenaturiert. Bis zur
Weiterverarbeitung wurden die Proben auf Eis getage

Chemikalien:

DNase | (1U/ul) Invitrogen, Karlsruhe, D
10x DNase | Reaction Buffer Invitrogen, Karlsrube
EDTA (25mM) Invitrogen, Karlsruhe, D
Material:

Heizblock (HLC Progr) HLC BioTech, Bovenden, D

2.9.4Quantifizierung der RNA und Qualitatskontrolle

Die Quantifizierung der gewonnenen RNA erfolgte maihem Photometer. Dazu
wurden 2 pl der Probe 1:50 in RNAse-freiem Wassedinnt und in eine Quarzglas-
Mikrokuvette gegeben. Die optische Dichte (OD) veulzi einer Wellenlange von 260
nm (ODwo) bestimmt. Die Kalibrierung erfolgte durch Absagpismessung einer

reinen Wasserprobe. Da bei einer f¥on 1 die RNA-Konzentration 40 ng/ul betragt,
konnte durch Multiplikation der gemessenen optiscliichte mit 40, sowie dem

Verdinnungsfaktor 50, die vorliegende RNA-Konzeimrabestimmt werden.

Die Qualitat der Probe wurde durch Messung der @Deimer Wellenlange von 280
nm bestimmt. Bei dieser Wellenlédnge besitzen Pmetdir Absorptionsmaximum. Bei

Bildung des Quotienten aus @fpund ODg, sollte dieser zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

Chemikalien:

RNase freies Wasser Qiagen, Hilden, D
Material:

Préazisionsklvette Hellma GmbH, Mullheim, D
Photometer Ultrospec 3100 pro Biochrom Ltd., UK

2.9.5Reverse Transkription

FUr nachfolgende PCR-Experimente musste die aufggre mRNA zunachst in
komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Edslgt durch das Enzym
Reverse Transkriptase. Den Startpunkt fir das Enayadet ein Oligo-dT 18 Primer,
der sich an den Poly-A-Schwanz eukaryotischer RNlagert.

Es wurden 10 ul Probe, die maximal 500 ng RNA efthin ein RNAse-freies
0,5 ml Reaktionsgefal? gegeben. Hinzugefigt wurdenul2 10x Puffer, 2 pl
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Desoxynukleosidtriphosphat (ANTP) Mix, 3 pul RNassds Wasser, 1 ul Omniscript
Reverse Transkriptase und 2 pl Oligo-dT 18 Prinide Reaktion erfolgte fur 60
Minuten bei 37°C. Anschlielend wurde das Enzym llUgchitzen auf 93°C fur 5

Minuten inaktiviert. Die entstandene cDNA wurde °C gelagert.

Chemikalien:

Omniscript® Reverse Transkriptase Qiagen, Hildzn,

Oligo-dt 18 Primer MWG-Biotech, Ebersberg, D
Material:

Biometra TRIO-Thermoblock Biometra, Goéttingen, D

0,5ml Reaktionsgefalle Biozym Scientific GmbHJeédldorf, D

2.9.6Quantitative Polymerasekettenreaktion

Eine PCR dient der Amplifikation eines definiert®NA-Abschnittes. Dieser wird
durch ein entgegengesetztes Primerpaar begrenst, sath bei einer geeigneten
Annealingtemperatur spezifisch an einen DNA-Einzalg anlagert und so den
Startpunkt fir die DNA-Polymerase setzt. Diese Isgtisiert daraufhin einen neuen
DNA-Strang. Die verwendete DNA-Polymerase (Tag-Rwyase) ist hitzestabil und
arbeitet bei Temperaturen um 72°C optimal, besatztr auch bei 94°C eine hohe
Halbwertzeit. Diese Hitzebestandigkeit ist notig, die Temperatur auf 94°C erhoht
wird, um den neu synthetisierten Strang wieder ywmméaren DNA-Strang zu trennen
(Denaturierung) und so einen neuen Zyklus von Ramlagerung (Annealing) und
DNA-Synthese zu starten. Durch das Hintereinantaiten vieler Zyklen wird eine
exponentielle Amplifikation der Zielsequenz erreich

Um eine quantitative Aussage treffen zu kdonnendwiei der quantitativen PCR
(QPCR) ein Farbstoff beigesetzt (SYPR-Green), deachn Interkalation in
doppelstrangige DNA fluoresziert. Da sich die Fasmenz proportional zur
synthetisierten DNA-Menge verhélt, kann eine Konzionsbestimmung erfolgen. Im
Anschluss wird eine Schmelztemperaturkurve erstielith schrittweises Erh6hen der
Temperatur bei gleichzeitiger Messung der Fluomsz®a jedes DNA-Amplifikat
entsprechend seiner Primarstruktur eine unterslitied Schmelztemperatur besitzt,
kann die spezifische Schmelztemperatur (Temperdter der 50% der DNA
einzelstrangig vorliegt) bestimmt werden. Die Asalyder Schmelztemperaturkurven
ermdoglicht es, die Spezifitdt der PCR-Produkte karprifen. Um eine Aussage Uber

Expressionsunterschiede der mRNA in Zellen auschezdenen Versuchstieren treffen
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zu konnen, werden - bei unterschiedlicher Menge eargesetzter cDNA - relative
Konzentrationen ermittelt. Dazu wird neben dem gketan Produkt in jeder Probe zum
Abgleich ein Haushaltsgen, das konstant exprimigrtl (L32), in demselben PCR-
Lauf amplifiziert. Dies ermdglicht das Berechnenatiger Konzentrationen des
gesuchten Produkts. Die Berechnung erfolgt mittalsct-Methode, bei der die
Differenz der Act-Werte von Haushaltsgen und gesuchtem Gen gébiloel
anschlie3end mit 2 potenziert wird.

Der gPCR Mix enthielt 5 pl SYPR-Green (enthalt Rajymerase), 0,25 pl Sense-
Primer, 0,25 pl Antisense-Primer, 3,5 ppGHund 1 pl Probe. Die Hotstart Tag-
Polymerase wurde zunachst durch 15-minttige Inkabdtei 95°C aktiviert. Es folgten
50 Zyklen mit einer Denaturierungstemperatur vori®iber 15 Sekunden, einer
Annealingtemperatur von 60°C (58°C bei IL-5) Ubed %Hekunden und einer
Elongationstemperatur von 72°C lUber 15 Sekundes.vBiwendeten Primerpaare sind

der folgenden Tabelle zu entnehmen.

Tabelle 2: Primersequenzen der quantitativen PCR
Primer Sense Primer Antisense
L32 5-AGT TCC TGG TCC ACAS5-TTG GGG TTG GTG ACT CTG
ACG TC-3° AT-3
IL-5 5-AGC ACA GTG AAA GAG|5-TCC AAT GCA TAG CTG
ACC-3 GTG AAT-3°
IL-10 5-GCA TGG CCC AGA AAT|5-TCT TCA CCT GCT CCA CTG
CAA GG-3° CC-3
IFNy 5-GCG TCA TTG AAT CAC|5-TGA GCT CAT TGAATG CTT
ACC TG-3° GG-3°
Muc5ac | 5-TGA CCC AGA TCC TCC ATC5-GCA ACT GGA CCA AGT
TC -3 GGT TT-3
Chemikalien:
QuanitTect™SYBR®Green PCR Master Mix Qiagen, Hilden
Primer MWG Biotech, Ebersberg, D
Material:
0,1 ml Strip Tubes Corbett Research, Australia
Rotor-Gene RG-3000 Corbett Research, Australia
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2.10Bisulfitbehandlung und Pyrosequenzierung

DNA-Methylierung findet an Cytosinen in einem sagenten CpG-Kontext statt. Das
bedeutet, dass ein Cytosin unmittelbar von eineran@uauf demselben DNA-Strang
gefolgt wird. Das ,p* verdeutlicht deren Bindung dibeine Phosphatbriicke. Die
Bisulfitbehandlung genomischer DNA ist die Grunaélader meisten Methoden zur

Untersuchung des DNA-Methylierungsstatus.

GGTCAGTGAC/MCG

C mC

l Bisulfi-Behandlung l

U mC
GGTUAGTGAU/MCG

U m_

l PCR-Amplifikation l

T C

GGTTAGTGAT/CG

Pyroseguenzierung
v

3
~

Abbildung 11: Bisulfitmodifikation, PCR-Amplifikati on und Pyrosequenzierung

Nicht-Methyliertes Cytosin (C, rot) und methyliest€ytosin {'C, griin) kdnnen nach Bisulfitbehandlung
und PCR-Amplifikation differenziert werden. Das Waltnis von C zu"C im CpG-Kontext (orange
Saule) wird mittels Pyrosequenzierung bestimmt.uSagierabschnitte mit C ohne CpG-Kontext dienen
der Kontrolle einer erfolgreichen Bisulfitkonversi¢blaue Saule) (modifiziert nach: England R., P@ro
CpG™: quantitative Analysis of methylation in mplé CpG sites by Pyrosequencing®, Nature
Methods, Oktober 2005).
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Durch die Bisulfitbehandlung wird nicht-methyliest€Cytosin zu Uracil konvertiert,
wahrend methyliertes Cytosin unverandert bleibteimer anschlieenden PCR wird
Uracil als Thymidin amplifiziert. Die entstandene edienz kann durch
Pyrosequenzierung ermittelt werden und erlaubt Utier Ratio von Cytosin zu
Thymidin an CpGs die quantitative Analyse des Mihyngsstatus des Genlokus. Die
Dimension des Methylierungsgrades ist Prozent (%@ gibt die relative Anzahl der
Zellen an, die an der entsprechenden Position ¥e@inderung der Methylierung

erfahren haben.

2.10.1Isolierung und Bisulfitkonversion genomischer DNA

Zu 41 pl der in ATL-Puffer befindlichen aufgereiteg Zellen © 2.4.2) wurden 4 pl
Proteinase K gegeben. Durch 1-stindige Inkubat®r8B°C wurden noch vorhandene
Proteine degradiert. Eine folgende Inkubation vbrMinuten bei 98°C inaktivierte die
Proteinase K. Die Zugabe von 5 pl 3M NatriumhyddolaOH) und eine Inkubation
von 20 Minuten bei 37°C fuhrte zu einer Denatumgruder DNA-Strange. In der
Zwischenzeit wurden 12 ml einer gesattigten BiftEung (6g Natriumpyrosulfit; pH
5,0 eingestellt durch Zugabe von 5 pl 3M NaOH) d@inM Hydrochinon in einer
lichtgeschitzten Umgebung angesetzt. Je 450 pérdigsung wurden nach Ablauf der
Inkubationszeit zu jeder denaturierten Probe geyelis folgte eine dreistiindige
Inkubation bei 55°C im Dunkeln. Nach der Bisulfitla@dlung schloss sich eine
Aufreinigung der DNA unmittelbar an. Die Entsalzuagolgte mit dem WIZARD
DNA Kit (Promega). Nach Abkuhlen wurde zu jedertbad ml Wizard®DNA Clean-
up Resin pipettiert und auf eine Aufreinigungssédgeben. Mittels eines angelegten
Vakuums wurde die Losung durch die Saule gesauwggcilielRend wurden die Séaulen
mit 2 ml 80%igem Isopropanol bei erneut angelegtéakuum gewaschen. Zum
Trocknen wurden die Saulen auf ein 1,5 ml Reakgefé Gberfihrt und 2 Minuten bei
13000 x g zentrifugiert. Zum Eluieren der DNA wur&ul Tris-HCI (pH 8,0,
vorgewarmt auf 80°C) auf die Saule gegeben und r2uddn inkubiert. 20-sekindiges
Zentrifugieren bei 13000 x g eluierte die entsadzBINA aus der Saule.

Zur Desulfonierung wurden 5,5 ul 3M NaOH zu jedestf® gegeben und es wurde 20
Minuten bei 37°C inkubiert. Es folgte eine Falludgr DNA mittels Ethanol. Dazu
wurden 40 pl 7,5M Natriumacetat, sowie 300 pl 10§8%i Ethanol und 2 ul Co-
precipitant (Bioline) zu jeder Probe gegeben. Nagbindlichem Mischen wurde
mindestens 30 Minuten bei -20°C inkubiert. Danndeut0 Minuten bei 20000 x g und
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4°C zentrifugiert, bevor ein Waschschritt mit 50070%igem Ethanol erfolgte. Nach
nochmaliger Zentrifugation (10 Minuten, 20000 x 4fC) wurde der Uberstand
abgenommen und das Pellet luftgetrocknet. Ansolifidlivurde das Pellet in 20 pl 1
mM Tris-HCI (pH 8,0) resuspendiert und die Probe 4 ihrer weiteren Verwendung
bei -20°C aufbewabhrt.

Chemikalien:

Ethanol absolut Merck, Darmstadt, D

Amonium Acetat 7,5 M Sigma, Taufkirchen, D

Proteinase K Sigma, Taufkirchen, D

Hydrochinon Sigma, Taufkirchen, D
Natriumpyrosulfit Sigma, Taufkirchen, D
Natriumhydroxid Platzchen Merck, Darmstadt, D

Wizard®DNA Clean-up System Promega, USA

Tris-HCI Roth, Karlsruhe, D

2-Propanol Merck, Darmstadt, D

Natriumacetat (7,5M) Ambion, Darmstadt, D
Co-precipitant pink Bioline GmbH, Luckenwalde, D
Material:

Biofuge fresco Heraeus Instruments GmbH, Habau,
Heizblock (HLC Progr) HLC BioTech, Bovenden, D

Mikro 22R Andreas Hettich GmbH, Tuttlingen, D

2.10.2Amplifikation der bisulfitbehandelten Proben mittels
Polymerasekettenreaktion

Die bisulfitbehandelte DNA wurde mittels PCR ampldrt. Die PCR beruht auf
demselben Prinzip wie die unter 2.9.5 beschriebgfP€R, verwendet jedoch kein
interkalierendes SYBR-Green, da keine Quantifizigrerfolgt. Fur die PCR wurde
eine hohe Zyklenzahl gewéhlt, um die PCR-Primer Iralist vollstandig zu verwerten.
Verbleibende freie Primer hétten in der folgendegroBequenzierung einen
unerwinschten Startpunkt fir die Polymerase daetfesur Vereinfachung der
Aufreinigung des Templates fir die folgende Pyrogegierung wurde ein

biotinylierter Antisense-Primer verwendet.
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Fur die PCR fur IL-5 wurde folgender Ansatz gewahlt

1 pl Probe

5 pl 10x-Puffer

4 ul MgCh (50 mM)

1 pl Sense-Primer (10 pM)

1 pl Antisense-Primer (10 uM)

1 pul dNTP-Mix (10 mM)

36,5 ul HO

0,5 pl Bio-X-ACT™ Short DNA Polymerase (4 U/ul)

Nach 5-mindtiger Inkubation bei 94°C, folgten 54kl&n mit einer 30-sekindigen

Denaturierung bei 94°C, einem Annealing von 30 8dkan bei 60°C und einer

Extension von 60 Sekunden bei 72°C. AbschlieRelgldeine 10-minutige Inkubation

bei 72°C, um noch vorhandene unvollstandige Ankaif zu vervollstandigen.
Fur die IFN-PCR und die IL-10-PCR bestand der Ansatz aus:

1 pl Probe.

25 pl Hotstart MasterMix

1 pl Sense-Primer (10 pM)

1 pl Antisense-Primer (10 pM)
22 ul HO

Die Hotstart-Polymerase bendtigte eine einmaliggivideung von 15 Minuten bei

95°C.

Es folgten 45 Zyklen mit einer 30-sekindig@enaturierung bei 94°C, einem

Annealing von 30 Sekunden (fur IFNobei 60°C, fur IL-10 bei 52°C) und einer
Extension von 60 Sekunden bei 72°C. AbschlieRelgldeine 10-minltige Inkubation

bei 72°C, um noch vorhandene unvollstandige Ankaif zu vervollstandigen.

Die verwendeten Primerpaare sind in Tabelle 3 caefe

Tabelle
Proben

3: Primersequenzen fiir die Polymeraseketteaaktion der bisulfitbehandelten

Primer Sense Primer Antisense

IL-5

5-GGG GAT AAA AAA GAA | 5-[Biotin]-AAA CAC TCA AAT ACA
GGT GTT TAA GAA AGT-3 AAA ACATCCTTC TCATAACT-3

IFNy

5-GGT TTG AGA AGT TTA| 5 -[Biotin]-TAG GTA TAA AAT TGG
AGAGTT TTT TTATGG-3 AAG TTA GAG AGG TGT AGG-3°

IL-10

5-TTG GGA TAT TGT AAA|5-[Biotin]-CAA CTA TTC TAT ATA
ATA GGG TTATGG TAA GG-3' | CAAAAACCC TCATCT ATA-3°
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Chemikalien:

HotstartTaq Master Mix Kit Qiagen, Hilden, D

Bio-X-ACT™ Short DNA Polymerase (4 U/ul) Bioline GaH, Luckenwalde, D
-10x Optibuffer

-MgCl, Solution (50 mM)
-dNTP (10 mM)

Material:
Biometra TRIO-Thermoblock Biometra, Goéttingen, D
0,5 ml Reaktionsgefalle Biozym Scientific GmbHijendorf, D

2.10.3Qualitative Kontrolle mittels Agarose-Gelelektrophaese

Der Erfolg der PCR-Amplifikation wurde mittels Ageme-Gelelektrophorese

kontrolliert. Nur bei distinkten Banden der erwéate Amplifikatgré3e wurde das PCR-
Produkt fir die anschlielende Pyrosequenzierungesetizt. Zur Gelelektrophorese
wurde ein 1%iges Agarosegel (in Tris-Borat-EDTA{edf gegossen, dem 0,2 ug/ml
Ethidiumbromid beigesetzt wurde. Dieses interkaliar der DNA und kann spéater

durch UV-Licht der Geldokumentationsstation sichtamacht werden. Je 4 ul Probe
wurden mit 1 pl Gel-Loading-Solution (6x Konzeniba) gemischt, die daflr sorgte,
dass die Proben nicht aus den Geltaschen diffuedieNach Auftragen der Proben
wurde diese fur 1 Stunde bei 100V in 1x-Tris-Bde&@T A-Puffer aufgetrennt und

anschlieBend an der Geldokumentationsstation awstggw Bei Nachweis einer

erfolgreichen PCR-Amplifikation wurden die restish 46ul Probe bis zu ihrer

Weiterverarbeitung bei -20°C gelagert.

Chemikalien:
Gel-Loading-Solution Typ | Sigma, Taufkirchen, D
PeqGOLD 100bp DNA-Leiter Peqlab, Erlangen, D
Ethidiumbromidlésung Roth, Karlsruhe, D
ROTI®Agarose Ultra-Qualitat Roth, Karlsruhe, D
TBE-Puffer (Tris-Borat-EDTA-Puffer)
TRIZMA Base Sigma, Taufkirchen, D
Bor-Saure Sigma, Taufkirchen, D
EDTA Dinatrium Dihydrat Roth, Karlsruhe, D
Natriumhydroxid Platzchen Merck, Darmstadt, D
Material:
Geldokumentationsstation MWG-Biotech, EbersbBrg,
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2.10.4Pyrosequenzierung

Die Pyrosequenzierung ist eine Echtzeit-Sequenzggrdie aufgrund einer gekoppelten
enzymatischen Reaktion eine quantitative Aussage dén Nukleotideinbau erlaubt.
Die Proben mussen fur die Pyrosequenzierung zuh&ahbereitet werden, da die
DNA als Einzelstrang vorliegen muss, um die Anlager der Sequenzierprimer zu
ermdoglichen. Dazu wurde in der vorausgegangenen &g Riotinylierter Anti-Sense-
Primer verwendet. Im folgenden Protokoll bindetsdie an Streptavidin-gekoppelte
Beads, die anschlieRend von einem Vacuum-Prep-T¥BIT) (Biotage) angesaugt
werden. Das VPT ist an ein Vakuum angeschlosserentidilt 96 mit Filtern bestlckte
Ansaugrohrchen. Durch die folgende Denaturierungetsi NaOH wird der Sense-
Strang gel6st und in einem Waschschritt entfernt.

Es wurde folgendermal3en vorgegangen: Je 40 pl@BsAhsatzes wurden in eine 96-
Well-Platte Gberfuhrt und 3 pl Sepharose-Beads 4@dul Binding Buffer wurden
zugefugt. Eine 5-minttige Inkubation fand bei Raemmperatur auf einem Variomag
Teleshake Schiittler bei 1000 rpm statt, der eiatBelen der Beads verhinderte.
Zwischenzeitlich wurde das Vacuum-Prep-Worktabld®\(¥) vorbereitet. Der VPW
enthalt freie Positionen fir eine 96-Well-Platteduaine PSQ96-Platte. Zuséatzlich
enthalt das VPW Schélchen an vier Positionen, de felgt befullt wurden: die
Parking-Position (Position 1) mit VE-Wasser, Pasit2 mit 70%igen Ethanol, Position
3 mit 0,2 M NaOH-L6sung, Position 4 mit Washing feuf Die PSQ96-Platte wurde
platziert und 1 pl des 10 uM Sequenzierprimers4thg! Annealing Buffer wurden pro

Well vorgelegt. Folgende Sequenzierprimer wurdeaweadet.

Tabelle 4: Primerdaten der Sequenzierprimer
Untersuchte CpGs Primersequenz
(Position +1 = Transkriptionsstart)
IL-5 |-13, +1, +25 5-TTT TTT AGA GAG ATA AAT TG-3°
IFNy | -212,-198, -178 5-ATT TTA TAA GAA TGG TAT AGG
TG-3
-59, -50, -39 5-AAA ATT AAA AAA AAA TTT
GTG-3
IL-10 | -352, -331 5-TAA TAT GTT TTG GAA TAG
TTT A-3
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Die 96-Well-PCR-Platte wurde nach Abschluss deul@tion auf dem VPW platziert.
Nach Aquilibrieren des Vacuum-Prep-Tools fiir 20 @elen in der Parking-Position
wurde die PCR-Probe mit Hilfe des Vakuums aus deWell-PCR-Platte angesaugt
und auf den Filtern des VPT gehalten. Es wurdendiermweiteren drei Positionen des
VPW fur jeweils 5 Sekunden durchlaufen: ein Washkh#cin 70%igem Ethanol, der
Denaturationsschritt in 0,2 M NaOH-LOsung, ein et Waschschritt in Washing-
Buffer. Da nun die DNA einzelstrangig vorlag, wundgas VPT Uber der PSQ96-Platte
positioniert und durch Abschalten des Vakuums diph@rose-Beads mit den daran
gekoppelten DNA-Strangen freigesetzt. Zum Auflésen Sekundarstrukturen wurden
die Proben auf der PSQ96-Platte fir 3 Minuten I®8C8inkubiert und daraufhin zum
Abkihlen und Annealen des Sequenzierprimers eiMgaiten bei Raumtemperatur
stehen gelassen.

Es folgte der Sequenziervorgang, der auf folgendenmzip beruht: In einem
Reaktionsgefal3 befinden sich zunachst die vorleteeiProbe, ein Sequenzierprimer
und ein Enzymmix. Letzterer besteht aus der DNAyRefrase |, Adenosintriphosphat
(ATP)-Sulfurylase, Luciferase und Apyrase. Beim @swiervorgang werden
entsprechend der zu erwartenden Sequenz nacheinaozeln dNTPs in das
Reaktionsgefald gegeben. Handelt es sich hierbeeiondem Strang komplementares
Nukleotid, erfolgt der Einbau durch die DNA Polyrase |. Bei diesem Vorgang wird
Pyrophosphat freigesetzt, das von der ATP-Sulfggy/lmit Adenosin-5"-Phophosulfat
zu ATP umgewandelt wird. Das ATP ermdglicht eskatergietrager der Luciferase D-
Luciferin herzustellen. Bei dieser Reaktion wirdch diichtsignal der Wellenlange
A=560nm emittiert, welches von einer ,Charge-couplgevice” (CCD)-Kamera
detektiert und von einer Software quantitativ awsgéet werden kann. Werden
hintereinander mehrere gleiche Nukleotide eingebstetgt proportional die Intensitat
des Lichtsignals. Nicht-eingebaute Nukleotide wargdem Enzym Apyrase abgebaut.
Da DNA-Polymerase und Apyrase um die gleichen Natide kompetieren, ist ein
genau abgestimmtes Verhaltnis der einzelnen Enzgmienzymmix wichtig. Da ATP
das naturliche Substrat der Luciferase ist undZdigabe von ATP zum Reaktionsmix
in einem Lichtsignal resultieren wirde, verwendetnnstatt des Nukleotids ATP das
modifiziertea-S-ATP, welches von der Luciferase nicht katalyssarden kann.

Es wurde folgendermal3en vorgegangen: Die PatrosePgmsequenzierers (Reagent
Cartridge) wurde entsprechend dem zu analysierenidBiA-Abschnitt mit der

bendtigten Menge an Enzym, Nukleotiden und Subbgdillt. In der Software Pyro Q-
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CpG™ wurden der zu sequenzierende Abschnitt undC@i@-Positionen eingegeben.
Die Position der CpG-Motive innerhalb der genom&stisequenz wurde bestimmt im
Vergleich zum Transkriptionsstart der kompletten NWRSequenz NM_008337
(IFNy), NM_010558 (IL-5) und NM_010548 (IL-10).

Es wurden Kontrollpunkte zur Uberpriifung der Bigb#handlung gesetzt. Dies
geschah an Positionen, an denen vor der Bisulfihélang ein unmethyliertes Cytosin
ohne CpG-Kontext vorlag. Hier wurde programmiedssl neben der Base Thymidin,
die den erwarteten Peak zeigen sollte, anschlieBaol die Base Cytosin hinzugeben
werden sollte. Ein Lichtsignal nach Zugabe von Gytaan dieser Position hatte eine
unvollstandige Bisulfitkonversion bedeutet.
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Abbildung 12: Pyrosequenzierung

Eine gekoppelte enzymatische Reaktion fiihrt zu meirtetektierbaren Lichtsignal bei erfolgreichem
Einbau einer Baseo{S-dATP: alpha-S-Desoxyadenosintriphosphat, dCTBsoRycytidintriphosphat,
dGTP: Desoxyguanosintriphosphat, dTTP: Desoxythymrigghosphat, PPi: Pyrophosphat, APS:
Adenosinphosphosulfat, ATP: Adenosintriphosphat®SGulfat-Anion, AMP: Adenosinmonophosphat,
O,: Sauerstoff, C@ Kohlenstoffdioxid) (modifiziert nach: GharizadeB., Typing of Human
Papillomavirus by Pyrosequencing, Laboratory Ingasion, Mai 2001, Volume 81, pp. 673 - 679).
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Material und Methoden

Nach dem Positionieren der PSQ96-Platte und deoi&atin den Pyrosequenzierer
konnte der Sequenziervorgang gestartet werden. Wawnégrund der Sequenzlange

mehrere Sequenzierreaktionen notwendiglKNy), wurden die Proben mehrfach

verwendet. Dazu erfolgte wiederum eine Aufreinigumigtels VPW und VPT, bei der

der

soeben synthetisierte Strang sowie

restlichgué&weierprimer der ersten

Sequenzierung entfernt wurden, gefolgt von einkulhation mit Annealing Buffer und

dem zweitem Sequenzierprimer.

Chemikalien
PyroGold SQA Reagent Kit
Streptavidin-Sepharose HP Beads
Annealing Buffer (pH 7,6)

-20 mM Tris, 2 mM Mg-Acetat
Binding Buffer

-10 mM Tris, 2 M NaCl,

-1 mM EDTA, 0,1% Tween20
Washing Buffer

-10 mM Tris
Denaturation Solution

-0,2 M NaOH
Ethanol (70%)

Material

PyroMarkMD (Pyrosequencer)
Vacuum Preparation Tool
PSQ 96 Plate low

PSQ Reagent Cartridge
Q-CpG Software

Heizblock

Variomag Teleshake

Biotage, Uppsala, S
GE Healthcarechtin, D

Biotage, Uppsala, S

Biotage, Uppsala, S

Biotage, Uppsala, S

Biotage, Uppsala, S
Roth, Karlsruhe, D

Biotage, Uppsala, S
Biotage, Uppsala, S
Biotage, Uppsala, S
Biotage, Uppsala, S
Biotage, Uppsala, S
Biozym, Hessisch Olendorf, D
H+P, Oberschleissheim, D

2.11 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mittels (uragapen) t-Test. Alle Werte sind als
Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (SEAmMgegeben. Die Signifikanzwerte
sind wie folgt dargestellt: * p<0,05; ** p<0,01; **p<0,001. Fur die graphische
Darstellung wurde die Software GraphPad Prism® eeadet.
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3 Ergebnisse

Im Mausmodell wurde gezeigt, dass die i.n. Applikat des apathogenen
MilchsaurebakteriumdL. lactis die Entstehung experimentellen Asthmas in OVA-
sensibilisierten Mausen verhindert (Debarry et 2007). Dabei wurden in der Arbeit
von Debarry et al. lediglich phanotypische Parameter charakterisiditigliche
zugrunde liegende molekulare Mechanismen bliebageklért und sollten in dieser
Arbeit erortert werden. Dazu war es zunachst notiigerden protektiven Effekt von
L. lactis analog zu Debarryet al. zu bestatigen (Lungenfunktionsmessung,
Differenzierung  der  Zellpopulationen in der BAL, rgenhistologie,
allergenspezifische Antikorper im Serum). Anschdie® wurden auf DNA- und auf
RNA-Ebene die Zytokinexpressionsmuster mononukte&ellen aus bronchialen
Lymphknoten (lokale Effekte) und der Milz (systeais Effekte) analysiert.
Schlielich wurde der DNA-Methylierungsstatus auws@jdter Genloci von T-
Effektorzytokinen bestimmt und damit als moglictechanismus der Genregulation
in CD4" T-Zellen untersucht.

Fur das Experiment wurden weibliche BALB/c M&ause \ier Versuchsgruppen
aufgeteilt. Gruppe 1 und 2 erhielten Uber einerirdei von 5 Wochen jeden zweiten
Tag eine i.n. Applikation von 50 pl sterilem PBSu@pe 3 und 4 dagegen 1%1€fu

L. lactis suspendiert in 50 pl PBS. In Gruppe 2 und 4 wwxigerimentelles Asthma
induziert, Gruppe 1 und 3 wurden uber i.p. Gabe P&% pseudosensibilisiert. Dies

ergab folgende Konstellation:

* Gruppe 1. PBS/PBS (Negativkontrollgruppe, i.n. FB&osition, PBS-
pseudosensibilisiert)
e Gruppe 2: PBS/OVA  (Positivkontrollgruppe, i.n. PE8position, OVA-
sensibilisiert)
* Gruppe 3.L. lactigPBS (i.n.L. lactisApplikation, PBS-pseudosensibilisiert)
* Gruppe 4.L. lactigOVA (i.n. L. lactisApplikation, OVA-sensibilisiert)

Gruppe 3 sollte zeigen, ob eine Exposition ,gesdnbtiuse mit dem apathogenen

Bakterium L. lactis unerwiinschte Nebenwirkungen hat. Gruppe 4 dienge d

Untersuchung des protektivenlactis-Effektes.
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3.1 Auswirkungen der nasalen Exposition mitL. lactis auf die
experimentelle Atemwegsentziindung von BALB/c

Mausen

3.1.1Atemwegsreagibilitat

Wichtigster funktioneller Parameter zum Nachweis \wonchialer Hyperreagibilitat
im Kklinischen Alltag ist die Lungenfunktionsmessudge in vorliegender Arbeit mittels
Head-out Body-Plethysmographie erfolgte.

Die Mause der Negativkontrollgruppe (PBS/PBS) wieseinen MCh50 von
82,30 £ 10,46 mg/ml auf. Sensibilisierte Kontrate (PBS/OVA) zeigten eine
signifikante Hyperreagibilitat (p<0,05) der AtemveegViCh50 45,85 + 6,02 mg/ml).
Die Applikation vonL. lactis an PBS-pseudosensibilisierte MaukeléctigPBS) hatte
keinen Einfluss auf die Lungenfunktion (MCh50 75,33 5,81 mg/ml). Die
Verabreichung vor. lactis an OVA-sensibilisierten Mausé..(lactisOVA) fuhrte zu
einer signifikanten Normalisierung (p<0,05) der penfunktion. Im Vergleich zur
Positivkontrollgruppe (PBS/OVA) stieg der MCh50 Wem 48% auf 67,95 + 7,71
mg/ml. Zur ,gesunden“ Negativkontrollgruppe war rkesignifikanter Unterschied
feststellbar ©Abb. 13).

MCh50
100-
804 T -T—
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?40-
20-
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Sensibilisierungl PBS | OVA PBS | OVA
Applikation PBS | PBS L'G"'i‘;tf Lé"i‘;tf

Abbildung 13: Einfluss der L. lactis-Behandlung auf die Atemwegsreagibilitat

Weibliche BALB/c Méause wurden intranasal niit lactis oder PBS (Kontrolle) behandelt, gegen
Ovalbumin (OVA) oder PBS (Kontrolle) sensibilisiathd anschlie3end einem OVA-haltigen Aerosol
ausgesetzt (Challenge). Die Lungenfunktionsmessuagle mittels nicht-invasiver Head-Out Body-
Plethysmographie bestimmt. MCh50 ist die Methach&lonzentration, bei welcher der mittlere
expiratorische Atemfluss der Maus auf 50% des tirsglichen Atemflusses reduziert war (MCh50). Das

Diagramm zeigt Mittelwerte £SEM. Fir * gilt das 8ifikanzniveau p < 0,05.
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3.1.2Lungenhistologie

Eine akute allergische Entzindung der Atemwege tflippischerweise zu einer
Vermehrung der Entzundungszellen im Lungengeweb& insbesondere zu einer
Zunahme eosinophiler Granulozyten. Auf3erdem zeigth seine Hyperplasie
mukusproduzierender Becherzellen. Um zu untersychea sich die Behandlung
OVA-sensibilisierter Mause mit. lactis auf die pulmonale Entziindung auswirkt,
wurden aus Lungengewebe histologische Schnitte fertige, die H&E und PAS
gefarbt wurden.

In der H&E-Farbung wies die NegativkontrollgruppePBS/PBS) keine
Entzindungsreaktion im Lungengewebe auf. In dertiRlosntrollgruppe (PBS/OVA)
zeigte sich eine deutliche peribronchiale Infiiwat mit Entziindungszellen. Die
Applikation von L. lactis an PBS-pseudosensibilisierte Tiere fuhrte zu keine
verstarkten  Zellrekrutierung in  das Lungengewebe indergleich  zur
Negativkontrollgruppe. Durch die Applikation vdn. lactis an OVA-sensibilisierte
Tiere konnte im Vergleich zur Positivkontroligruppeine Reduktion des

peribronchialen Entziindungsinfiltrats erreicht veer@¢>Abb.14).

L. lactisPBS

Abbildung 14: Einfluss der L. lactisBehandlung auf das zellulare Infiltrat im Lungengevebe

H&E-Farbung von Gewebequerschnitten der Lunge.
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Die PAS-Farbung zeigte keine mukusproduzierendesh@&zellen in PBS/PBS-Tieren,
jedoch eine starke Farbung in OVA-sensibilisierted —provozierten Kontrolltieren
(PBS/OVA), L. lactisApplikation alleine hatte keinen Einfluss auf die
Mukusproduktion (. lactigPBS). Eine signifikante Reduktion der
Becherzellhyperplasie wurde durch dielactisBehandlung in OVA-sensibilisierten
Mausen nachgewiesen>@bb.15, Abb.16). Besonders deutlich zeigte sich der
Ruckgang bei Betrachtung der kleinen Atemweg@bb.16).

PBS/PBS

B A<
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L. lactiOVA

Abbildung 15: Einfluss der L. lactisBehandlung auf die Zahl mukusproduzierender Bechezellen

im Bronchialsystem — grof3e Atemwege

L. lactigPBS

PAS-Farbung von Gewebsquerschnitten der Lunge.
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Abbildung 16: Einfluss der L. lactisBehandlung auf die Zahl mukusproduzierender Bechezellen

A

im Bronchialsystem — kleine Atemwege
PAS-Farbung von Gewebequerschnitten der Lunge.

3.1.3mRNA-Expression von Muc5ac im Lungengewebe

In der PAS-Farbung von Gewebeschnitten wurden Wolbéede im Hinblick auf die
Mukusproduktion beobachtet. Diese sollten auf maerer Ebene objektiv
quantifiziert werden. Dazu wurde mittels quantiteti RealTime PCR die mRNA-
Konzentration von Muc5ac im Lungengewebe gemesiedessen Expression mit dem
Ausmal’ der bronchialen Becherzellhyperplasie kiertelYoung et al., 2007).

Im Vergleich zur Negativkontrollgruppe (PBS/PBShffi¢ die OVA-Sensibilisierung
(PBS/OVA) zu einem 8,23 + 1,34-fachen Anstieg darcbhc-mRNA-Konzentration.
Die Applikation vonL. lactis allein hatte dagegen keinen Einfluss (relativeréggion:
1,13 £ 0,46). Verglichen mit der Positivkontrollgpe (PBS/OVA) wurde durch die
L. lactisApplikation an OVA-sensibilisierte Tiere eine sifjkante Reduktion (p<0,01)
der Mucb5ac-Konzentration um 69,6% erreicht (relatixpression: 2,50 = 0,56)
(=Abb.17).

57



Ergebnisse
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Abbildung 17: Muc5ac-mRNA-Konzentration im Lungengevebe

Weibliche BALB/c Mause wurden intranasal niit lactis oder PBS (Kontrolle) behandelt, gegen
Ovalbumin (OVA) oder PBS (Kontrolle) sensibilisiathd anschlie3end einem OVA-haltigen Aerosol
ausgesetzt (Challenge). Relative Muc5ac-mRNA-Kotradionen im Lungengewebe wurden durch
Abgleich mit dem Haushaltsgen L32 in einer qPCRtitvest. Die Expression ist relativ zur
unbehandelten PBS/PBS-Gruppe (Negativkontrollgruppegestellt. Das Diagramm zeigt Mittelwerte +
SEM, fur ** gilt das Signifikanzniveau p<0,01.

3.1.4Bronchoalveolare Lavage

FiUr eine pulmonale Gewebsentziindung, wie sie bmiggdchem Asthma auftritt, sind
Entziindungszellen (besonders eosinophile ZellemlemBAL charakteristisch. Das in
der Histologie beobachtete vermehrte entztundliciiéirat geht mit einem verstarkten
Ubergang der inflammatorischen Zellen in das broatleolare Lumen einher. Durch
die BAL wurden Zellen, die sich in diesem Kompasimh befanden, herausgewaschen
und konnten quantitativ und qualitativ analysierterden. Es wurde die
Gesamtleukozytenzahl bestimmt sowie eine Differmmzig in Subpopulationen
vorgenommen  (Makrophagen, Lymphozyten, eosinophilend neutrophile
Granulozyten).

Tiere der Negativkontrollgruppe (PBS/PBS) wiesea wiedrigsten Leukozytenzahlen
in der BAL auf (1,65 + 0,44 xPml). Sensibilisierte Kontrolltiere (PBS/OVA) zeégt
einen sechsfachen, signifikanten Anstieg der Leylerkonzentration (10,50 = 3,57
x10°/ml; p<0,05). Die alleinigeL. lactisApplikation (L. lactisPBS) hatte dagegen
keinen signifikanten Einfluss mit nur geringfligidh@éhter Leukozytenkonzentration im
Vergleich zu den PBS/PBS-Tieren (2,56 + 0,47%1({). Die Applikation vonL. lactis
an OVA-sensibilisierte Tieren konnte die Gesamtteaykenzahl in der BAL, verglichen
mit den PBS/OVA-Tieren nicht signifikant reduzieréf38 + 0,84 18ml). Jedoch
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zeigte sich im Vergleich zur PBS/OVA-Gruppe einaittiehe Tendenz in Richtung
einer verminderten GesamtzellzaBtAbb.18).
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Abbildung 18: Leukozytenzellzahlen in der bronchoaleolaren Lavage

Weibliche BALB/c Méause wurden intranasal niit lactis oder PBS (Kontrolle) behandelt, gegen
Ovalbumin (OVA) oder PBS (Kontrolle) sensibilisiarhd anschlieRend einem OVA-haltigen Aerosol
ausgesetzt (Challenge). Die Abbildung zeigt Unteieste in der Leukozytenzellzahl der BAL. Das

Diagramm zeigt Mittelwerte + SEM.

In der Differenzierung der Leukozytensubpopulatioreigten sich in PBS/PBS-Tieren
Makrophagen als dominante Zellsubpopulation (Makemen: 1,59 + 0,45 xinl,
Lymphozyten 0,03 + 0,01 x2nl, neutrophile Granulozyten: 0,02 + 0,01 Xhd,
eosinophile Granulozyten: 0,02 + 0,01 %M. Als Hauptursache der bronchialen
Leukozytose in den OVA-sensibilisierten Mausen (RBHA) erwiesen sich die
eosinophilen Granulozyten, die einen Anteil von 76&#6 der Leukozytengesamtzahl
ausmachten (eosinophile Granulozyten: 8,03 + 2)6%/ml, Makrophagen: 1,65 + 0,60
x10°/ml, Lymphozyten: 0,52 + 0,19 x3@nl, neutrophile Granulozyten: 0,30 + 0,20
x10°/ml). In L. lactigPBS-Tieren bestand die filhrende Zellpopulation aus
Makrophagen, gefolgt von neutrophilen Granulozyteymphozyten und eosinophilen
Granulozyten (Makrophagen: 2,4 + 0,41 ¥, neutrophile Granulozyten: 0,06 + 0,04
x10°/ml, Lymphozyten: 0,059 + 0,03 x¥énl, eosinophile Granulozyten: 0,03 + 0,01
x10°/ml). In keiner der Leukozytensubpopulationen linlactisbehandelten PBS-
pseudosensibilisierten Tieren zeigten sich sigaifte Unterschiede im Vergleich zur
unbehandelten Negativkontroligruppe (PBS/PBS). \Mieder Positivkontrollgruppe
erwiesen sich irL. lactis exponierten OVA-sensibilisierten Tieren die eopimten

Granulozyten als dominante Zellpopulation mit einémteil von 45% (eosinophile
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Granulozyten: 2,41 + 0,45 x¥énl, Makrophagen: 2,04 + 0,29 xAfl, neutrophile
Granulozyten: 0,57 + 0,14 x¥nl, Lymphozyten: 0,29 + 0,09 xnl). Doch konnte
durch dieL. lactisApplikation an OVA-sensibilisierte Tiere die Zatr eosinophilen

Granulozyten signifikant reduziert (p<0,05) werderVerglichen mit der
Positivkontrollgruppe (PBS/OVA) sank ihre Zahl ue?@ (>Abb.19).
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Abbildung 19: Zellzahlen der Leukozytensubpopulatimen in der bronchoalveolaren Lavage
Weibliche BALB/c Mause wurden intranasal gegenilhdactis oder PBS (Kontrolle) exponiert, gegen
Ovalbumin (OVA) oder PBS (Kontrolle) sensibilisiathd anschlie3end einem OVA-haltigen Aerosol
(Challenge). Die Zellzahl

Leukozytensubpopulationen aus der BAL. Angegebemd sMittelwerte +SEM, fur * gilt das
Signifikanzniveau p < 0,05.

ausgesetzt Saulendiagramme  zeigenterschiede der von

3.1.5Immunglobulin-Konzentration im Serum

Nachdem ein Rickgang der lokalen Entzindungsreaktinoter Behandlung mit
L. lactis beobachtet werden konnte, sollte erdrtert werddénauch ein systemischer
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Effekt existiert. Dazu wurden im Serum der Verstiehs die Immunglobulin-
Konzentrationen von OVA-spezifischem-IgE, -lgG1 uigi52a untersucht.

Bei Nicht-OVA-sensibilisierten Mausen (PBS/PBS uhdlactigPBS) lieRen sich
erwartungsgemald keine OVA-spezifischen Immungloleulmessen. In PBS/OVA-
Tieren betrugen die Immunglobulin-Konzentrationén dnti-OVA IgE 416,3 + 157,8
ng/ml, fir anti-OVA 1gG1 25000 + 2886 ng/ml und famti-OVA IgG2a 83,52 + 30,30
ng/ml. Die i.n.L. lactisApplikation an OVA-sensibilisierte Tiere flhrte Zeinem

signifikanten Unterschied in der Immunglobulin-Pugtion (anti-OVA IgE: 406,0 £
159,5 ng/ml, anti-OVA IgG1: 20.190 + 2.032 ng/mitiesOVA IgG2a: 197,3 + 69,92
ng/ml)(=>Abb.20).
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Abbildung 20: OVA-spezifische Immunglobulin-Konzentationen im Serum

Weibliche BALB/c Mause wurden intranasal gegenilbdactisoder PBS (Kontrolle) exponiert, gegen
Ovalbumin (OVA) oder PBS (Kontrolle) sensibilisiemd anschlieend einem OVA-haltigen Aerosol
ausgesetzt (Challenge). Am Praparationstag wurdd agen Blut entnommen und die OVA-
spezifischen Immunglobuline IgE, IgG1 und IgG2a dam mittels ELISA bestimmt.
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3.1.6Zusammenfassung der Phanotypanalysen

In der Negativkontrollgruppe (PBS/PBS) zeigten #eme fur experimentelles Asthma
charakteristische Effekte. In der Positivkontraligpe (OVA/PBS) konnte erfolgreich
eine akute Atemwegsenzundung induziert werden, ttsach an einer erhohten
bronchialen Hyperreagibilitat, einem peribronchiaémtzindlichen Infiltrat sowie einer
Becherzellhyperplasie in der Lungenhistologie, einerhdhten Konzentration
eosinophiler Granulozyten in der BAL und einer Ikilon OVA-spezifischer
Immunglobuline. Die alleinige Behandlung rhitlactis (L. lactigPBS) fihrte zu keinen
signifikanten Veranderungen gegeniber der PBS/PB®y&. In den mitL. lactis
behandelten OVA-sensibilisierten MausénlactisOVA) konnte analog zu Debarst
al. (Debarry et al., 2007) anhand oben erwéhnter Reteaneine deutliche Reduktion
der pulmonalen Entzindungsreaktion festgestellt demr Zusatzlich wurde die
Mukusproduktion mittels Genexpressionsanalyse aistobjektiviert und quantifiziert.
Die erfolgreiche Reproduktion der Phanotypen gemaBarryet al. (Debarry et al.,
2007) erlaubte es, das nach Préparation der Maygenmene Zellmaterial aus der Milz
und den bronchialen Lymphknoten zu nutzen, um detektivenL. lactis-Effekt auf

den Phanotyp auf molekularer Ebene weiter zu umteen.

3.2 Einfluss der L. lactis Exposition auf die
Zytokinproduktion und —expression in mononukleéaren
Zellen aus bronchialen Lymphknoten und der Milz

Th2-Zellen mit ihren Effektorzytokinen spielen eimentrale Rolle im asthmatischen
Entziindungsgeschehen (IL-4: Differenzierung Zu Zkflen, IL-5:
Eosinophilendifferenzierung, IL-13: bronchiale Hymagibilitat). Thl-Zellen
sezernieren IFN das Th2-Effekte supprimieren kann. Treg-Zellenrién tber IL-10
sowohl Thl- als auch Th2-Effekte reduzieren. Dukdalyse des Zytokinprofils voim
vitro stimulierten mononukleéren Zellen aus bronchialgmjphknoten und der Milz
sollten Aufschlisse Uber den WirkungsmechanismusLvdactis gewonnen werden.
Dabei wurden die Lymphknoten zur Analyse des lakaEntziindungsgeschehens
untersucht. Dorthin erfolgt charakteristischerweisdie Einwanderung der
antigenprasentierenden Zellen mit nachfolgendeell-&ktivierung. Anhand der Daten

aus der Milz, dem zentralen Reservoir immunkompeteBellen, sollten systemische
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Effekte aufgedeckt werden. Es wurde die Zytokinegpion (MRNA-Konzentrationen)

und die Zytokinproduktion (Proteinkonzentrationbajtimmt.

3.2.1mRNA-Expression von IL-5, IL-10 und IFNy in mononukle&ren
Zellen bronchialer Lymphknoten

In mononukledren Zellen bronchialer Lymphknoten deur exemplarisch die mRNA-
Konzentrationen von IL-5 (Th2), IEN(Th1) und IL-10 (Treg) bestimmt. Die mRNA-
Expression ist im Folgenden jeweils relativ zur Al@gkontrollgruppe angegeben.

In den PBS-pseudosensibilisierten Gruppen (PBS/&BEL. lactigPBS) fanden sich
fur alle Zytokine sehr geringe mRNA-Konzentrationedie am ehesten als
Konzentrations-Ausgangsniveau zu betrachten siadindPBS-pseudosensibilisierten
Tieren nach OVA-spezifischer Stimulation keine §eeung der Zytokinexpression zu
erwarten ist.

Die OVA-Sensibilisierung fuhrte zu einem 22fachemsfieg der IL-5-mRNA-
Expression (22,25 + 0,25). IrL. lactigPBS-Tieren konnte keine IL-5-mRNA
nachgewiesen werden. Ln lactisbehandelten OVA-sensibilisierten Mausen liel3 sich
eine IL-5mRNA-Konzentration von 14,24 + 3,33 relatiur Negativkontrollgruppe
detektieren. Damit unterschied sich tdidactigOVA-Gruppe nicht signifikant von der
PBS/OVA-Gruppe. Es zeigte sich aber eine TendenRiaintung niedrigerer IL-5-
MRNA-Expression durch. lactisApplikation an OVA-sensibilisierte Tiere.

Bezlglich der IL-10mRNA-Konzentration ergaben si&hnlich Verhaltnisse, doch
konnte auch in der PBIS/lactisGruppe IL-10-mRNA in niedriger Hohe nachgewiesen
werden (MRNA-Expression relativ zur PBS/PBS-GrupBBS/OVA: 25,11 = 8,01,
L. lactigPBS: 0,76 + 0,13l.. lactiSOVA: 13,99 + 2,62). Diel. lactisApplikation an
OVA-sensibilisierte Tiere reduzierte die IL-10-Egpsion tendenziell im Vergleich zur
Positivkontrollgruppe (PBS/OVA), ohne dass ein 8iganzniveau erreicht wurde.

Auch die IFN-Expression spiegelte in etwa die fur IL-5-mRNA uhd10-mRNA
beobachtete Konstellation wieder. Relativ zu PB&HBeren zeigte sich der starkste
Expressionsanstieg im vitro restimulierten mononukledren Zellen aus PBS/OVA-
Tieren (46,77 + 14,73), der geringste ExpressiostgzminL. lactigPBS-Tieren (2,78
0,96) und inL. lactigOVA-Tieren ein mittlerer Expressionsanstieg (263445,95). Die

L. lactisApplikation an OVA-sensibilisierte Mause fiihrte &einem signifikanten
Unterschied der IFdmMRNA-Konzentration verglichen mit der Positivkasitgruppe
(=Abb.21).
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Abbildung 21: mRNA-Konzentrationen in OVA-stimulier ten mononukledren Lymphknotenzellen
Weibliche BALB/c Mause wurden intranasal niit lactis oder PBS (Kontrolle) behandelt, gegen
Ovalbumin (OVA) oder PBS (Kontrolle) sensibilisiathd anschlie3end einem OVA-haltigen Aerosol
ausgesetzt (Challenge). Aus bronchialen Lymphknetarden mononukleare Zellen aufgereinigt und
72hin vitro mit OVA-(re-) stimuliert. Die RNA wurde isoliertnd die relative mRNA-Konzentrationen
von IL-5, IL-10 und IFN wurden mittels qPCR durch Abgleich mit dem Hautsiggdn L32 bestimmit.
Die Expression ist relativ zur unbehandelten PB&HBuppe dargestellt. Das Diagramm zeigt
Mittelwerte +SEM.

3.2.2Zytokinproduktion in mononukledren Zellen bronchialer
Lymphknoten

Entsprechend der natirlichen Abfolge der Protesymthese wurden nach Bestimmung
der mRNA-Konzentrationen die Proteinkonzentratioaenittelt.

Mit IL-4 und IL-13 wurden erganzend zu IL-5 in déronchialen Lymphknoten die
wichtigsten Th2-Zytokine untersucht. In der Grupp®&S/PBS wurden niedrige
Zytokinkonzentrationen gemessen (IL-4: 5,01 + 50@Iml, IL-5: 4,06 + 4,06 pg/ml,
IL-13: Wert unterhalb des Detektionslimits (Herltelngabe) von 9,3 pg/ml), die als
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Basiskonzentrationen zu betrachten sind, da in p&Sidosensibilisierten Tieren nach
OVA-spezifischer Stimulation keine Steigerung dgtakinexpression zu erwarten ist.
Dies gilt fur sdmtliche gemessene Zytokin-Titer der PBS/PBS-Gruppe und der
L. lactigPBS-Gruppe.

Die héchsten Konzentrationen an Th2-Zytokinen ssigtich in PBS/OVA-Tieren (IL-
4: 744,6 = 329,0 pg/ml, IL-5: 3.993 £+ 557,5 pg/Mil13: 6.351 + 410,7 pg/ml). In
L. lactigPBS-Tieren war kein Zytokin-Titer zu detektier€ne L. lactisApplikation an
OVA-sensibilisierte Tiere fuhrte zu einer Reduktialfer Th2-Zytokine verglichen mit
der Positivkontrollgruppe (IL-4: 541,5 + 268,8 pd/mh-5: 1.603 + 548,8 pg/ml, I1L-13:
4.123 £ 804,0 pg/ml). Dabei verminderte sich deibiLiter signifikant (p<0,01) um
59,9%, ebenso wie der IL-13-Titer (Reduktion umil8s, Signifikanzniveau: p<0,05).
IL-10 liel3 sich in einem einzelnen PBS/PBS-Tieganinger Konzentration nachweisen
(101,02 pg/ml). Die hochsten IL-10-Konzentrationemurden in den OVA-
sensibilisierten Tieren ermittelt (774,6 = 163,9mL. In derL. lactisPBS-Gruppe war
kein IL-10 nachweisbar. Durch. lactisApplikation an OVA-sensibilisierte Mause
verringerte sich die IL-10-Konzentration um 42,4 Yergleich zur Positivkontrolle
auf 328,1 + 123,0 pg/ml. Dieser Unterschied wahngignifikant.

Das Thl-Zytokin IFN erreichte in PBS/PBS-Tieren keine Werte oberhadis d
Detektionslimits (6,5 pg/ml). Fir OVA/PBS-Tiere hej die IFN-Konzentration
11,42 £2,71 pg/ml. Samtliche Werte allein mlt. lactis behandelter Tiere
(L. lactigPBS) lagen unterhalb des Detektionslimits. Diesesde von L. lactis
behandelten OVA-sensibilisierten Mausen nur knapgrséchritten (7,65 + 2,88 pg/ml)
mit dem Resultat einer tendenziell geringflgig nigelen IFN-Konzentration als in
der Positivkontrollgruppe.

Des Weiteren wurden die IL-6-Konzentration bestimdda IL-6 nach Erkenntnissen
unserer Arbeitsgruppe eine Rolle bei der Ubertrggules Asthmaschutzes von
Muttertieren auf ihren Nachwuchs nach mikrobiefBmulation spielt (Conrad et al.,
2009). Der IL-6-Titer betrug in der Negativkontgilippe 4,89 + 4,89 pg/ml. Die
hdchste IL-6-Konzentration konnte bei PBS/OVA-Tirereestimmt werden (46,96 *
9,62 pg/ml), die niedrigste in. lactigPBS-Tieren (3,75 * 3,75 pg/ml). Die Applikation
von L. lactis an OVA-sensibilisierte Mause fiuhrte zu einer digant (p<0,05)
verminderten IL-6-Konzentration (8,48 + 4,68 pg/mnth 82% ©Abb.22).
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Abbildung 22: Zytokinsekretion in OVA-stimulierter mononuklearer L ymphknotenzellen

Weibliche BALB/c Mause wurden intranasal ritlactisoder PBS (Kontrolle) behandelt, gegen

Ovalbumin (OVA) oder PBS (Kontrolle) sensibilisiemd anschlieRend einem OVA-haltigen Aerosol
ausgesetzt (Challenge). Mononukleédre Zellen brahehLymphknoten wurden aufgereinigt und 72h
vitro mit OVA (re-) stimuliert. AnschlieRend wurden dgtokinkonzentration mit Hilfe des
Flowcytomix-Kits am FACS bestimmt. Das Diagrammgzé¥littelwerte +SEM. Fur * gilt das
Signifikanzniveau p < 0,05, fur ** p < 0,01.
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3.2.3mRNA-Expression von IL-5, IL-10 und IFNy in mononukleéren
Zellen der Milz

Analog zur Analyse in den Lymphknoten wurden in waukledren Zellen der Milz
exemplarisch die mRNA-Konzentrationen von IL-5 (T&yokin), IL-10 (Treg-
Zytokin) und IFN (Th1-Zytokin) bestimmit.

Relativ zur Negativkontrollgruppe (PBS/PBS) fuhde OVA-Sensibilisierung zu
einem 40fachen Anstieg der IL-5-mRNA-Expression,@80+ 1,07). InL. lactigPBS-
Tieren konnte keine IL-5-mRNA nachgewiesen werderi.. lactisbehandelten OVA-
sensibilisierten Mausen lie3 sich eine IL-5mRNA-Kentration von 22,03 = 5,76
relativ.  zur Negativkontrollgruppe detektieren. Damunterschied sich die
L. lactiSOVA-Gruppe nicht signifikant von der PBS/OVA-GruppEs zeigte sich aber
eine Tendenz in Richtung einer niedrigeren IL-5-mRBXpression durchL. lactis
Applikation an OVA-sensibilisierte Tiere.

Bezlglich der IL-10mRNA-Konzentration ergaben si&hnlich Verhaltnisse, doch
konnte hier auch in der PBS/actisGruppe IL-10-mRNA in niedriger HoOhe
nachgewiesen werden (MRNA-Expression relativ zuSAPBS-Gruppe: PBS/OVA:
51,35 + 35,43]. lactigPBS: 4,56 + 2,08l.. lactigOVA: 20,97 + 4,03). Did.. lactis
Applikation an OVA-sensibilisierte Tiere reduziedé IL-10-Expression tendenziell
im Vergleich zur Positivkontrollgruppe (PBS/OVA)hme dass ein Signifikanzniveau
erreicht wurde.

Fur IFNy-mRNA zeigte sich relativ zu den PBS/PBS-Tieren EExpressionsanstieg in
PBS/OVA-Tieren (3,12 + 0,70). In dér lactigPBS-Gruppe sank dagegen die relative
IFNy-Expression (0,75 *= 0,38). Der hochsten Expressiostgeg relativ zur
Negativkontrollgruppe wurde irL. lactisbehandelten OVA-sensibilisierten Tieren
gemessen (3,80 + 1,59). Im Vergleich zur Positivkaigruppe unterschied sich dieser
Anstieg nicht signifikant-9 Abb.23).
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Abbildung 23: mRNA-Konzentrationen in OVA-stimulier ten mononuklearen Milzzellen

Weibliche BALB/c Mause wurden intranasal niit lactis oder PBS (Kontrolle) behandelt, gegen
Ovalbumin (OVA) oder PBS (Kontrolle) sensibilisiarhd anschlieRend einem OVA-haltigen Aerosol
ausgesetzt (Challenge). Aus der Milz wurden monted@uk Zellen aufgereinigt und 72h vitro mit
OVA (re-) stimuliert. RNA wurde isoliert und dielagive mRNA-Konzentrationen von IL-5, IL-10 und
IFNy wurden mittels qPCR durch Abgleich mit dem Hautsggn L32 bestimmt. Die Expression ist
relativ zur unbehandelten PBS/PBS-Gruppe dargedbals Diagramm zeigt Mittelwerte +SEM.

3.2.4Zytokinproduktion in mononuklearen Zellen der Milz

Analog zur Messung in den bronchialen Lymphknotearden in der Milz die
Konzentrationen der Th2-Zytokine IL-4, IL-5 und 13 erhoben. In der Gruppe
PBS/PBS lagen samtliche Zytokin-Titer unterhalb Betektionslimits. Die héchsten
Konzentrationen an Th2-Zytokinen zeigten sich inSFBVA-Tieren (IL-4: 91,56 +
46,07 pg/ml, IL-5: 898,9 + 250,7 pg/ml, IL13: 1.947.139 pg/ml). Verglichen mit den
Lymphknoten-Daten der gleichen Gruppe waren dieolaten Werte fir IL-4 um
Faktor 8, fur IL-5 um Faktor 4 und fir IL-13 um Rak 3 verringert. IrL. lactigPBS-
Tieren Uberschritt lediglich die IL-4-Konzentratiam einem Versuchstier (1,67 pg/ml)

knapp das Detektionslimit von 0,7 pg/ml. Die lactisApplikation an OVA-
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sensibilisierte Tiere fihrte in der Tendenz zu eiReduktion aller Th2-Zytokine
verglichen mit der Positivkontroligruppe (IL-4: 88,+ 7,20 pg/ml, IL-5: 363,3 + 202,7
pg/ml, IL-13: 530,7 %= 198,4 pg/ml). Die Unterscheecerreichten jedoch kein
Signifikanzniveau. Die Absolutwerte in dénlactisOVA-Tieren waren verglichen mit
den Lymphknoten-Daten der gleichen Gruppe fur lum Faktor 15, fur IL-5 um
Faktor 4 und fur IL-13 um Faktor 8 niedriger.

IL-10 konnte im Uberstand voin vitro stimulierten mononukledren Zellen aus
PBS/PBS-Tieren nicht nachgewiesen werden. Die héchsVerte konnten in den
OVA-sensibilisierten Mausen (PBS/OVA) verzeichnetrden mit 251,6 = 77,80 pg/ml.
Gegenuber den korrespondierenden Lymphknoten-Ozdeutete dies eine dreifache
Reduktion. In derL. lactigPBS-Gruppe war ebenfalls kein IL-10 detektierbare
L. lactisApplikation an OVA-sensibilisierte Tiere flihrte ainer tendenziellen, aber
nicht signifikanten, Reduktion des IL-10-Titers (26 + 55,30 pg/ml) verglichen mit
der Positivkontrollgruppe. Die Absolutwerte waren &aktor 3 niedriger im Vergleich
zur IL-10-Konzentration in entsprechenden Lymphknot

Fur IFNy konnten in PBS/PBS-Tieren keine Konzentrationsi#/evberhalb des
Detektionslimits (6,5 pg/ml) ermittelt werden. Dé&bchste IFN-Titer wurde in
OVA/PBS-Tieren mit 23,07 + 8,38 pg/ml gemessen, veaser Verdopplung im
Vergleich zu den Lymphknoten-Daten entspricht. litleim L. lactisbehandelten
Mausen lag ein Messwert oberhalb des Detektiondiriiir IFNy (7,86 pg/ml). Die
L. lactisApplikation an OVA-sensibilisierte Tiere flhrte zkeiner signifikanten
Reduktion der IFN-Konzentration verglichen mit der Positivkontroligpe, wobei nur
ein Wert oberhalb des Detektionslimits gemessem&v(if,44 pg/ml).

IL-6 konnte in der Negativkontrollgruppe nicht ddtert werden. Die hdchste
IL-6-Konzentration wurde in OVA-sensibilisierten Mgen (PBS/OVA) gemessen
(292,6 + 98,98 pg/ml), die damit um den Faktor Gdrdag als die korrespondierenden
Lymphknoten-Werte. Die niedrigste IL-6-KonzentratiwiesenL. lactigPBS-Tiere auf
(9,34 + 5,83 pg/ml).L. lactisbehandelte OVA-sensibilisierte Mause zeigten &hnli
hohe IL-6-Titer wie die Positivkontrollgruppe (204 23,09 pg/ml). Die Absolutwerte
waren im Vergleich zur IL-6-Konzentration entsprestier Lymphknoten um den
Faktor 32 hoher®Abb.24).
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Abbildung 24: Zytokinkonzentrationen in OVA-stimuli erten mononukledren Milzzellen

Weibliche BALB/c Méause wurden intranasal niit lactis oder PBS (Kontrolle) behandelt, gegen
Ovalbumin (OVA) oder PBS (Kontrolle) sensibilisiarhd anschlieRend einem OVA-haltigen Aerosol
ausgesetzt (Challenge). Mononukleédre Zellen wuedender Milz aufgereinigt urid vitro 72h mit OVA
(re-) stimuliert. AnschlieRend wurde die Zytokinkentration im Uberstand mit Hilfe des Flowcytomix-

Kits am FACS bestimmt. Das Diagramm zeigt MitteltgetSEM. Fir * gilt das Signifikanzniveau p <
0,05.
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3.3 Einfluss der Behandlung mitL. lactis auf den DNA-
Methylierungsstatus von IL-5, IL-10 und des IFN-
Promotors

Es wurde gezeigt, dass die i.n. Applikation Monlactis sowohl den asthmatischen
Phanotyp als auch die Zytokinproduktion von monde@ten Zellen aus bronchialen
Lymphknoten und der Milz beeinflusst. Im Folgendemirde untersucht, ob die
Modulation der Zytokinexpression mit epigenetischéeranderungen assoziiert ist.
Hierzu wurden CDACD25- und CD4CD25-Zellen aus bronchialen Lymphknoten
und der Milz aufgereinigt und der Methylierungsgrasbn Promotorregionen

ausgewahlter Zytokine mittels Bisulfitbehandlungl iyrosequenzierung bestimmit.

3.3.1Promotor-Methylierung von IL-5, IL-10 und IFN vy in T-Zellen
bronchialer Lymphknoten

Im IL-5 Promotor wurde die Methylierung von den id@pG Positionen -13, +1 und
+25 (Position relativ zum Transkriptionsstart, NM0858) analysiert. Die Auswahl der
untersuchten CpG-Positionen erfolgte aufgrund ilN&ne zum Transkriptionsstart, da
zum Versuchszeitpunkt keine Methylierungsanalysess dL-5-Promotors mittels
Pyrosequenzierung unter Angabe relevanter CpGiBosit verdffentlicht waren. Der
mittlere Methylierungsgrad in CD&D25 Zellen aus bronchialen Lymphknoten von
PBS/PBS-Tieren lag bei 93,00 + 1,11% (Position -83)61 + 0,85% (Position +1) und
42,69 + 1,33% (Position +25). Die Sensibilisierutey Tiere gegenuber OVA bewirkte
keine signifikante Veranderung der Methylierungd®4'CD25 Zellen (Position -13:
92,86 + 0,98%, Position +1: 84,34 £ 0,34, Positi@b: 42,69 + 1,34), ebenso wie die
Exposition gegenubeL. lactis alleine (Position -13: 94,69 + 1,02%, Position +1:
83,96 * 0,34%, Position +25: 40,34 £ 1,22%) odeKombination mit einer OVA-
Sensibilisierung (Position -13: 93,83 + 1,19%, Rosi+1: 84,34 + 0,34%, Position
+25: 41,67 + 1,03%)$Abb.25).
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Abbildung 25: Methylierung der proximalen Promotoren von IL-5 in T-Zellen bronchialer
Lymphknoten

Aus bronchialen Lymphknoten wurden mononukleéréefiehufgereinigt und COED25-Zellen

isoliert. Nach Bisulfitbehandlung und PCR-Ampliftken wurde der Methylierungsstatus mittels
Pyrosequenzierung bestimmt. Die Position der CgGangegeben in Bezug auf den Transkriptionsstart
von IL-5 (NM_010558). Das Diagramm zeigt MittelwestSEM.

Far IL-10 wurde die Methylierung der CpG-Position&s2 und -351 (Position relativ
zum Transkriptionsstart, NM_010548) in ClD25 Zellen und CDACD25-Zellen
isoliert aus bronchialen Lymphknoten untersuche DpG-Positionen wurden, ebenso
wie fur IL-5, aufgrund ihrer Nahe zum Transkriptestart ausgewahilt.

In CD4'CD25 Zellen von PBS/PBS-Tieren lag der mittlere Methyligsgrad bei
25,25 +1,16% (Position -352) und 31,69 + 1,12%s({fmn -331). Keine signifikante
Veranderung der Methylierung ergab sich in PBS/OMéren (Position -352:
21,08 £ 2,68%, Position:-331: 29,34 + 0,60%). Adah Exposition gegentbeér lactis
von PBS-pseudosensibilisierten Tieren (Positior2:35,45 £ 0,61%, Position -331:
31,35 £ 0,74%) oder von OVA-sensibilisierten Tief@osition -352: 25,14 + 1,65%,
Position -331: 31,54 = 1,06%) resultierte nicht signifikanten Unterschieden des
Methylierungsgrades.

In CD4'CD25-Zellen wurde bei Tieren der Negativkontrollgrup(BS/PBS) eine
mittlere Methylierung des IL-10 Promotors von 35%0L,75% (Position -352) und
46,50 £ 2,16% (Position -331) ermittelt. Weder ar @ositivkontrollgruppe (Position -
352: 37,44 = 1,27%, Position -331: 43,52 + 1,68%¢Mmin der Gruppe. lactigPBS
(Position -352: 37,43 £ 1,28%, Position -331: 44,421,30%) oder der Gruppe
L. lactiSOVA (Position -352: 38,81 + 0,95%, Position -33Y,06 + 1,06%) zeigte sich
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ein signifikanter Unterschied des mittleren Metéglingsgrades verglichen mit den
PBS/PBS-Tieren®Abb.23).
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Abbildung 26: Methylierung der proximalen Promotoren von IL-10 in T-Zellen bronchialer
Lymphknoten

Aus bronchialen Lymphknoten wurden CTD25 Zellen sowie CDICD25-Zellen isoliert. Nach
Bisulfitbehandlung und PCR-Amplifikation wurde dbfethylierungsstatus mittels Pyrosequenzierung
bestimmt. Die Position der CpGs ist angegeben izuBeauf den Transkriptionsstart von IL-10
(NM_010548). Das Diagramm zeigt Mittelwerte +SEM.

Im proximalen IFN-Promotor wurden die CpG-Positionen -212, -1988;159, -50
und -39 (Position relativ zum TranskriptionsstaxiM_008337) hinsichtlich ihrer
Methylierung untersucht. Veranderungen der Methyhgsstati dieser CpG-Positionen
im Rahmen der T-Zell-Differenzierung konntenvitro bereits nachgewiesen werden
(Jones and Chen, 2006).

In CD4'CD25 Zellen lag in PBS/PBS-Tieren die mittlere Methylieg zwischen
8,18 £ 0,87% (Position -178) und 16,37 + 1,52% (fros-59). Eine Sensibilisierung
gegenuber OVA bewirkte eine signifikant hohere M&#tung an den Positionen -212
um 87% auf 20,27 £ 2,90% (p<0,05), -178 um 88% HB7 + 2,37% (p<0,05), -59
um 79% auf 29,37 + 3,81% (p<0,01) und -50 um 93%d 8162 + 3,00% (p<0,05).

In alleinL. lactis exponierten Mausen bewegte sich die mittlere Methyng zwischen
12,96 £ 1,32% (Position -178) und 19,66 + 1,05%s(ffan -59). Verglichen mit der
Negativkontrollgruppe zeigten sich tendenziell h@hélethylierungsgrade, die an
Position -198 (14,84 + 1,57%) mit einer Erhéhung4ir@ und Position -178 mit einer
Erh6hung um 59% signifikant (p<0,05) ausfielen.

Lediglich in der Gruppé.. lactiYOVA wurde eine signifikant h6here Methylierung an
allen Positionen beobachtet, verglichen mit deratiggontrollgruppe: an Position -212
um 146% auf 26,70 £ 4,89% (p<0,05), an Positior8-tth 115% auf 21,75 + 3,14%
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(p<0,01), an Position -178 um 140% auf 19,68 + Z,§#<0,01), an Position -59 um
82% auf 29,84 + 3,89% (p<0,01), an Position -50168% auf 27,28 + 4,52% (p<0,01)
und an Position -39 um 106% 28,23 + 4,11% (p<0,8bmit zeigten sich in dieser
Versuchsgruppe die deutlichsten Anstiege in derhMigrung. Verglichen mit der
GruppelL. lactigPBS zeigten sich signifikant (jeweils p<0,05) h@h&lethylierungen
an Position -212 um 78%, an Position -178 und RPwsH59 um 52%, an Position -50
um 94% und an Position -39 um 71%. Dagegen fuhieelLdlactisApplikation an
OVA-sensibilisierte Tiere zu keiner signifikantenendnderung der Methylierung
verglichen mit der Positivkontrollgruppe (PBS/OVANenngleich in der Tendenz
jeweils eine hohere Methylierung lin lactigOVA-Tieren vorzufinden war.
Zusammenfassend zeigte sich in COB25 Zellen, aufgereinigt aus bronchialen
Lymphknoten, der starkste Einfluss auf die Methyirgy des proximalen IFN
Promotors durch den Vorgang der OVA-Sensibilisigruigsignifikant hohere
Methylierung an 4 Positionen beim Vergleich der ggen PBS/PBS und PBS/OVA,
signifikant hohere Methylierung an 5 Positionen nbeVergleich der Gruppen
L. lactigPBS und L. lactigOVA). Die i.n. L. lactisApplikation veradnderte die
Methylierung dagegen weniger (signifikant héheretiMierung an 2 Positionen beim
Vergleich der Gruppen PBS/PBS uhdlactigPBS, keine signifikanten Unterschiede
der Methylierung beim Vergleich der Gruppen PBS/OM#d L. lactigOVA)
(=Abb.27).

In CD4'CD25-Zellen zeigten sich fir die Methylierung des proalen IFN-
Promotors &hnliche Verhéltnisse wie bei den GIm25-Zellen, doch waren die
Effekte insgesamt geringer ausgepragt. Bei eindtlem@n Methylierung zwischen
20,81 + 1,14% (Position -178) und 36,36 + 1,57%s(ffan -59) in PBS/PBS-Tieren
zeigte sich eine signifikante Zunahme des Methyhigsgrades durch OVA-
Sensibilisierung an 4 Positionen: an Position -@d224% auf 31,90 + 1,65% (p<0,05),
an Position -178 um 42% auf 29,46 + 0,51% (p<0,0@h)Position -59 um 14% auf
41,49 + 0,84% (p<0,05) und an Position -39 um 42%32,23 £ 1,11% (p<0,01).

Die alleinige L. lactis Exposition fuhrte zu keiner signifikanten Verandey der
Methylierung im Vergleich zur Negativkontrollgrupdeei mittleren Methylierungen
zwischen 23,79 *+ 1,48% (Position -178) und 36,1012% (Position -59).

In der Gruppel. lactigOVA fand sich eine signifikant hohere Methylieruag drei
Positionen verglichen mit der Negativkontrollgrupgosition -212 um 28% auf
32,86 = 1,64% (p<0,05), Position -178 um 42% au#8% 1,84% (p<0,01), Position
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-39 um 22% auf 32,61 + 1.69% (p<0,05)) sowie aniAwsitionen verglichen mit der
L. lactigPBS-Gruppe (Position -212 um 23 % auf 32,86 + %364<0,05), Position -
178 um 24% auf 29,48 = 1,84% (p<0,05)). Zwischen @euppenL. lactisOVA und
PBS/OVA fanden sich keine signifikanten Differenzeles Methylierungsgrades
(=Abb.27).
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Abbildung 27: Methylierung des proximalen IFNy-Promotors in T-Zellen bronchialer

Lymphknoten

Aus bronchialen Lymphknoten wurden CI#25-Zellen sowie CDACD25-Zellen isoliert. Nach
Bisulfitbehandlung und PCR-Amplifikation wurde dbfethylierungsstatus mittels Pyrosequenzierung
bestimmt. Die Position der CpGs ist angegeben inzuBeauf den Transkriptionsstart von HN
(NM_008337). Das Diagramm zeigt Mittelwerte £SEM:* = p<0,05 und ,++" = p<0,01 im Vergleich
zur unsensibilisierten und unbehandelten Gruppe S(PBS), ,#‘ = p<0,05 im Vergleich zur

unsensibilisierten unt. lactis exponierten Gruppe (PBS/lactis).
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3.3.2Methylierung des proximalen IFNy-Promotors in T-Zellen der

Milz
In CD4'CD25-Zellen und CDACD25-Zellen der Milz wurde die DNA-Methylierung
des IFN-Promotors analog zu den Lymphknoten an den CpG@idrosn -212, -198,
-178, -59, -50 und -39 untersucht (Position relatum Transkriptionsstart,
NM_008337).
In PBS/PBS-Tieren lag die mittlere Methylierung gehien 24,77 + 1,83% (Position -
198) und 37,39 * 3,36% (Position -39).
Die Sensibilisierung der Tiere gegen OVA bewirkégnle signifikante Veranderung der
Methylierung in CD4CD25-Zellen (mittlere Methylierung zwischen 28,77 + 298
(Position -198) und 47,83 = 6,32% (Position -3®erso wie die Exposition 4u lactis
alleine (mittlere Methylierung zwischen 25,38 * 49® (Position -198) und 40,81 +
2,35% (Position -39)) oder in Kombination mit eif@¥A-Sensibilisierung (mittlere
Methylierung zwischen 25,75 + 1,28% (Position -1981 41,94 + 2,93% (Position -
39). Dennoch zeigte sich in der Tendenz in allersitbmen stets die starkste
Methylierung in der Gruppe PBS/OVA, gefolgt von daruppelL. lactigOVA, die
immer hohere Methylierungsgrade aufwies als die pBea der PBS-
pseudosensibilisierten Tiere (Gruppe PBS/PBS ungh@al. lactigPBS) (> Abb.25).
In der Zellpopulationen der CD@D25-Zellen zeigte sich in der Gruppe PBS/PBS der
niedrigste Methylierungsgrad an Position -198 ntt03 + 4,73%, der héchste an
Position -59 mit 49,03 + 3,08%. Tiere der Positiwkollgruppe wichen an keiner
Position signifikant davon ab bei mittleren Metleylingen zwischen 34,95 + 3,11%
(Position -178) und 49,12 £+ 1,86% (Position -59)eiGermalien fuhrte die alleinige
L. lactisApplikation (Methylierungen zwischen 33,91 = 1,50fosition -198) und
45,28 + 1,03% (Position -59)) sowie die Verbinduziger L. lactisApplikation mit
einer OVA-Sensibilisierung (Methylierungen zwisch@&h29 + 1,59% (Position -178)
und 46,65 = 1,53% (Position -59)) zu keinen sidmaifiten Veranderungen der
Methylierung € Abb.28).
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Abbildung 28: DNA-Methylierung des proximalen IFNy-Promotors in T-Zellen der Milz

Aus der Milz wurden CD4CD25- sowie CD4CD25"-Zellen aufgereinigt. Nach Bisulfitbehandlung und
PCR-Amplifikation wurde der Methylierungsstatus veachs CpGs des proximalen K-Rromotors
mittels Pyrosequenzierung bestimmt. Die Positiomr @pGs ist angegeben in Bezug auf den
Transkriptionsstart von IFN(NM_008337). Das Diagramm zeigt Mittelwerte £SEM.

3.3.3Vergleich der Grund-Methylierung des proximalen IFNy-
Promotors zwischen CD25Zellen und CD25-Zellen

Zusatzlich zu den bereits beschriebenen Verdnderuregigte sich in bronchialen
Lymphknoten und der Milz eine starkere Grund-Mdtmyng des proximalen IRN
Promotors in CD4ACD25-Zellen als in CDACD25-Zellen an allen untersuchten CpGs.
Dieser Effekt war unabhéngig von der Versuchsgruppahanden, jedoch
unterschiedlich stark ausgepragt. In Tabelle 5 diedDifferenz der Methylierung von
CD4'CD25- und CD4CD25-Zellen fiir jede Experimentalgruppe und CpG-Positio
zusammengefasst sowie das erreichte Signifikanania@gegeben.
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Die grofRte Differenz wurde an der Position -59 monighialen Lymphknoten von
PBS/PBS-Tieren ermittelt. Hier fand sich in CDZ=llen eine um 19,99 *+ 2,19 %
CD2Bellen  (p<0,001). Die
Methylierungsdifferenz zwischen CD2Zellen und CD25Zellen lag in der Milz von
L. lactiSOVA-Tieren vor (0,65 + 3,32 %, Unterschied nichgrsfikant). Insgesamt
zeigten sich haufiger und deutlicher Unterschiedéymphknoten (durchschnittliche

hohere  Methylierung als in niedrigste

Methylierungsdifferenz: 12%, signifikante Untersadten an 21 Positionen) als in der
Milz (durchschnittliche Methylierungsdifferenz: 6%ignifikante Unterschieden an 9

Positionen) sowie in PBS-pseudosensibilisierten rehie (durchschnittliche

Methylierungsdifferenz: 11%, signifikante Untersaiién an 18 Positionen) im

Vergleich zu OVA-sensibilisierten Tieren (durchsittiche Methylierungsdifferenz:
7%, signifikante Unterschieden an 12 Positionenf\bb.29).

Tabelle 5: Vergleich der Grund-Methylierung des praimalen IFNy-Promotors zwischen
CD25-Zellen und CD25-Zellen

Angegeben ist die Differenz der mittleren Methylieg zwischen den starker methylierten CHZBllen
und den schwéacher methylierten CDZ8llen in Lymphknoten sowie in der Milz. Die Pasit der CpGs
ist angegeben in Bezug auf den Transkriptionsstamt IFNy (NM_008337). LK: Lymphknoten, ***

p<0,001, ** p<0,01, * p<0,05, ns - nicht signifikan

Organ und PBS/PBS OVA/PBS L. lactigPBS L. lactigOVA
CpG-Position | (A Cd25" - Cd25) | (A Cd25 - Cd25) | (A Cd25 - Cd25) | (A Cd25' - Cd25)
LK (-212) 14,80 £ 2,83 % ***| 11,63 £ 3,34 % ** 11,80 2,11 % |6,16 +£5,16 % ns
LK (-198) 16,64 + 2,16 % ***| 15,55+2,88 % *** 11,80+ 2,®b ** |10,05+3,79 % *
LK (-178) 12,63 +1,41 % **| 14,09 +2,43 % *** 10,84+ 1,98 ** 9,80+ 3,39 % *
LK (-59) 19,99 £ 2,19 % ***| 12,12 + 3,91 % ** 16,44 £ 2279 11,47 +4,25% *
LK (-50) 17,46 £ 2,42 % ***| 11,65 + 3,32 % ** 11,72 £ 2,739 |3,07 £4,81 % ns
LK (-39) 13,07 £ 2,10 % ***| 10,06 +4,42 % * 9,94+297%* | 4,38+4,45 % ns
Milz (-212) 7,75 +5,39 % ns 2,29+6,38 % ns 4,88 + 3,05 % ns2,80 + 3,20 % ns
Milz (-198) 11,27 £ 5,41 % ns 6,94 £ 4,30 % ns 8,53+2,45 % *F 9,56 + 2,63 % **
Milz (-178) 9,23+ 2,74 % ** 2,59 +4,48 % ns 588+356%ng 4,20+£1,92% *
Milz (-59) 13,69+£3,87 % ** | 549+4,42%ns 8,56 £ 1,98 % **| 8,14 + 2,68 % **
Milz (-50) 9,93+433%* 5,09+£5,97 % ns 5,68+298%ns ,134 2,79 % ns
Milz (-39) 9,78+4,45 % * 0,71 +7,75 % ns 4,34 +3,07 % ns ,65& 3,32 % ns
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Abbildung 29: Differenz der mittleren Methylierung zwischen den starker methylierten CD25

Zellen und den schwéacher methylierten CD25Zellen in Lymphknoten sowie in der Milz.

Die Position der CpGs ist angegeben in Bezug amfladanskriptionsstart von IRN(NM_008337). LK:
Lymphknoten, *** p<0,001, ** p<0,01, * p<0,05, nsicht signifikant
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3.3.4Vergleich der Grund-Methylierung des IFNy-Promotors
zwischen CD4Zellen aus bronchialen Lymphknoten und
CD4'Zellen aus der Milz

Unabhangig von derL. lactisExposition, der Versuchsgruppe und der T-Zell-
Subpopulation zeigte sich, dass in T-Zellen derzMah allen CpGs eine hdhere
Methylierung des proximalelfrNy Promotors vorliegt als in bronchialen Lymphknoten.
Abhangig von der Versuchsgruppe und der untersaochtZell-Subpopulationen fiel
die Differenz der Grund-Methylierung zwischen Milmd Lymphknoten jedoch
unterschiedlich aus. Eine detaillierte Ubersicht tiéethylierungsunterschiede und
Signifikanzniveaus fir alle Experimentalgruppen @yG-Positionen ist in Tabelle 6
zusammengefasst.

Mit Ausnahme von acht Fallen (Position -198 und8-17 CD25-Zellen der Gruppe
OVA/PBS sowie Position -212, -198, -59, -50 in CDB2Z8llen und Positionen -198 und
-178 in CD25-Zellen der Gruppé. lactisOVA) waren alle Methylierungsdifferenzen
signifikant. Der grof3te Unterschied der Methyliggunzwischen Milz- und
Lymphknotenzellen lag in CD2Zellen von PBS/OVA-Tieren an Position -39 vor
(25,66 * 7,63 %, p<0,01). Der geringste UnterscHiged! sich inL. lactiSOVA-Tieren
an der Position -198 (3,51 £ 3,14 %, Differenz h&gnifikant). Insgesamt zeigten sich
groRere und haufiger signifikante Differenzen in SPseudosensibilisierten
Versuchsgruppen (durchschnittliche Differenz 168gnifkant an 23 Positionen) als in
den OVA-sensibilisierten Versuchsgruppen (durchdtiume Differenz  11%,
signifikant an 16 Positionen). Ebenso waren die eththiede in CD2%ellen
(durchschnittliche Differenz 17%) deutlicher als @D25-Zellen (durchschnittliche
Differenz: 11%) © Abb.30).
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Tabelle 6:

CD4*Zellen aus bronchialen Lymphknoten und der Milz

Vergleich der Grund-Methylierung des praimalen IFNy-Promotors zwischen

Dargestellt ist die Differenz der mittleren Metlgyling zwischen den starker methylierten T-Zelledan

Milz und den schwéacher methylierten T-Zellen braaldr Lymphknoten. Angegeben ist die untersuchte

T-Zell-Subpopulation (CD25Zellen, CD25Zellen) sowie die Position der CpGs in Bezug aehd
Transkriptionsstart von IFN(NM_008337). LK: Lymphknoten, *** p<0,001, ** p<01, * p<0,05, ns -

nicht signifikant .
T-Zell-
Supopulation PBS/PBS PBS/OVA L. lactisgPBS L. lactisOVA
und CpG- (A Milz - LK) (A Milz - LK) (A Milz - LK) (A Milz - LK)
Position
CD25 (-212) | 22,86 +4,01 % ** | 21,64+5,29% **| 21,34+2,78%F |10,37 +5,60 % ns
CD25 (-198) 14,65+ 2,19 % *** | 14,50+3,69 % **| 10,54 +2,49% [4,00+ 3,39 % ns
CD25 (-178) | 21,20+2,02 % *** | 16,99+ 3,97 % **| 1508 +2,70%F |10,41 + 3,04 % **
CD25 (-59) 18,97 £ 2,79 % *** | 14,26 £5,53 % * 17,06 £1,99%96 8,68 +4,47 % ns
CD25 (-50) 20,19 + 3,67 % *** | 20,67 £5,63 % **| 19,85+295%¢ |7,53+£5,09% ns
CD25 (-39)) 23,69+3,72% *** | 25,66+7,63 % *| 24,33+2,61%F [13,71+505%*
CD25" (-212) | 15,81 + 4,57 % ** 12,31 +£4,56 % * 14,42 + 2,49 %6 *| 7,02 £ 2,35 % **
CD25" (-198) | 9,28 +5,40 % ns 5,89 £ 3,49 % ns 6,99+235%* ,513%F3,14 % ns
CD25" (-178) | 17,80+ 2,34 % *** | 5,49 + 2,91 % ns 10,13 +£3,17% |4,82+2,43 % ns
CD25' (-59) 12,68 £ 3,65 % ** 7,63 2,04 % ** 9,18+226%* | 534+£230% *
CD25" (-50) 12,66 * 3,48 % ** 14,11 +3,87 % **| 13,81 +2,77% (8,59 2,24 % **
CD25' (-39)) | 20,39 +3,39 % *** | 16,31 +4,61 % **| 18,72+ 3,449 |9,98 2,30 % ***
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Abbildung 30: Differenz der mittleren Methylierung zwischen den starker methylierten T-Zellen

in der Milz und den schwacher methylierten T-Zellenbronchialer Lymphknoten.

Angegeben ist die untersuchte T-Zell-Subpopulatidn?25™-Zellen, CD25Zellen) sowie die Position
der CpGs in Bezug auf den Transkriptionsstart wetyl(NM_008337). LK: Lymphknoten, ***
p<0,001, ** p<0,01, * p<0,05, ns - nicht signifikan
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4 Diskussion

Unter einer Allergie versteht man eine Dysregulaties Immunsystems mit einer
Reaktion gegen normalerweise harmlose Antigene. e Eider schwersten
Manifestationen allergischer Sensibilisierung stéls Asthma bronchiale dar. Dessen
Pravalenz stieg insbesondere in Industrienationetien letzten Jahrzehnten stetig an.
Als Ursache der Erkrankung werden neben einer iddéllen genetischen
Pradisposition vor allem Umwelteinflisse diskutie&o postuliert die Hygiene-
Hypothese (Strachan, 1989), dass eine rucklaufigepo&tion gegentber
Mikroorganismen mit steigender Asthmapravalenz eigbht (Bach, 2002). In
epidemiologischen Studien wurde gezeigt, dass Kisdiener an Asthma erkranken,
wenn sie auf Bauernhtfen aufwachsen und dadurcler eifielzahl bakterieller
Komponenten ausgesetzt sind (Riedler et al., 28@E et al., 2006). Bei der Suche
nach protektiven Faktoren im bdauerlichen Umfeld rikendas apathogene, Gram-
positive Milchsaurebakteriurh. lactis identifiziert werden (Korthals et al., 2008). Im
Mausmodell fir akutes Asthma bronchiale verhinddrgei.n. Applikation vorL. lactis
die Entstehung des allergischen Phanotyps (Delsraf., 2007). Die diesem Effekt
zugrunde liegenden molekularen Mechanismen singtjedoch ungeklart.

Aus immunologischer Sicht wird die asthmatischezEntungsreaktion durch eine
gesteigerte Th2-Antwort gesteuert. Th2-Zellen defem sich durch die Sekretion eines
spezifischen Zytokinmusters (IL-4, IL-5, IL-13) umshtstehen durch Aktivierung und
Differenzierung naiver ThO-Zellen nach Allergenkakit Als klarendes Bindeglied
zwischen Gen-Umweltinteraktionen und der Fehlfumktides Immunsystems im
Rahmen der Asthmapathogenese werden epigenetisetlealismen diskutiert (Miller
and Ho, 2008). Nach Vuillermiet al konnte eine mikrobielle Exposition zu einer
veranderten DNA-Methylierung fuhren, die die Exgiea Asthma-relevanter Gene,
z.B. der Th2-Zytokine, beeinflusst und so das Erkumgsrisiko reduziert (Vuillermin
et al., 2009).

Die vorliegende Arbeit bestédtigt den von Debagly al. (Debarry et al., 2007)
beschriebenen protektiven Effekt vhnlactis auf die Entstehung von experimentellem
Asthma im Mausmodell und demonstriert dartiber Fsnaie sich auf zellularer Ebene
die Zytokinproduktion verdndert. Des Weiteren wirdezeigt, dass der
Methylierungsstatus der proximalen Promotorregioratsprechender Gene indessen
unverandert bleibt.
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4.1 Intranasale Applikation von L. lactis schiitzt vor der
Entstehung einer asthmatischen Entziindung im
Mausmodell

Die Grundlage fur weiterfihrende molekulare Untehaungen in der vorliegenden
Arbeit bildete der von Debarmt al. (Debarry et al., 2007) publizierte Versuchsaufbau.
Es wurden BALB/c Mause praventiv i.n. nhit lactis exponiert und eine asthmatische
Entziindungsreaktion wurde induziert. In anschlieldanAnalysen konnte der Asthma-
protektive Effekt von L. lactis in Bezug auf den funktionellen Parameter der
Atemwegsreagibilitdt sowie pathologische Param@esinophiler Granulozyten in der
BAL, perivaskuldres und peribronchiales entzindgh Infiltrat und Anzahl
mukusproduzierender Becherzellen in der Lungenloigi®) bestatigt werden.

Zusatzlich wurde durch die Analyse der Muc5ac-mRBEMpression im Lungengewebe
die in histologischen Gewebeschnitten beobachtetkizierte Mukusproduktion in
dieser Arbeit erstmalig quantifiziert. Muc5ac wimth experimentellen Asthma nach
Allergenexposition induziert und die Expression rebert mit dem Ausmal} der
bronchialen Becherzellhyperplasie (Young et al.Q70 Es konnte eine signifikante
Reduktion der Muc5ac-mRNA-Expression um 69,6% (PEPjnL. lactisbehandelten
OVA-sensibilisierten Tieren im Vergleich zur Pogiontrollgruppe nachgewiesen
werden.

Die Serumwerte fur OVA-spezifisches IgE, 1gG2a uiglG1l blieben dagegen
unverandert. Ahnliche Ergebnisse wurden auch iremrd Studien, in dendn lactis
appliziert wurde, erzielt. So hatte in einem AstHRraphylaxe-Modell mit BALB/c-
Mausen die i.n. Applikation voh. lactis vor der anschliel3enden i.p. Sensibilisierung
mit dem rekombinanten Birkenpollen-Antigen rBetreeisignifikante Auswirkung auf
die allergenspezifischen Immunglobulin-Titer (IggG2a, IgG1l) (Repa et al., 2003).
Ebenso zeigten Corteet al, dass nach Sensibilisierung von BALB/c-Méausen
gegenuber dem in Kuhmilch enthaltenden Antigen &dglobulin (durch orale
Applikation von Kuhmilch mit dem Adjuvans Cholerabo und anschlie3ender i.n.
Applikation von [3-Lactoglobulin) die i.n. Behandnmit L. lactis zu keinen
signifikanten Unterschieden in den 3-Lactoglob@ipezifischen Immunglobulin-Titern
im Vergleich zur Positivkontrollgruppe fuhrte (CestPerez et al., 2009).

Dies weist darauf hin, dass sich die Wirkung vanlactis auf das lokale
Entzindungsgeschehen beschrankt. Im Gegensatz rzuedglichen Verbesserung
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lokaler phanotypischer und funktioneller Parameligch die Applikation vor. lactis
fand sich systemisch kein Einfluss bei unverandert®©VA-spezifischen
Immunglobulin-Titern. Dieses Ergebnis steht im Hamg mit Daten aus
epidemiologischen Studien, die zeigen, dass Kingdierauf Bauernhéfen aufwuchsen,
zwar signifikant weniger allergische Manifestationeaufwiesen, dies jedoch
unabhangig von einer vorhandenen allergischen Biésigrung war (Riedler et al.,
2001).

Da mit der L. lactisExposition in der vorliegenden Arbeit bereits vier OVA-
Sensibilisierung begonnen wurde erscheint ein pragtischer Effekt der Applikation
wahrscheinlich. Ob dik. lactisApplikation auch nach der Sensibilisierungsphasere
therapeutischen Effekt haben kann, bleibt nochr#erauchen. Allerdings konnte eine
parallel zur Sensibilisierung gegenuber OVA durdtigge i.n. L. lactisMG1363-
Exposition die Ausbildung eines asthmatischen Pty@iso(Eosinophilenzahl in der
BAL, Lungenhistologie und Anaphylaxie-Score) nictgrhindern (Wu et al., 2006),
was gegen einen therapeutischen Effekt dieses Baki® spricht.

FUr das Bakteriunvlycoplasma pneumoniaeurden im Mausmodell bereitse Effekte
einer prophylaktischen mit denen einer therapeugiscApplikation verglichen. Eine
einmalige i.n. Applikation vonMycoplasma pneumoniaevor Sensibilisierung
gegeniber OVA fiuhrte zu einer signifikanten Redwukti der bronchialen
Hyperreagibilitdt und einer signifikanten Reduktier Leukozytenzahl in der BAL. Im
therapeutischen Ansatz (einmalige i.n. Applikatr@ach Sensibilisierung) zeigten sich
eine Aggravation der bronchialen Hyperreagibilitdehlende Unterschiede der
Leukozytenzahl in der BAL sowie ein verstarktes zéntliches Infiltrat in der
Lungenhistologie (Chu et al., 2003). Dies zeiggddie Applikation dieses Bakteriums
zwar einen prophylaktischen, jedoch keine therapehugn Effekt hat.

Fur Bacillus Calmette-Guérikonnte dagegen ein therapeutischer Effekt nachegami
werden. Eine einmalige i.n. Applikation nach ertelgSensibilisierung gegentber OVA
fuhrte zu einer Reduktion der zuvor bestehendemdbhialen Hyperreagibilitat, einer
Verminderung der Eosinophilenzahl in der BAL und der Lungenhistologie
(Hopfenspirger and Agrawal, 2002).

Fur das in der vorliegenden Arbeit untersuchte &alin L. lactis deuten jedoch auch
epidemiologische Studien darauf hin, dass ein pragltischer wahrscheinlicher als ein
therapeutischer Effekt zu erwarten ikt.lactis wurde aus einem Asthma-protektiven

bauerlichen Umfeld isoliert und die in diesem Urdfeldurchgefiihrten

85



Diskussion

epidemiologischen Studien betonen, dass protekaktoren des bauerlichen Umfelds
fur den Menschen besonders im prd- und perinat@eitfenster, also vor der
Manifestation einer allergischen Erkrankung, vord@&eung sind (Riedler et al., 2001,
Ege et al., 2008).

Vergleicht man die erwdhnten Bakterienarten beelighres vor Asthma schiitzenden
Effektes im Mausmodell, so sind neben einer pragittischen oder therapeutischen
Wirkung hinsichtlich einer potentiellen Anwendungeildn Menschen auch die
unerwinschten Wirkungen zu bertcksichtigen. Hierdie Apathogenitat des in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Gram-positiven rtkéPS) Milchsédurebakteriums
L. lactis fur den Menschen zu betonen (Casalta and Mont@08)2 Die in der
vorliegenden Arbeit detektierte niedrige Zahl anuk&zyten, insbesondere der
neutrophilen Granulozyten, in der BAL von aussdhlizh mit L. lactis behandelten

Tieren weist auf eine potentiell gute Vertraglictilener solchen Behandlung hin.

4.2 Die L. lactis-Applikation beeinflusst die
Zytokinproduktion von mononuklearen Zellen

Wahrend der asthmatischen Friih- und Spéatreaktienaigiert eine Vielzahl an Zellen
des Immunsystems in der pulmonalen Entzindungsoeakhr Zusammenspiel wird
wesentlich durch Zytokine gesteuert. Dabei wird Oe2-Zelle mit den Zytokinen IL-4,
IL-5, IL-13 eine pro-asthmatische Rolle zugescherebrhl-Zellen mit IFM und Tregs
mit IL-10 haben dagegen einen Asthma-protektivdekEi{Barnes, 2008).

Zur Erforschung der noch unbekannten molekularerchdeismen des schiitzenden
Effekts der L. lactisApplikation war es fiur die vorliegende Arbeit dalh von
besonderem Interesse, die Auswirkung dér lactisBehandlung auf die
Zytokinexpression zu untersuchen. Dazu wurden MB@s bronchialen Lymphknoten
und der Milz isoliertjn vitro mit OVA stimuliert und die Zytokinkonzentration den
Uberstanden bestimmt. Dabei wurden die Lymphknaten Analyse des lokalen
Entzindungsgeschehens untersucht. Dorthin erfolgara&teristischerweise die
Einwanderung der antigenprasentierenden Zellen méchfolgender T-Zell-
Aktivierung. Anhand der Daten aus der Milz, dem teen Reservoir

immunkompetenter Zellen, sollten systemische Effektfgedeckt werden.
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4.2.1Lokale Effekte der L. lactis Exposition (Lymphknoten)

Zur Analyse der lokalen Effekte dek. lactisApplikation wurde zunachst die
Produktion der Th2-Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 idberstanden OVA-stimulierter
MNCs aus bronchialen Lymphknoten untersucht.

Bei den IL-4-Konzentrationen konnten keine sigrdfiken Unterschiede zwischen
unbehandelten OVA-sensibilisierten Mausen und lactisbehandelten Tieren
beobachtet werden. Ein moglicher Grund hierfur dstss in der vorliegenden Arbeit
zum Messzeitpunkt die T-Zell-Differenzierung besedbgeschlossen war. IL-4 ist
insbesondere bei der Induktion der asthmatischenumantwort von Bedeutung, da
unter seinem Einfluss die Differenzierung naiveD-Zellen zu Th2-Zellen erfolgt. Bei
der Aufrechterhaltung der pulmonalen Entzindundgi@a scheint es dagegen von
untergeordneter Bedeutung. So  konnen  IL-4-Antikbrpewdhrend  der
Sensibilisierungsphase die Asthmaentwicklung stoppécht aber zu einem spateren
Zeitpunkt. Auch fuohrt eine antigenspezifische Stmtion nur 2zu einem
voribergehenden Anstieg von IL-4 (Wills-Karp et 4P98; Yssel and Groux, 2000). In
weiteren Studien ware daher die IL-4-Bestimmungredtl der Sensibilisierungsphase
sinnvoll, da in diesem Zeitfenster UnterschiedB, eine IL-4-Reduktion nach. lactis
Applikation, am wahrscheinlichsten zu beobachterewa

Die IL-5-Produktion wurde dagegen durchlactisApplikation an OVA-sensibilisierte
Mause im Vergleich zur Positivkontrollgruppe sigkaint gesenkt. Die IL-5-mRNA-
Expression war in der Tendenz reduziert. IL-5 ias @ntscheidende Zytokin fur die
Reifung und Differenzierung eosinophiler Granulexy{Kotsimbos and Hamid, 1997).
Eine Behandlung von Mausen mit einem IL-5-Antikdrpeduzierte die pulmonale
Eosinophilie (Mathur et al., 1999). Dies lasst dérachlielen, dass eine IL-5-
Reduktion einer der molekularen Mechanismen isér igden diel. lactisApplikation
den allergischen Phénotyp zu reduzieren kann, @chan einer Reduktion der
Eosinophilenzahl in der BAL sowie am geringerenzéntlichen Infiltrat in der
Lungenhistologie, welches zu grof3en Teilen ausepsilen Granulozyten bestand.
Ebenfalls war IL-13 in OVA-stimulierten MNCs bronaler Lymphknoten von
L. lactisbehandelten Mausen signifikant erniedrigt bei djeeitig tendenziell
reduzierten IL-13-mRNA-Titern. IL-13 fuhrt im Mausdell zu bronchialer
Hyperreagibilitat (Kuperman et al., 2002) und etiediMukusproduktion korrelierend
mit einer verstarkten Muc5ac-Expression und —Pradok(Zuhdi et al., 2000). Auch

beim Menschen konnte in Lungenbiopsien von Asthkeati eine erhthte IL-13-
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Expression nachgewiesen werden (Humbert et al.7)1%¥8e beobachteten reduzierten
IL-13-Titer kénnten somit zur verbesserten LungekfionsmessungL. lactis
exponierter Tiere sowie der verringerten Zahl arkusproduzierenden Becherzellen in
der Lungenhistologie - passend zur signifikantentrigten Muc5ac-mRNA-Expression
im Lungengewebe - beigetragen haben.

Damit konnte mit der Suppression der zwei wichti&2-Zytokine IL-5 und IL-13 ein
Mechanismus ddkr. lactisvermittelten Asthmaprotektion aufgedeckt werden.

Um zu klaren ob die Reduktion der Th2-Antwort duethe Induktion von Tregs oder
durch eine Verschiebung des Th1l/Th2-Gleichgewichigunsten von Thl verursacht
sein konnte, wurden die Zytokine IL-10 (Tregs) uRNy (Th1) untersucht.

Die IL-10-Konzentration in MNCs bronchialer Lymphien wurde durch die
Behandlung OVA-sensibilisierter Tiere miit lactis auf Protein- und mRNA-Ebene
reduziert, wobei jeweils kein Signifikanzniveauegcht wurde. Interpretiert man IL-10
als Th2-Zytokin (Lee et al., 2009), so ist diesegebnis in Einklang mit dem Absinken
der anderen Th2-Zytokine zu sehen.

In aktuellen Studien wird IL-10 allerdings mehrlielt regulatorischen T-Zellen (Treg)
zugeschrieben. Diese dampfen mittels IL-10 sowohl-Tals auch Th2-dominierte
Antworten des Immunsystems (Hawrylowicz and O'Gaz2f®5). Das von Wills-Karp
et al. aufgestellte Gegenregulations-Modell besagt, daggobielle Stimulationen
jeglicher Art tGber eine IL-10-Induktion Asthma-pe&tiv wirken (Wills-Karp et al.,
1998). Somit musste die Behandlung der Mause Lmiactis mit erhéhten IL-10-
Konzentrationen einhergehen. Da tendenziell das@ed der Fall ist, scheirt. lactis
seine protektive Wirkung nicht durch Induktion r&darischer T-Zellen zu entfalten.
Es qilt jedoch zu beriicksichtigen, dass die Dateder vorliegenden Arbeit aus OVA-
stimulierten MNCs erhobenen wurden. Da nicht nuegsrals Quelle von IL-10 in
Frage kommen, sondern auch Makrophagen, B-Zelleh@s (Couper et al., 2008)
sowie alle T-Helfer-Subpopulationen (Jankovic arhdhieri, 2007). die ebenfalls
Bestandteil der MNC-Population sind, kénnten diéslen das Ergebnisse wesentlich
beeinflusst haben.

Die IFNy-Produktion und -mRNA-Expression wurde durch dieh&edlung OVA-
sensibilisierter Tiere mit. lactisin OVA-stimulierten MNCs bronchialer Lymphknoten
tendenziell reduziert. Zu berlcksichtigen ist hegrlolass die meisten Protein-Daten am
Rande des Detektionslimits lagen. lMird von Thl-Zellen sezerniert. Eine 1N

Exposition fuhrt im Mausmodell zu einem Rickgangneei etablierten
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Atemwegsentzindung (Lack et al., 1994) sowmievitro zu einer Inhibition der Th2-
Proliferation (Fitch et al., 1993). Im Rahmen deggiéne-Hypothese wird eine fehlende
Thl-Stimulation durch mangelnde Exposition gegenuldikroorganismen als
immunologischer Mechanismus der Asthmaentstehusigutert. Dies fihre zu einer
Imbalance des Th1l/Th2-Gleichgewichts mit einer Dwmni pro-asthmatischer Th2-
Zellen (Romagnani, 2004)n vivo konnte bereits gezeigt werden, dass mikrobielle
Stimulation Gber IFM eine Reduktion von Th2-Zytokinen induzieren kaknb(et al.,
1998). Die demnach in der vorliegenden Arbeit auagtende erhdhte IFNSekretion
nachL. lactisExposition konnte jedoch nicht beobachtet werden.

Insgesamt lasst sich daher der protektivéactisEffekt, der mit einer Reduktion der
Th2-Zytokine korreliert, weder durch eine Treg-lktlan noch durch eine
Verschiebung der Th1/Th2-Balance zugunsten vonerktiren.

Es fallt zudem auf, dads. lactis in der Tendenz samtliche hier bestimmte Zytokine
supprimiert, d.h. sowohl Thl- als auch Th2- unddg¥spezifische Zytokine. Dies
konnte auch in anderen Studien nach mikrobielleppdskion und allergischer
Sensibilisierung beobachtet werdeh 4.2.2).

Neben den Zytokinen aus dem Bereich der erworbémemunitat wurde mit IL-6 ein
Zytokin analysiert, das primér im Bereich der arageben Immunitat anzusiedeln ist.
IL-6 ist ein proinflammatorisches Zytokin, das geoBeile der Akute-Phase-Proteine
induziert. In einem Pranatal-Modell spielt nach éfmitnissen unserer Arbeitsgruppe
IL-6 moglicherweise eine Rolle bei der Ubertragudgs Asthmaschutzes von
Muttertieren auf den Nachwuchs. So zeigte sich,sddie A. Iwoffii-vermittelten
Asthmaprotektion vom Vorhandensein von TLRs in diarttertieren abhangig ist und
deren Stimulation gefolgt ist von erhdhten IL-6€Fit in BAL und Serum (Conrad et
al., 2009).

In der vorliegenden Arbeit fuhrte dagegen die Belhamg OVA-sensibilisierter Tiere
mit L. lactisin MNCs bronchialer Lymphknoten zu einer signifiken Senkung der IL-
6-Konzentration. Ursachlich fur diese gegenteiliggeobachtung kénnten die
unterschiedlichen Quellen der Zytokinbestimmungr d8AL und Serum vs. OVA-
restimulierte MNCs bronchialer Lymphknoten) sowié dverschieden gewahlten
Messzeitpunkte (1-48h vs. 72h). Des Weiteren etrfalig Erkennung des Gram-
positiven Bakteriumd.. lactis wahrscheinlich Uber andere Rezeptoren (Fischail. et
2011) als die des Gram-negativen Bakteridnbvoffii (Conrad et al., 2009), so dass in
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Folge mdoglicherweise andere, IL-6-unabhéngige $kgs&aden ausgeldst werden, die

zum Asthma-Schutz fiihren.

4.2.2Systemische Effekte det. lactis Exposition (Milz)

Systemische Effekte derL. lactisApplikation sollten durch Messung der
Zytokinkonzentrationen in Uberstanden OVA-stimukerMNCs der Milz analysiert
werden.

Neben den Th2-Zytokinen IL-4, IL-5 und IL-13 zeigtsich IL-10 und IFN durch
L. lactisApplikation in der Tendenz erniedrigt. Im Gegemsair Lymphknotenanalyse
erreichten die Unterschiede der IL-5- und IL-13-Kentrationen jedoch Kkein
Signifikanzniveau.

Die tendenzielle Reduktion der Zytokinkonzentragiorkonnte auf mRNA-Ebene fur
IL-5 und IL-10 bestétigt werden. Die IRNNRNA-Expression war dagegenlinlactis
behandelten OVA-sensibilisierten Tieren erhoht. |€mtie Korrelationen zwischen
MRNA- und Protein-Konzentrationen werden jedochgaufd von unterschiedlichen
Halbwertszeiten von mRNA und Proteinen sowie passifationellen Modifikationen
haufig beobachtet (Mehra et al., 2003; Pohlers.e2@05; Nie et al., 2006).

Ebenso wie in der vorliegenden Arbeit detektierserch andere Studien verminderte
Zytokinkonzentrationen sowohl von Th2- als auch ¥éi-Zytokinen in der Milz nach
Bakterienexposition in sensibilisierten Mausen. &eijpal fanden erniedrigte IL-5 und
IFNy-Titer in Milzzellen, die mit dem Birkenpollenaltggn rBet restimuliert worden
waren. Die Milzzellen stammten aus Mausen, die cosémitL. lactis nasal behandelt
worden waren und anschlieRend gegeniuber rBet sesisib wurden (Repa et al.,
2003). Ohncet al. verabreichteBifidobakterium bifidunG9-1 tber 2 Wochen oral an
BALB/c-Mause und sensibilisierten diese eine Wochwch Beginn der
Bakterienapplikation gegentber OVA. Nach Isolatimm MNCs der Milz und OVA-
Restimulation wurden in der Tendenz erniedrigte5Ilund IFN-Titer in der
Interventionsgruppe gefunden (Ohno et al., 200B6)Einklang mit diesen Daten deuten
die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit auf einem wvider Thl/Th2-Balance
unabhangigen Mechanismus detactisvermittelten Asthmaprotektion hin.

Zusatzlich zu Thl- und Th2-Zytokinen untersuchBémmer et al.das Treg-Zytokin IL-
10. Die orale Gabe vom gleichermalRen (Widactis zu den Milchs&urebakterien
gehoérenderLactobacillus rhamnosu&G an Muttertiere flhrte bei deren Nachwuchs

nach OVA-Sensibilisierung zu signifikant reduzient&iter von IL-5, IFN und IL-10
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in Uberstanden vom vitro OVA-stimulierten MNCs der Milz (Blumer et al., 200
Damit wurde analog zur vorliegenden Arbeit eineafjale Reduktion von Thl-, Th2
und Treg-Zytokinen beobachtet. Als ursachlich flimee solche von IL-10-
produzierenden Tregs unabhangigen Suppression ti@n ind Th2-Zellen wird eine
durch mikrobielle Stimulation verursachte DC-Modida postuliert, die Uber einen
TGF-3-abhangigen Mechanismus zu einer allgememivneilerten Reaktionsfreudigkeit
von T-Zellen fiihrt (Braat et al., 2004). Zur weder Aufklarung der molekularen
Mechanismen des protektiverL. lactisEffektes sollten daher in folgenden
Experimenten weitere Zytokine in die Analysen niitbezogen werden. Des Weiteren
sollte untersucht werden, Gber welche Rezeptbréactisinitial von DCs erkannt wird.
Diesbeziglich konnte bisher lediglich TLR2 ausgésssen werden (Fischer et al.,
2011).

Insgesamt stimmen die Zytokindaten der vorliegenfldreit mit Resultaten &hnlicher
Experimente Uberein, wobei sich aufgrund des heevéiplten experimentellen Designs
erstmalig die Moglichkeit bietet, lokale mit sysieohen Effekten zu vergleichen
(Daten aus bronchialen Lymphknoten vs. Milz). Dakeigte sich bezlglich der
Th2-Zytokine IL-5 und IL-13 in der Milz nur ein tdanzieller Abfall inL. lactis
behandelten Mausen, der im Gegensatz zu den Messumdronchialen Lymphknoten
(IL-5 um 59,9% vermindert, p<0,01; IL-13 um 35,1%rmindert, p<0,05) kein
Signifikanzniveau erreichte. Dies geht einher miend Beobachtungen der
Phanotypanalyse, in dér lactisdie lokale pulmonale Entziindungsreaktion erfolgrei
reduzierte, auf die systemische Komponente desSlgEgels aber keinen Einfluss
nehmen konnte. Ebenfalls passend zum fehlendetuEsnuf den IgE-Spiegel sind die
erhobenen IL-4-Daten aus Lymphknoten und Milz,kadime signifikanten Unterschiede
durchL. lactisApplikation zeigten. Da IL-4 (zusammen mit IL-183n Klassenwechsel
der B-Zellen hin zu einer IgE-Produktion steuerti(ies, 2008), ist bei fehlendem
L. lactisEinfluss auf IL-4, lokal und systemisch, auch leeieranderung im OVA-
spezifischem IgE-Spiegel zu erwarten.

Moglicherweise moduliert L. lactis also nur lokale Effektormechanismen der
allergischen Immunantwort oder eine hohere Dosis leme langere Applikationsdauer
sind no6tig, um signifikante Effekte auf die Zytognoduktion auch in der Milz zu
messen. Interessant ware es daher die Auswirkungsn L. lactis in einem

chronischem Asthma-Mausmodell zu untersuchen, daterm die Pathologie des
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humanen Asthma (airway remodeling, persistierendendhiale Hyperreagibilitat)
besser nachzubilden vermag (Nials and Uddin, 2008).

Beim Vergleich der Lymphknoten- und Milzdaten wasdNeiteren festzustellen, dass
sich in der Milz im Vergleich zu bronchialen Lympidten ausschliel3lich niedrigere
absolute Zytokinkonzentrationen messen lieRen. Bingache konnte die erfolgte
OVA-Restimulation in Zusammenhang mit dem T-Zellratgpnsverhalten sein. Die
OVA-Restimulation regt spezifisch die Zellen zurt@inproduktion an, die mit dem
Antigen in Kontakt geraten sind. Typischerweise geai durch Antigenkontakt
entstandene T-Effektorzellen ein gewebsspezifischdgrationsverhalten und
akkumulieren bevorzugt am Ort des AntigenkontaKisiger and Mooren, 2007), hier
also in der Lunge und in den bronchialen Lymphkno@ementsprechend wurden in
allen  Versuchsgruppen in  bronchialen  Lymphknoten hené absolute

Zytokinkonzentrationen als in der Milz gemessen.

4.3 Die L. lactis-Applikation hat keinen Einfluss auf den

Methylierungsstatus ausgewahlter Genloci

Einer reduzierten Transkription eines Gens konnenschiedene Ursachen zu Grunde
liegen, u.a. eine erhéhte Methylierung der entdpreden Promotorregion (Kass et al.,
1997). Diesem Mechanismus wird vor allem nach Eikwig von Umweltfaktoren,
wie mikrobiellen Stimuli, eine besondere Bedeut®gemessen (Miller and Ho,
2008; Vuillermin et al., 2009). So wurde in der liegenden Arbeit die Hypothese
aufgestellt, dass die auf Protein- und mRNA-Ebeméurgdenen Differenzen der
Zytokinexpression und  -produktion zwischen den \Vehsgruppen mit
unterschiedlichen Methylierungsstati der zugehd@rigenomischen Loci assoziiert sind.
Um dies zu Uberprifen wurde mittels Bisulfitbehamg) und Pyrosequenzierung der
Methylierungszustand der proximalen Promotorbeeeigbn IL-5, IL-10 und IFN
analysiert.

Dabei zeigten sich fur IL-5, IL-10 und IFNkeine signifikanten Verdnderungen der
Methylierung durchL. lactisApplikation an OVA-sensibilisierte Tiere. Zur Eélng
fur die fehlenden signifikanten Unterschiede deitiMierungsstati, trotz vorliegenden
Differenzen der Zytokinkonzentrationen auf mRNA- durfProtein-Ebene, muissen
mehrere Faktoren bertcksichtigt werden, wie deddnvorliegenden Arbeit gewahlte
Messzeitpunkt, die fur die Analyse gewéhlten DNAgReen, die Existenz weiterer
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regulativer Mechanismen zusatzlich zur DNA-Methyliegen sowie das gewahlte
experimentelle Design.

Bezuglich des Messzeitpunktes ist eine zeitlich@ddyik der DNA-Methylierung des
IFNy-Promotors aus anderen Experimenten bekannt. kEneiRranatal-Modell fihrte
die intranasale Exposition von Muttertieren mit defmenfalls aus der mikrobiellen
Flora des Kuhstalls isolierten Bakteriu lwoffii zu signifikant erhdhter Methylierung
des IFN-Promotors in CD4 Zellen der Nachkommen am Tag 4 nach der Geburt. 6
Wochen spater war dieser Effekt nicht mehr nachvegigpersonliche Information
R.Teich). Auch wenn den Methylierungsvorgangen inranBtal-Modellen
maoglicherweise andere Mechanismen zu Grunde liegetite in weiterfihrenden
Experimenten mitL. lactis der Methylierungsstatus zusatzlich im zeitlichearlguf
analysiert werden.

Da in der vorliegenden Arbeit nur einige wenige Gp@tersucht wurden, ware es
ferner moglich, dass Methylierungsunterschiede iar micht analysierten CpGs
vorliegen, denn zur Transkriptionskontrolle muisseicht samtliche CpGs einer
Promotorregion verandert sein. So konnte furykBbnes and Chen, 2006) und Foxp3
(Floess et al., 2007), dem entscheidenden Trarigkrgfaktor in der Treg-
Differenzierung, gezeigt werden, dass nur bestimn@pGs innerhalb der
Promotorregionen regulativ aktiv sind. Zusatzlidt neben den Promotorregionen
inzwischen eine Vielzahl von Genregionen bekannig @n Bezug auf die
Gentranskription eine regulatorische Funktion lesit Bedeutende Ubergeordnete
regulative DNA-Abschnitte fir den Th-2-Zytokin-Lokuder die Gene fur IL-4, IL-5
und IL13 umfasst, sind u.a. die Enhancer (Genesmesaktivierende Region) CNS-I
und CNS-Il sowie die weit strangaufwarts liegendgiBn LCR. Es handelt sich hierbei
um nicht-kodierende Sequenzen, die zwischen dereiGérkalisiert sind, zwischen
verschiedenen Spezies konserviert sind und Ub&gredie Expression mehrerer distal
gelegener Gene beeinflussen kénnen (Wilson e2@0D9). Moglicherweise bestehen in
diesen nicht untersuchten Genabschnitten entsaigadé/ethylierungsunterschiede
nachL. lactisBehandlung, die eine Assoziation mit den beobaeht®ifferenzen der
Zytokinkonzentrationen aufweisen.

Weiterhin existiert neben der DNA-Methylierung mdem Mechanismus der
Histonmodifikation eine weitere Mdglichkeit der Tekriptionsregulation.
Histonmodifikationen umfassen z.B. posttranslatierhosphorylierung, Methylierung

und Acetylierung der Histonproteine (Berger, 200Anders als die DNA-
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Methylierung, welche die direkte Bindung von Tramskonsfaktoren an die DNA
beeinflusst, bewirken Histonmodifikationen eine &faterung der Chromatinstruktur,
wodurch u.a. eine geschlossene oder eine geotffdbtematinstruktur entsteht und
entsprechend Bindungsstellen fur Transkriptionsfiadt frei werden kdnnen. Dabei ist
allein durch Histonmodifikationen eine veradnderten@xpression induzierbar, ohne
dass Veranderungen der DNA-Methylierung auftretdml@uf et al., 2004). Histon-
Modifikationen werden als Mechanismus angesehendarieine Zelle kurzfristig auf
Umwelteinflisse mit veranderter Gentranskription agieren kann, wéahrend
Methylierungen entscheidender fur langfristige Egsionsinhibition verantwortlich
sind (Reik, 2007). In der vorliegenden Arbeit k@natso diel. lactisExposition Gber
einen ungenugenden Zeitraum erfolgt sein, so ddss den Mechanismus der
Histonmodifikation zwar eine Beeinflussung des Ritos und der Proteinproduktion
erfolgt ist, nicht aber eine dauerhafte epigenk@sd-ixierung des veranderten
Zellverhaltens Uber den Mechanismus der DNA-Metwying. Weitere Studien
mussten klaren, tber welchen Zeitraum der protektiMactisEffekt persisiert und ob
eine langerd.. lactisExposition schlie3lich doch in veranderten Metbgingsmustern
resultiert. Geeignet hierzu waren chronische Astiiaas-Modelle (Wegmann et al.,
2005; Nials and Uddin, 2008). Zudem sollte im Aktdell auch der Mechanismus
der Histonmodifikation analysiert werden.

Des Weiteren ist zu beachten, dass identische Niethggsstati nicht zwangslaufig mit
identischer transkriptioneller Aktivitat gleichzasen sind. Permissive epigenetische
Modifikationen, wie eine niedrige Methylierung, asben lediglich die Transkription,
indem sie Transkriptionsfaktoren ermdglichen zudbim sie erzwingen diese aber
nicht. Zusatzlich beeinflussen posttranskriptiomelblaufe wie Splicen, nukleo-
zellulare Transporte und mRNA-Degradation die germesn mRNA-Spiegel sowie
translationale Mechanismen die Proteinspiegel, ass dler Methylierungsstatus nicht
zwangslaufig mit der mRNA- und Proteinkonzentra@@soziiert sein muss.

Ferner wurde in der vorliegenden Arbeit die Metéiing in CD4 T-Zellen untersucht,
die Daten zur Zytokinexpression (MRNA und Protedagegen stammen von OVA-
stimulierten MNCs. Zwar gelten Th-Zellen als we$iehe Produzenten von IL-5, IL-10
und IFNy , dennoch sind hierzu auch andere Zellen in degelLa.B. B-Zellen,
Monozyten und natirlichen Killer T-Zellen (IL-10)B¢rish and Steinke, 2003),
Mastzellen und eosinophile Granulozyten (IL-5) (@reder et al., 2001), B-Zellen und
APCs (IFNy) (Schroder et al., 2004). Es kann falglnicht ausgeschlossen werden,
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dass diese fur die veranderten Zytokinkonzentratiorerantwortlich waren, so dass in
weiterfihrende Studien eine genaue Differenzierutsy MNC-Subpopulationen
vorgenommen werden sollte.

Trotz fehlender signifikanter Methylierungsunterigecte durch did.. lactisApplikation
zeigte sich beim IFi¥Promotor in CDACD25-Zellen bronchialer Lymphknoten eine
tendenziell hbhere Methylierung an samtlichen wuenten CpG-Positionen in der
GruppelL. lactiOVA verglichen mit der Positivkontrollgruppe (PEB/A). Passend
hierzu fanden sich in den Uberstanden OVA-stimtgier MNCs bronchialer
Lymphknoten sowohl auf mRNA-Ebene als auch auf dmelEbene in der Tendenz
erniedrigte IFN-Titer in L. lactisbehandelten OVA-sensibilisierten Tieren. Dies weis
darauf hin, dass zumindest auf lokaler Ebene insedie Zellsubpopulation
Methylierungsdifferenzen eine Rolle bei der Traigksnsregulation spielen konnten.
Bei fehlendem signifikanten Einfluss derL. lactisApplikation auf den
Methylierungsstatus des IFNPromotors wurde im Rahmen dieser Arbeit die
Beobachtung gemacht, dass OVA-sensibilisierte Maime Vergleich zu PBS-
pseudosensibilisierten Tieren in ClZ4llen bronchialer Lymphknoten immer eine
hohere Methylierung des IRNPromotors aufwiesen. Signifikant waren diese
Unterschiede an den Positionen -212, -178, -59-86@dn CD4CD25-Zellen, sowie an
den Positionen -212, -178, -59 und -39 in CD@25"-Zellen. Dieser Effekt trat auch
nachL. lactisApplikation zwischen den Gruppén lactiPBS undL. lactiSOVA auf.
Dabei ergaben sich signifikante Unterschiede anRimsitionen -212, -178, -59, -50 und
-39 in CD4CD25-Zellen und an den Positionen -212 und -178 in GTIBR5-Zellen.
Da eine Hypermethylierung mit verminderter Geneggpi@n assoziiert ist und im
pathogenetischen Asthma-Modell der Th1/Th2-Balamiteeiner Reduktion des Th1l-
Zytokins IFNy in asthmatischen, OVA-sensibilisierten Mausen damet wird,
entspricht dieses Ergebnis den Erwartungen. HigreMViderspruch stehen die IFN
Konzentrationen auf mMRNA- und Proteinebene. Dontewantgegen der Erwartung die
IFNy-Spiegel in  OVA-sensibilisierten Mausen tendenziehdher als in
pseudosensibilisierten Tieren. Ursachlich hierfiimikte das Verfahren der OVA-
spezifischen Restimulation sein. Die allergenspsctie Restimulation steigert die
Zytokinsekretion sensibilisierter Zellen. Da in RBRren keine Sensibilisierung
erfolgte, fand in dort isolierten MNCs keine Stimtibn statt. Somit sind die dort
gemessenen Konzentrationen am ehesten algMtidgangsniveau zu betrachten. Es ist

anzunehmen, dass bei unspezifischer StimulationPBS-Tieren hoéhere IFN
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Konzentrationen gemessen worden waren als in O\&kehi, korrelierend mit dem
niedrigeren Methylierungsgrad. Leider konnte aufgrwvon zu geringer Menge an
gewonnenem Zellmaterial nur die spezifische Stitmutaerfolgen, da diese Arbeit

vorrangig auf den Effekt dér. lactisBehandlung fokussierte.

4.4 Unterschiede in der IFNy Grund-Methylierung

4.4.1IFNy Grund-Methylierung in CD4*CD25- und CD4'CD25'-
Zellen

Bei den Absolutwerten der IRNMethylierung fiel unabhangig von den
Versuchsgruppen eine stets starkere Methylierun@CR5-Zellen verglichen mit
CD25-Zellen auf. CD25 entspricht der Alpha-Untereinhgits IL-2-Rezeptors. Nach
Antigenprasentation durch APCs an naive ThO-Zelmginnen diese CD25 zu
exprimieren (Murphy and Walport, 2008). EbensadBR25 als Oberflachenprotein auf
Tregs vertreten, so dass im vorliegenden Versudbaaueine Unterscheidung
aktivierter T-Zellen und regulatorischer T-Zelleicht moglich ist. In weiterfihrenden
Experimenten sollte daher zur Differenzierung dasazliche Einbeziehen des
inzwischen etablierten Treg-spezifischen MarkergpBoerfolgen (Sakaguchi, 2011).
Fir CD25Foxp3-Zellen ware dann eine Hypermethylierung des y#¥omotors
einhergehend mit einer verminderten Proteinexpoassn Vergleich zu CDZ&oxp3-
Zellen erklarbar, da Tregs (CDZFoxp3-Zellen) typischerweise kein IRN sondern

IL-10 sezernieren.

4.4.21FNy Grund-Methylierung in Lymphknoten und Milz

Der IFNy-Promotor von CDZCD25- und CD4CD25-Zellen der Milz war,
unabhangig von der Versuchsgruppe, immer starkethylert als in bronchialen
Lymphknoten. Es konnte somit gezeigt werden, dasKarper zirkulierende T-Zellen
verschiedene Methylierungsgrade einer Genregionveisén in Abhangigkeit vom
lymphatischen Organ, aus dem sie isoliert wurdeninrd Mausmodell die asthmatische
Entzindungsreaktion durch pulmonalen Allergenkanfakvoziert wurde, scheint es
sinnvoll, dass in der Lunge ansassige T-Zellenreigeringeren Methylierungsstatus
des IFN-Promotors und moglicherweise auch weiterer Zytaladierender
Genregionen aufweisen. Eine insgesamt niedrigerthylerung wirde es der Zelle

erlauben, rascher die Expression benétigter Pmteininitieren und somit schneller
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auf wechselnde Umwelteinflisse zu reagieren. Iesenet ware es folglich, zum
besseren Verstandnis epigenetischer Mechanismeexparimentellen Asthma, den
Methylierungsstatus weiterer Asthma-relevanter @égionen einer T-Zell-Population

zu einem Zeitpunkt in den verschiedenen Organenndiesinsystems zu vergleichen.

4.5 Ausblick

Abschlie3end bleibt festzuhalten, dass die von Bgbat al. (Debarry et al., 2007)
beschriebenen Asthma-protektiven Effekte einér lactisBehandlung OVA-
sensibilisierter Mause auf den Phanotyp erfolgreiabhgebildet werden konnten. In
weiteren Analysen zur Aufdeckung der Wirkmechanisnkennte eine tendenzielle
Reduktion sdmtlicher gemessener Zytokinkonzentatioin Lymphknoten und Milz
nach L. lactisBehandlung nachgewiesen werden bei starkeren tefiekuf lokaler
Ebene (Lymphknoten-Daten). Es erfolgte keine sigaifte Steigerung der
Konzentrationen von IL-10 oder IFNSomit kann der protektive Effekt einerlactis
Behandlung weder auf eine Induktion regulativer imamiogischer Mechanismen durch
Tregs zurickgefuhrt werden noch auf die InduktioreeTh1l-Antwort zum Ausgleich
einer etwaigen Th1/Th2-Dysbalance. Mdglicherweigarte zukinftig die Analyse
zusatzlicher Zytokine weiteren Aufschluss tUber\tfiekungsweise vorb. lactis bieten.
So wird aktuell eine Induktion der kurzlich entdesk Thl7-Zellen durch ein
bauerliches Umfeld diskutiert, die durch IL-17-Salon regulativ auf die Th1l/Th2-
Balance einwirken kénnten (Schaub et al., 2009).

In Methylierungsanalysen konnte keine Assoziatisszhen Zytokinexpression und —
produktion mit dem Methylierungsstatus nachgewieserden. Hier gilt es zukunftig
CpG-Motive weiterer regulativer DNA-Regionen unddpigenetischen Mechanismus
der Histonmodifikation mit in die Untersuchengenzeibeziehen. Denn trotz des in der
vorliegenden Arbeit fehlenden Nachweises epigecietis Verdnderungen nach
mikrobieller Stimulation, sind diese bei Betraclguanderer Studien mit Viren
(Mikovits et al., 1998), Bakterien (Nardone et aD07) oder Parasiten (Gutierrez et al.,
2004) mit hoher Wahrscheinlichkeit zu erwarten.

Die gefundenen Differenzen in der Grund-Methyligrules IFN-Promotors zwischen
Milz und Lymphknoten sprechen fir ein hochkomplextxkalisationsabhangiges
epigenetisches Geschehen im Rahmen der Immunigiesendass zukunftign vitro

Experimente helfen kdnnten, Einzelaspekte besseemiehen.
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5 Zusammenfassung

Als ursachlich fur in den letzten Jahrzehnten gtstieigenden Pravalenzen von Asthma
bronchiale in industrialisierten Landern werdenerekiner genetischen Pradisposition
vor allem Umweltfaktoren verantwortlich gemachte®ygiene-Hypothese bestétigend
konnten epidemiologische Studien eine Reduktioergikcher Erkrankungen durch
Exposition gegeniuber mikrobiellen Komponenten inndsichen Umfeld belegen. In
Folge wurde das apathogene, Gram-positive Baktetiagtococcus lactis (L. lactis)
aus dem Stallstaub traditioneller Kuhstélle isolien Tiermodell fiihrte die intranasale
Applikation von L. lactis an Ovalbumin (OVA)-sensibilisierte und -provozeert
BALB/c-Mause zur signifikanten Reduktion des asttigthen Phanotyps.

In der vorliegenden Arbeit konnte dieser Effektthggt werden. Des Weiteren wurden
die zugrunde liegenden molekularen Mechanismenrsuntbt. Aus immunologischer
Sicht geht Asthma mit einer Dominanz T-Helfer (Hsji&zifischer Zytokine einher, bei
Reduktion Thl- und Treg-spezifischer Zytokine. Dahewurden die
Zytokinsekretionsmuster in mononuklearen Zellen @A) isoliert aus bronchialen
Lymphknoten (lokale Reaktion) und der Milz (systeame Reaktion), untersucht. Dabei
fuhrte dielL. lactisApplikation lokal zu einer signifikante Reduktiater Th2-Antwort
(Interleukin (IL)-5, IL-13). In der Milz waren di@h2-Zytokine tendenziell reduziert.
Bei bestehenden immunologischen Konzepten einer/Thi2ziDysbalance oder einer
Treg-Suppression als kausale Faktoren der Asthmsiaéning, konnte die protektive
L. lactisWirkung mit keinem der beiden Modelle erklart wend da sich neben der
reduzierten Th2-Antwort auch eine tendenzielle R&da Thl- (Interferon gamma
(IFNy)) und Treg-spezifischer Zytokine (IL-10) fand

Im Rahmen der Pathogenese von Asthma bronchialedewerepigenetische
Veranderungen als klarendes Bindeglied zwischen-@aweltinteraktionen und der
Fehlfunktion des Immunsystems vermutet. FUr demgesp@tischen Mechanismus der
DNA-Methylierung konnte eine Assoziation mit derZe&H-Differenzierung gezeigt
werden. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit isehgewiesenen Differenzen der
Zytokinkonzentration durch. lactisBehandlung in weiteren Experimenten die DNA-
Methylierung von CpGs CD€D25- und CD4CD25-T-Zellen in Promotorregionen
Thl-, Th2- und Treg-typischer Zytokine analysiétter konnten in den untersuchten
DNA-Abschnitten fur IL-5, IL-10 und IFNy keine sidikanten Unterschiede gefunden

werden. Weitere Untersuchungen kénnten klaren, obtattdessen
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Methylierungsunterschiede in weiter distal des $kaiptionsstarts gelegenen
regulativen  DNA-Regionen oder der epigenetische Hdasmus der
Histonmodifikation mit dem Asthma-protektivén lactis-Effekt assoziiert sind.
Schliel3lich deuten in der vorliegenden Arbeit gelleme signifikante Unterschiede der
Methylierung des IFN-Promotors zwischen OVA-sensibilisierten Tieren uRBS
(Phosphate Buffered Saline)-pseudosensibilisieriéaren darauf hin, dass der
epigenetische  Mechanismus der DNA-Methylierung im ahiRen  von
Immunisierungsprozessen ein Rolle spielt. Signiftka Differenzen der Grund-
Methylierung des IFNM-Promotors zwischen T-Zellen bronchialer Lymphknotend
der Milz zeigen, dass eine separate Analyse lokaldrsystemischer Effekte in diesem

Modell erforderlich ist.

5.1 Summary

Both environmental and genetic factors are thougliite responsible for the increasing
prevalence of asthma in industrialized countriesh@ last decades. Confirming the
hygiene hypothesis, epidemiological studies havaatetrated a reduction of allergic
disease after exposition to microbial components ainfarming environment.
Subsequently the apathogenic, gram-positive baetetiactococcus lactigL. lactis)
G121 was isolated from the stable dust of rural cheds. In a mouse model the
intranasal application of. lactis to Ovalbumin (OVA)-sensitized and -challenged
BALB/c-mice significantly reduced the developmeilitam asthmatic phenotype. The
present work confirmed this result. Furthermore artying molecular effects were
examined. From an immunological point of view asthsassociated with a dominance
of T-helper (Th)2 cytokines and a reduction of Tlahd regulatory T-cell (Treg)-
specific cytokines. Consequently cytokine secretmaiterns in mononuclear cells
isolated out of bronchial lymph nodes (indicatimacdl reaction) and the spleen
(indicating systemic reaction) were analysed. le tgmph nodes, application of
L. lactisresulted in a significant reduction of Th2-cytadsn(IL-5, IL-13). In the spleen,
Th2 cytokines were reduced. According to existimgnunological concepts, either a
Th1l/Th2-imbalance or a Treg suppression is a caasabrs in the development of
asthma. However neither of the models could exglanprotectivd.. lactis effect, as

in addition to the reduced Th2-immune-response Timterferon-gamma (IF{) and

Treg-specific cytokines (IL-10) tended to be likeeireduced.
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In the asthma pathogenesis, epigenetic changesuapected to be the missing link
between gene-environment interactions and dysfomaif the immune system. For the
epigenetic mechanism of DNA methylation an assmriatwvith T-cell differentiation
was shown. Accordingly, having shown differencesciytokine concentrations by
L. lactis treatment, in further analysis the DNA methylation CD4'CD25- and
CD4'CD25-T-cells of CpGs in promoter regions of Thl-, Théad Treg-specific
cytokines were analysed. No significant differenaeghe analysed DNA sequences
were found for IL-5, IL-10 and IFNy. Further anaty/gould clarify, whether there are
differences in DNA methylation in regulatory regstomore distal to the transcription
start or if the epigenetic mechanism of histone iffrcation is associated with the
protectivelL. lactis effect.

Finally significant differences in the methylatiohthe IFNy promoter between OVA-
sensitized and PBS (Phosphate buffered Saline)dpssensitized animals indicate that
the epigenetic process of DNA methylation playsok in immunization processes.
Significant differences in basic methylation of tHeNy promoter between T-cells
isolated out of bronchial lymph nodes and the spleleow that separate analyses of

local and systemic effects are required in this ehod
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MRNA messenger RNA
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