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Einleitung

1 Einleitung

Allergische Rhinitis (Heuschnupfen), Asthma und das atopische Ekzem zahlen zu den
haufigsten chronischen Erkrankungen. Laut Angaben der World Allergy Organization (WAQ)
leiden etwa 300 Millionen Menschen weltweit an Asthma und ca. 400 Millionen an
allergischer Rhinitis, wobei etwa 250.000 Todesfalle pro Jahr direkt auf Asthma
zurlickgefuhrt werden kénnen. Epidemiologische Studien belegen eine Koexistenz von
Asthma und Rhinitis in den betroffenen Individuen: etwa 70 % der Asthmatiker leiden unter
Heuschnupfen (European Community Respiratory Health Survey 2008, ECRS). Die globale
Pravalenz fur Asthma und Allergien ist in den letzten 40 Jahren besonders bei Kindern stark
gestiegen und 40 % der Bevdlkerung westlicher Industrienationen erweist sich als IgE-positiv
fir Aeroallergene (World Health Organization, WHO). In Schweden hat sich die Anzahl der
Kinder, die an Asthma, allergischer Rhinitis oder atopischem Ekzem leidet Uber einen
Zeitraum von zwdlf Jahren etwa verdoppelt’. Die groBe Anzahl Betroffener geht mit einem
immensen finanziellen Aufwand einher. So fallen im Zuge geeigneter TherapiemaBnahmen
in westlichen Industrienationen jahrlich 300 — 1300 US-Dollar pro Patient an® und die jahrlich
in den USA anfallenden Kosten, die durch eine Behandlung des Asthmas entstehen,
belaufen sich auf etwa 6 Milliarden US-Dollar'®.

Auf Grund der hohen und immer noch zunehmenden Relevanz allergischer Erkrankungen
sollte im Rahmen dieser Arbeit die Interaktion von Extrakten des Wiesenlieschgraspollens
(Phleum pratense), sowie des Majorallergens Phl p 1 mit respiratorischem Epithel n&her
charakterisiert werden.

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem (vom lateinischen immunis fir ,steuerfrei®, im Ubertragenden Sinne
unberthrt, frei, rein) ist ein komplexes Netzwerk aus Organen, Geweben und verschiedenen
Zelltypen, welches den Kérper gegen von auBen eindringende Substanzen und Pathogene
verteidigt. Grundlegend ist hierbei die Fahigkeit, zwischen ,selbst® und ,nicht-
selbst” unterscheiden zu kénnen. Das Immunsystem entfernt sowohl eingedrungene
Mikroorganismen, deren Bestandteile und weitere Noxen, als auch fehlerhafte, kbrpereigene
Zellen. Alle Lebewesen verfigen Uber Schutzfunktionen, die es dem Organismus
ermdglichen, auf Pathogene zu reagieren. Schon einfache Organismen weisen eine
angeborene Immunabwehr auf, welche bereits sehr friih in der Stammesgeschichte entstand
und seitdem weitgehend unverandert blieb. Vertebraten entwickelten zusatzlich ein
anpassungsfahiges, adaptives Immunsystem, welches in der Lage ist, auf nahezu jedes
Antigen spezifisch zu reagieren und ein immunologisches Gedachtnis auszubilden.
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1.1.1 Das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem reprasentiert die erste Verteidigungslinie eines Organismus
wahrend einer Infektion und spielt daher bei der friihen Erkennung eindringender Pathogene
und der Auslésung einer proinflammatorischen Antwort eine entscheidende Rolle'*’. Es
bildet durch die Epidermis oder auch durch zilientragendes respiratorisches Epithel eine
physikalische Barriere und verfligt durch die Sekretion antimikrobieller Peptide oder Zytokine
{iber chemische Abwehrmechanismen'®. Werden physikalische und chemische Barrieren
dennoch durch Pathogene Uberwunden, werden die zellularen Komponenten des
angeborenen Immunsystems aktiviert. Diese bestehen hauptséachlich aus phagozytierenden
Zellen, antigenprasentierenden Zellen (APC), wie Granulozyten, Makrophagen und
dendritischen Zellen (DC), natiirlichen zytotoxischen Killerzellen und Mastzellen®. Die
Aktivierung dieser Zellen basiert auf der Erkennung von evolutionér konservierten Strukturen
der Pathogene, den so genannten Pathogen-assoziierten molekularen Mustern (pathogen-
associated molecular pattern, PAMPs). PAMPs zeichnen sich durch eine strukturelle
Konstanz innerhalb ganzer Klassen von Pathogenen aus, sind essentiell fiir deren Uberleben
und lassen sich von kérpereigenen Strukturen unterscheiden®. Erkannt werden PAMPs
durch eine begrenzte Anzahl von keimbahnkodierten Mustererkennungsrezeptoren (pattern
recognition receptors, PRRs)®.

Die Mustererkennungsrezeptoren lassen sich in drei Gruppen einteilen: I6sliche,
intrazellulare und membrangebundene PRRs. Zu den l6slichen PRRs zahlen unter anderem
die Lipidtransferasen, Kollektine oder auch Komponenten des Komplementsystems. Sie
erkennen Membranstrukturen von Mikroorganismen wie beispielsweise Lipoteichonsaure
(LTA) oder Zymosan. lhre Liganden-induzierte Aktivierung setzt Enzymkaskaden in Gang,
welche wiederum in der Opsonisierung und der Lyse der Mikroorganismen resultieren oder
in einer Entziindungsreaktion, welche die Rekrutierung immunkompetenter Zellen induziert®.
Eine weitere Gruppe bilden die zytosolischen PRRs, die sich in die RLR- (retinoid acid-
inducible gene | like receptors) und die NLR-Familie (nucleotide-binding oligomerization
domain [NOD]-like receptors) einteilen lassen. Die RLRs sind gréBtenteils durch Interferone
(IFN) induzierbare RNA-Helikasen und spielen eine Rolle bei der Erkennung
zytoplasmatischer viraler RNA. Sie enthalten eine N-terminale Caspase-rekrutierende
Domane (CARD) und eine zentrale Helikase-Doméane, deren ATPase-Aktivitat fir eine RNA-
induzierte  Signaltransduktion verantwortlich ist. Die Bindung von zum Beispiel
doppelstrangiger RNA induziert eine Signaltransduktion Uber CARD-CARD-Interaktionen
zwischen der Helikase und dem Adaptormolekil IFN-B promoter stimulator 1 (IPS-1) und
resultiert in einer antiviralen Antwort, vermittelt durch Typ-I-Interferone®°?*°. NLRs definieren
sich durch eine zentral lokalisierte NOD, welche die Oligomerisierung induziert, eine C-
terminale leucinreiche Region (leucin-rich repeat, LRR), welche die Ligandenbindung
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vermittelt und eine N-terminale CARD, die die Signaltransduktion initiiert. Mitglieder dieser
Familie sind NALP-Proteine (NACHT-LRR-PYD-containing proteins), welche neben
bakterieller und viraler RNA auch endogene, aus nekrotischen Zellen freigesetzte Strukturen
erkennen'® und NOD-Proteine. Die beiden am besten charakterisierten Mitglieder der NLR-
Familie sind NOD1 und NOD2, die bakterielle Strukturen erkennen, die aus der Synthese

und Degradation von Peptidoglykan resultieren'®

. Wahrend NOD1 Diaminopimelinsaure
(DAP) aus Gram-negativen Bakterien erkennt®*, wird NOD2 durch Muramyldipeptid (MDP)
aus Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien aktiviert®. Die Aktivierung der NOD-
Proteine induziert eine Oligomerisierung und die Rekrutierung weiterer Moleklle der
Signaltransduktionskaskade, die in der transkriptionellen Regulation inflammatorischer Gene
resultiert'®,

Zu den membrangebundenen PRRs zahlen neben Scavenger-Rezeptoren, die lipidierte

Strukturen erkennen®'

und Lektinen und Kollektinen, die kohlenhydrathaltige Strukturen
erkennen kénnen, vor allem die Toll-like-Rezeptoren (TLR). Die Familie der TLRs ist die wohl
am intensivsten untersuchte Klasse der PRRs. TLRs erhielten ihren Namen basierend auf
der Homologie zu dem Toll-Protein aus Drosophila melanogaster, welches bei der
Ausbildung der dorsoventralen Achse wahrend der Embryogenese eine Rolle spielt und in
die antifungale und antibakterielle Immunantwort der Fruchtfliege involviert ist'**'*°. TLRs
sind integrale Glykoproteine, die Uber eine extrazellulare Doméane mit einem LRR-Motiv
verfligen, welche die Ligandenbindung vermittelt, sowie eine
zytoplasmatischeToll/Interleukin-1-(IL-1) Rezeptor-Homologie-(TIR)-Doméane, welche die

weitere Signaltransduktion vermittelt'*®.

Im humanen System konnten bislang zehn
verschiedene TLRs identifiziert werden, die sich sowohl in ihrem Ligandenspektrum, als auch
in ihrer Lokalisation unterschieden (siehe Tabelle 1.1). TLRs erkennen PAMPs entweder
durch direkte Interaktion oder durch zwischengeschaltete PAMP-Bindemolekile. So binden
TLR1/2, TLR3 und TLR9 direkt an triacylierte Lipoproteine, dsRNA und CpG-DNA™133139
wahrend TLR4 weitere PRR-Molekile benétigt, um LPS zu binden. Hierbei wird das LPS
zunachst durch das I6sliche LPS-bindende Protein (LBP) gebunden und zu dem Korezeptor
CD14 transportiert. Dieses transferiert LPS an MD-2 (myeloid differentiation protein-2), das
an TLR4 bindet und durch die Induktion der Homodimerisierung des Rezeptors die weitere
Signaltransduktion aktiviert*''®. Generell induziert die Rekrutierung von einem oder
mehreren Adaptermolekilen die Aktivierung der Signaltransduktion Gber Phosphorylierung,
Ubiquitinylierung oder Protein-Protein-Interaktionen, die in einer Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren resultieren, welche die Expression von inflammatorischen oder
antimikrobiellen Genen induzieren’. TLR-aktivierte Signalwege kénnen auf der Basis der
involvierten Adaptermolekile in abhéngig von MyD88 oder abhangig von TIR-Domaéane-

enthaltendem Adapter, IFN- induzierend (TRIF) unterteilt werden”"*®. Es sind hauptsachlich
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drei Signalwege fir die TLR-induzierte Antwort verantwortlich: 1. NF-xB, 2. Mitogen-
aktivierte Proteinkinasen (MAPK) und 3. IFN-regulatorische Faktoren (IRFs). Wéahrend NF-

kB und MAPK innerhalb der Induktion einer proinflammatorischen Antwort eine zentrale

Rolle spielen, sind IRFs essentiell fiir die Stimulation der Produktion von Interferonen”°.

Tabelle 1.1: PRRs und ihre Liganden (verandert nach Mogensen, T.H."").

Rezeptor Zellulare Lokalisation Ligand

RLRs

RIG-1 Zytoplasma Kurze dsRNA

MDA-5 Zytoplasma Lange dsRNA

NLRs

NOD1 Zytoplasma DAP

NOD2 Zytoplasma MDP

NALP1 Zytoplasma MDP

NALP3 Zytoplasma RNA, DNA, MDP

TLRs

TLR1/2 Zelloberflache Triacylierte Lipoproteine
TLR2/6 Zelloberflache Diacylierte Lipoproteine
TLR3 Zelloberflache/Endosom dsRNA

TLR4 Zelloberflache LPS

TLR5 Zelloberflache Flagellin

TLR7/8 Endosom ssRNA

TLR9 Endosom CpG DNA

TLR10 Zelloberflache Bislang nicht bekannt

1.1.2 Das adaptive Inmunsystem

Das adaptive Immunsystem reagiert in der spaten Phase der Infektion auf Pathogene und
zeichnet sich durch eine enorm hohe Antigen-Spezifitdit sowie die Ausbildung eines
immunologischen Gedachtnisses aus. Letzteres gewahrleistet bei einem erneuten Kontakt
mit dem gleichen Pathogen durch das Vorhandensein spezifischer Antikérper eine schnelle
und gezielte Abwehr. In vielen Fallen wird eine lebenslange Immunitat gegen ein Pathogen
erworben'*,

Die adaptive Immunitat wird durch Lymphozyten vermittelt, die sich auf Grund ihrer Funktion
unterteilen lassen in B- und T-Lymphozyten. Beide stammen von gemeinsamen lymphoiden
Vorlauferzellen des Knochenmarks ab, wobei B-Lymphozyten im Knochenmark ausreifen
und unreife T-Lymphozyten fur ihre vollstandige Reifung in den Thymus migrieren. Reife B-
und T-Zellen patrouillieren durch Blut, Gewebe und periphere lymphatische Gewebe und
zeichnen sich durch ihre Antigenspezifitdt aus. Jede Zelle exprimiert klonale
Antigenrezeptoren, die jeweils fir ein bestimmtes Antigen spezifisch sind. Wahrend der
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Reifung von B- und T-Zellen fohrt die somatische Rekombination zufallig
zusammengesetzter Gensegmente zu einem hochgradig diversen Repertoire an méglichen
Antigen-Rezeptoren. Die Bindung eines Antigens induziert die Aktivierung, sowie die klonale
Expansion und Differenzierung in Effektorzellen®.

Naive B-Zellen differenzieren zu Plasmazellen und kénnen je nach Antigen und T-Helfer
(Th)-Zell-Aktivierung fanf Klassen von Antikérpern bilden (IgM, IgD, IgA, IgG und IgE) und
vermitteln so die humorale Immunantwort. Antikbrper kénnen das Komplementsystem
aktivieren und durch Bindung von Pathogenen diese neutralisieren. Antikdrper unterstitzen
auBerdem die Phagozytose von Pathogenen durch Opsonierung. Die humorale
Immunantwort adressiert Pathogene, welche sich im Blut, in der Lymphe oder in
Extrazellularrdumen aufhalten™.

T-Zellen vermitteln die zellulare Antwort des adaptiven Immunsystems gegen intrazellulare
Pathogene. Hierbei erfolgt die Aktivierung der antigenspezifischen T-Zelle nicht durch
direkten Kontakt mit dem Pathogen, sondern durch APC, wie dendritische DC oder
Makrophagen, welche der T-Zelle ein prozessiertes Peptid des Pathogen prasentieren. Die
Prasentation erfolgt im Kontext mit von APC exprimierten  Haupthisto-
kompatibilitdtskomplexen (major histocompatibility complex, MHC). MHC-Klasse-I-Molekdle
prasentieren aus dem Zytosol stammende Peptide, die aus viralen oder bakteriellen
Pathogenen resultieren. Dieser Komplex wird von CD8-positiven zytotoxischen T-Zellen
erkannt, welche in der Lage sind, die infizierte Zelle abzutdten. Peptide aus endozytotisch in
das vesikulare Kompartiment aufgenommenen Proteinen werden Uber MHC-Klasse-II-
Molekiile prasentiert und durch CD4-positive T-Zellen erkannt®'8*. CD4-positive T-Zellen
lassen sich auf Grund ihres Zytokinprofils, unterschiedlicher Oberflachenmarker und
Transkriptionsfaktoren in Th1-, Th2, Th17- und regulatorische T-Zellen'**?*? unterteilen. Th1-
Zellen sind durch die Bildung von Interferon (IFN)-y gekennzeichnet und induzieren so unter
anderem eine Makrophagen-vermittelte Beseitigung von Pathogenen. Th2-Zellen
produzieren vor allem IL-4 und IL-5, tragen so unter anderem zu einer Verteidigung des
Organismus gegen Helminthen bei und sind die charakteristischen Zytokin-produzierenden
Th-Zellen in atopischen Individuen. Th2-Zellen aktivieren jedoch auch B-Zellen, deren
Antikérperbildung die Eliminierung extrazellularer Pathogene bewirkt*®. Th17-Zellen
produzieren vornehmlich IL-17 und sind in die Induktion einer proinflammatorischen
Immunantwort, sowie in Zellschddigungen bei chronisch entzindlichen Erkrankungen
involviert’*#'3""132 Regulatorische T-Zellen spielen eine entscheidende Rolle innerhalb der
Aufrechterhaltung einer Toleranz gegenlber ,Selbst“-Proteinen oder harmlosen fremden
Proteinen, indem sie Th1- und Th2-Antworten supprimieren kénnen“. Die Differenzierung
einer naiven T-Zelle in eine T-Effektorzelle wird nur induziert, wenn durch die APC
entsprechende kostimulatorische Signale erfolgen. Zu diesem Zweck exprimieren APC
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neben MHC-Molekilen zusatzliche kostimulatorische Moleklle wie CD80 oder CD86 und
sind so in der Lage, die klonale Expansion naiver T-Zellen und ihre Differenzierung in

Effektorzellen zu induzieren'®,

1.1.3 Die Verbindung zwischen angeborener und adaptiver Immunitat

Die Induktion der adaptiven Immunantwort ist in starkem MaBe von der Aktivierung des
angeborenen Immunsystems durch PRR-exprimierende Zellen gepragt. Die Verbindung
zwischen angeborener und adaptiver Immunitat wird unter anderem durch die TLR-induzierte
Reifung von DCs und die Aktivierung Pathogen-spezifischer T-Lymphozyten vermittelt®>'”’.
DCs patrouillieren in unreifem Status in Blut und Gewebe, bis sie Uber PRR Pathogene
anhand ihrer konservierten PAMPs erkennen. Die Erkennung und die Aufnahme des
Antigens flihrt zu einer Aktivierung der DC, woraufhin sie zu den regionalen Lymphknoten
wandert und die antigenen Peptide im Kontext mit den jeweils relevanten MHC-Molekilen
prasentiert. Wahrend dieses Prozesses geht die DC von Phagozytose und der
Hochregulation kostimulatorischer Molekile (wie CD80, CD86, CD40 und MHC-Molekilen)
{iber zur Expression von Chemokinrezeptoren und der Sekretion von Zytokinen®. Nach der
Reifung ist die DC in der Lage, die Differenzierung von naiven CD4-positiven T-Lymphozyten
in verschiedene Th-Zellen zu induzieren. Dies wird durch eine Reihe von Faktoren,
einschlieBlich der TLR-induzierten Zytokine bewerkstelligt. Innerhalb des Prozesses der DC-
vermittelten Polarisierung der verschiedenen Th-Subtypen spielt IL-12 eine wichtige Rolle bei
der Induktion von Th1-Antworten?”, wihrend IL-23 und IL-1 im humanen System eine Th17-
Antwort induzieren'*'"'®2, Die Anwesenheit von IL-4 bewirkt eine Th2-Polarisierung'* und die
Freisetzung von TGF-f und IL-10 steht in Zusammenhang mit der Differenzierung von
regulatorischen T-Zellen'®. Angeborene und adaptive Immunitat sind also eng miteinander
verbundene, interagierende Mechanismen, die nicht als separate Systeme betrachtet werden
darfen.

1.2 Immunologische und zelluldre Grundlagen der Atopie

Der Begriff ,Allergie” wurde bereits 1906 von Clemens von Pirquet gepragt der erkannte,
dass Antigene eine Veranderung der Reaktivitat bewirken. Heute gilt der Begriff als Synonym
fir IgE-vermittelte allergische Erkrankungen. Der Ausdruck ,Atopie“, abgeleitet vom
griechischen atopos, bedeutet soviel wie ,fehl am Platze* und wird verwendet, um IgE-
vermittelte Erkrankungen zu beschreiben. Atopiker zeichnen sich durch die Pradisposition
aus, IgE-Antikérper gegen Umweltallergene auszubilden. Einige allergische Erkrankungen,
wie zum Beispiel die Kontaktdermatitis, entstehen durch IgE-unabhéngige Mechanismen und

werden als nicht-atopische Allergien bezeichnet''".
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Wir alle atmen taglich Aeroallergene aus Pollen oder auch Hausstaubmilben ein. Nicht-
Atopiker reagieren mit einer schwachen Immunantwort auf diese Allergene. Sie produzieren
Allergen-spezifische IgG1- und IgG4-Antikérper'™®, und in vitro reagieren die T-Zellen nicht-
atopischer Individuen mit einer moderaten Proliferation von Th1-Zellen auf das Allergen'®.
Atopiker hingegen reagieren mit einer UbermaBigen Immunantwort, die durch die Produktion
Allergen-spezifischen IgEs charakterisiert ist. T-Zellen aus dem Blut von Atopikern antworten
in vitro mit der Produktion von Th2-Zytokinen (IL-4, IL-5, IL-13) auf eine Stimulation mit dem
Allergen®**'®_ Die Infiltration von Th2-Zellen in betroffenes Gewebe, sowie erhdhtes Antigen-
spezisches IgE stellen die immunpathologischen Kennzeichen allergischer Erkrankungen

dar51;112

1.3 Entstehung atopischer Erkrankungen

Der bereits erwdhnte erhebliche Anstieg der Pravalenz atopischer Erkrankungen in
Westeuropa, den USA und Australien innerhalb der letzten Jahrzehnte legt es nahe,
Umwelteinflissen eine wichtige Rolle zuzuschreiben. So hat beispielsweise nach der
Wiedervereinigung Deutschlands die Pravalenz far Atopie und Heuschnupfen innerhalb der
Kinder zugenommen, die ihre Kindheit in Ostdeutschland verbrachten®????%2%*_ Dies legt die
Méoglichkeit nahe, dass ein westlicher Lebensstil fir die ansteigende Pravalenz atopischer
Erkrankungen verantwortlich ist. Im Zuge der Hygiene-Hypothese wird der Anstieg dieser
Erkrankungen durch den Riickgang friinkindlicher Infektionen erklért®®®. Bei Neugeborenen
dominieren Th2-Zellen die Immunantwort, da die T-Zellen des F6tus Uber die Plazenta durch
Umweltallergene gepragt werden'’>. Man geht davon aus, dass das sich entwickelnde
Immunsystem auf Grund des héheren hygienischen Standards in westlichen
Industrienationen weniger mit mikrobiellen Antigenen in Kontakt kommt, welche eine Th1-
Antwort beglinstigen wirden'®. Viele epidemiologische Studien unterstiitzen diese
Hypothese. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die bakterielle Kolonisierung des

gastrointestinalen Traktes einer atopischen Sensibilisierung vorbeugen kann®#'%61%7 |

n
Populationen, die sich als seropositiv fur Helicobacter pylorii, Toxoplasma gondii und das
Hepatitis-A-Virus erwiesen, waren atopische Erkrankungen und allergisches Asthma
signifikant weniger haufig. Es wird angenommen, dass eine IL-12-Induktion durch die
Mikroorganismen eine Th1-gerichtete Immunantwort férdert. Dies wird unterstitzt durch die
Beobachtung, dass Kinder, die in landlicher Umgebung aufwachsen und auf traditionell
gefuhrten Bauernhdfen einer Vielzahl von Mikroorganismen ausgesetzt sind, signifikant
weniger héufig unter atopischen Erkrankungen leiden®'""#?' Auch der Aufenthalt in
Kindertagesstatten und der Kontakt zu alteren Kindern, bzw. das Vorhandensein alterer
Geschwister scheint mit einer allergieprotektiven Wirkung zu korrelieren'. Die Tatsache,

dass die Inzidenz allergischer Erkrankungen auch in Entwicklungslédndern ansteigt® und eine
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erhéhte Pravalenz fir atopisches Asthma auch innerhalb der &armeren schwarzen

Bevolkerung der USA zu beobachten ist®*'**

, zeigt, dass die Hygiene-Hypothese allein nicht
ausreicht, um die ansteigende Relevanz allergischer Erkrankungen zu erklaren.

Neben dem verminderten Kontakt mit Mikroorganismen werden weitere Umwelteinfliisse mit
einer Verschiebung der Immunantwort Richtung Th2-Phanotyp in Verbindung gebracht. So
wird die erhéhte Schadstoffbelastung der Luft durch ein steigendes Verkehrsautkommen fir
das vermehrte Vorkommen von Allergien verantwortlich gemacht. Abgaspartikel und auch
Ozon induzieren eine Th2-Antwort und férdern so die Entwicklung von Allergien’®'%. Zudem
konnten zunehmende Fettleibigkeit'® und auch der Kontakt mit Zigarettenrauch® ebenfalls
mit der Entstehung von Allergien in Zusammenhang gebracht werden. Wahrend der letzten
Dekaden konnte vor allem in Nordeuropa eine signifikant friher einsetzende Pflanzenblite
verzeichnet werden®*. Uber die letzten 30 Jahren betrachtet, setzte die Pflanzenbliite um
6,3 Tage friher ein, und die Wachstumsphase zeichnete sich durch eine Verlangerung von
11 Tagen aus'™. Auch die Pollenflugsaison zeichnet sich durch einen vorgezogenen Beginn
aus. FUr Spéatbliher konnte zudem eine Verlangerung der Pollenflugperiode verzeichnet
werden, wobei die Starke des Pollenfluges, reprasentiert durch die Messung der
Pollenkérner pro Jahr, besonders fir die Familie der Graser (Poaceae) zugenommen
hat>?*. Diese Verldngerung der Wachstumsperiode, verbunden mit einer h&heren
Pollenbelastung, bringt eine verlangerte Expositionsdauer mit Graserpollen mit sich und stellt
so eine hohere Belastung flr bereits allergische Individuen dar und erhdht die
Wahrscheinlichkeit einer Sensibilisierung fur bisherige Nicht-Allergiker.

Neben den beschriebenen Umweltfaktoren spielt die genetische Pradisposition des
Einzelnen ebenfalls eine Rolle bei der Entwicklung atopischer Erkrankungen. So konnte ein
Polymorphismus innerhalb des CD14-Gens positiv mit der Entstehung von Allergien
assoziiert werden'®®, abhéngig von den Umweltbedingungen, denen die Betroffenen
ausgesetzt waren>*. Weitere Gen-Loki konnten mit Atopie assoziiert werden, jedoch ist die
klinische Relevanz teilweise noch unklar. In diesem Zusammenhang wurde ein Allel des
HLA-DR-Lokus mit einer erhdhten Reaktivitdt gegenlber Allergenen der Ambrosia
artemisiifolia in Verbindung gebracht'*2. Ein Polymorphismus des Gens fiir die p-Kette des
IgE-Rezeptors (FceRI-A®', sowie Polymorphismen die IL-4-Familie auf Chromosom 5

betreffend scheinen mit der Entstehung atopischer Erkrankungen verkn(ipft zu sein'*.
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1.4 Klassifizierung allergischer Reaktionen

Auf Grund ihrer unterschiedlichen Pathomechanismen und Zeitspannen zwischen dem
Allergenkontakt und dem Auftreten von Symptomen lassen sich allergische Reaktionen in
vier verschiedene Typen einteilen.

Bei dem Typ | der allergischen Erkrankungen handelt es sich um die Allergie des so
genannten Soforttyps, da die Symptome innerhalb weniger Minuten bis Stunden nach dem
Kontakt mit dem Allergen auftreten. Reaktionen vom Typ | werden durch IgE-Antikérper
vermittelt, welche wiederum eine Aktivierung von Mastzellen bewirken. Die Symptome
auBern sich als allergische Rhintis (Heuschnupfen), allergisches Asthma oder auch als
systemischeReaktion wie die Anaphylaxie. Da die Graserpollenallergie dem Typ | der
allergischen Reaktionen zugeordnet wird, soll an dieser Stelle detaillierter auf den zu Grunde
liegenden Pathomechanismus eingegangen werden.

Der Pathomechanismus der Typ-l-Allergie l&sst sich in 2 Phasen gliedern: die
Sensibilisierungsphase und die Effektorphase. In der Sensibilisierungsphase kommt es zu
einer Aktivierung allergenspezifischer Th2-Zellen. Durch ihr charakteristisches Zytokinprofil
mit unter anderem IL-4 induzieren sie einen Isotypwechsel der Antikérper-produzierenden B-
Zellen in Richtung IgE, sodass allergenspezifisches IgE vorliegt. Die Sensibilisierungsphase
verlauft asymptomatisch''"78'®" " Nach erneutem Kontakt mit dem Allergen kommt es
innerhalb der Effektorphase zu einer Quervernetzung der allergenspezifischen IgE-FceRlI-
Komplexe der Mastzellen, da Allergene Uber mindestens 2 IgE-Epitope verfigen. Diese
Quervernetzung flihrt zu einer Konformationsanderung der IgE-Rezeptoren und zu einer
Degranulation der Mastzellen. Es kommt zu einer Freisetzung vorliegender und neu-
synthetisierter Granula-assoziierter Histamine und Tryptasen. Desweiteren werden
Leukotriene, Prostaglandine und Chymasen freigesetzt. Innerhalb von Minuten nach dem
Kontakt mit dem Allergen verursachen die Allergen-induzierten Mediatoren der Mastzelle die
Symptome der Sofortreaktion, wie eine Erhéhung der vaskuldaren Permeabilitat, bronchiale
Muskelkontraktion, Konjunktivitis und eine erhéhte Mukusproduktion. Chemokine, die durch
Mastzellen freigesetzt wurden, induzieren die Rekrutierung inflammatorischer Zellen, die zu
der Spatphase der allergischen Reaktion beitragen. Diese beginnt erst etwa 4 h nach dem
Allergenkontakt und ist charakterisiert durch die Infiltration von Th2-Zellen und eosinophilen
Zellen, welche eine Entziindungsreaktion hervorrufen. Die Spéatphase der allergischen
Reaktion vom Typ | ist gekennzeichnet durch die anhaltende nasale Blockade sowie durch
das Auftreten von Ekzemen’®.

Typ-ll-Allergien bezeichnet man auch als den zytotoxischen Typ. Typ-ll-Reaktionen richten
sich gegen Zelloberflachen- und Matrixantigene und flohren zu zellspezifischen
Gewebeschéaden. 1gG- und IgM-Antikdrper vermitteln hier die Aktivierung des
Komplementsystems und induzieren so die Lyse der Zelle. Typische Erkrankungen vom Typ
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Il sind unter anderem die Rhesusunvertraglichkeit bei Neugeborenen, die Blutgruppen-
unvertraglichkeit oder auch Medikamentallergien.

Eine allergische Reaktion des Typs Il ist im Gegensatz zu Typ-lI-Reaktionen gegen lésliche
Antigene gerichtet. Sie wird auch Immunkomplextyp genannt, da die verursachten
Gewebeschaden durch die Bildung von Immunkomplexen ausgelést werden. Verantwortliche
Antikérper sind hier IgG und IgM. Die Komplexe aus Allergen und Antikérper induzieren eine
Aktivierung des Komplementsystems und somit eine starke Inflammation des betroffenen
Gewebes. Typische Typ-Ill-Erkrankungen sind Arthritis, Vaskulitis und Nephritis.

Allergische Reaktionen vom Typ IV werden durch T-Lymphozyten vermittelt und werden
auch als zellulare Immunreaktion oder Spatreaktionstyp bezeichnet, da die Symptome erst
24 — 48 h nach Kontakt mit dem Allergen auftreten. Auf Grund der unterschiedlichen
beteiligten Zelltypen lassen sich Typ-1V-Reaktionen in 3 Gruppen unterteilen: bei der ersten
Gruppe beruht die Gewebeschadigung auf der Aktivierung von Makrophagen durch Thi-
Zellen, was zu einer Entzindungsreaktion fihrt. Bei der 2. Gruppe sind eosinophile Zellen
vorherrschend, und die Gewebeschadigung entsteht auf Grund der Induktion von
Entzlindungsreaktionen durch Th2-Zellen. Die 3. Gruppe ist charakterisiert durch direkt von
zytotoxischen T-Zellen verursachte Schaden. Beispiele fir allergische Erkrankungen des

Typs IV sind die Kontaktdermatitis oder auch Arzneimittel-Exantheme®"'"°.

1.5 Graserpollenallergene

Graserpollenallergene stellen weltweit die wichtigste Quelle fir Aeroallergene dar. Etwa
20 % der Bevdlkerung westlicher Industrienationen und bis zu 40 % aller atopischen
Individuen sind von einer allergischen Sensibilisierung gegeniiber Gréaserpollen betroffen®*.
Die Familie der Graser (Poaceae) besteht aus etwa 9.000 Spezies und ungeféhr 20 Spezies
aus 5 Unterfamlien werden zu den Hauptverursachern der Gréserpollenallergie gezahlt.
Weltweit werden innerhalb der klinischen Praxis Pollenextrakte dieser 20 Spezies in der
Routine-Diagnostik eingesetzt, um Gréaserpollenallergien bestimmen zu kénnen. Die meisten
Arten kénnen hier der Unterfamilie der Pooideae zugeordnet werden. Das Wiesenlieschgras
(Phleum partense), dessen Extrakt und Majorallergen Phl p 1 in dieser Arbeit hauptsachlich
verwendet werden, gehért ebenfalls zu der Familie der Poaceae und wird desweiteren
taxonomisch in die Unterfamilie Pooideae, dem Stamm der Agrostideae, sowie dem Genus
Phleum eingeordnet. Die Allergenitédt der Graserpollen kann einer begrenzten Anzahl an
Proteinen zugeschrieben werden, welche nach Hydratisierung schnell aus den Pollenkérnern

freigesetzt  werden'’19%2%8,

Bislang konnten 11  verschiedene  Gruppen der
Gréaserpollenallergene identifiziert und charakterisiert werden®”, welche eine Vielzahl von

glykosylierten und nicht-glykosylierten Proteinen verschiedener GrdéB8e und Struktur
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reprasentieren. In Tabelle 1.2 sind die bislang identifizierten Allergene des Wiesen-
lieschgrases aufgefihrt.

Tabelle 1.2: Allergene des Wiesenlieschgrases (Phleum pratense), verandert nach
Anderson et al.".

Allergen MW (kDa) KH Funktion IgE-Pravalenz
Phlp 1 31-35 5 % B-Expansin 90-95%
Phip 2 11-12 40 — 60 %
Phip 3 12 ca. 60 %
Phlp 4 55 -60 10 % 80 %
Phlp 5 29 - 38 Nuklease 65 -85 %
Phip 6 13 60 —70 %
Phlp 7 6 Ca**-bindend 10 %

Phlp 11 20 8 % Trypsininhibitor-ahnlich bis 66 %

Phip 12 14 Profilin 15-30 %

Phlp 13 55 - 60 Polygalakturonase 50 %

MW = Molekulargewicht
KH = Kohlenhydratanteil

Far viele Graserpollenallergene existieren Isoformen, resultierend aus multiplen
Genprodukten oder  unterschiedlicher  posttranslationaler ~ Modifikation.  Allen
Gréaserpollenallergenen ist gemein, dass sie ein relativ geringes Molekulargewicht aufweisen
(maximal 70 kDa), hydrophil und strukturell sehr stabil sind. Da Phl p 1 ein Mitglied der
Gruppe 1 der Gréaserpollenallergene ist, wird im Nachfolgenden auf die Charakteristika
dieser Gruppe naher eingegangen. Mitglieder der Gruppe 1 stellen die prominentesten
Allergen-Determinanten in Gréserpollenextrakten dar und weisen eine IgE-Prévalenz von 90
% innerhalb der Graserpollenallergiker auf, was sie zu einem wichtigen diagnostischen
Marker macht'?®"27'% Gruppe-1-Allergene sind Glykoproteine mit einer molekularen Masse
von 31 — 35 kDa*'"'®. Lokalisierungsstudien zeigten, dass sie sowohl im Zytoplasma, als
auch in der &uBeren Zellwand der Pollenkdrner detektiert werden kénnen’®®. Alle bislang
untersuchten Gruppe-1-Allergene verfiigen lber eine N-Glykosylierung an Aminosaure 9%
und bestehen zu etwa 5 % ihres Gesamtgewichtes aus Glykanen'®. Gruppe-1-Allergene
enthalten 7 konservierte Cystein-Reste, die hauptsachlich im N-terminalen Bereich lokalisiert
sind und beim Phl p 1 zu der Ausbildung von 3 Disulfidbricken fihren. Weitere
Modifikationen stellen Hydroxyprolin-Reste an Position 5 und 8 dar, wobei Phl p 1 an
Position 5 eine O-Glykosylierung aufweist®®®, sowie eine mégliche Phosphorylierung an
einem oder mehreren der 7 Serin- und Threonin-Reste dar®. Gruppe-1-Allergene weisen
eine Sequenzidentitat von 60 — 70 % zu Expansinen auf, einer Familie von Proteinen, die in
die Auflésung der pflanzlichen Zellwand, die Fruchtreife und in das Streckenwachstum
involviert sind***°. Funktionell konnte fiir Gruppe-1-Allergene aus Phleum pratense, Lolium
perenne und Zea mays eine Expansin-ahnliche Aktivitdt nachgewiesen werden®®, wahrend
eine proteolytische Aktivitat des Phl p 1 kontrovers diskutiert wird®©93¢,
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1.6 Bedeutung der epithelialen Zellen der Atemwege

Die Atemwege stellen die groBte epitheliale Oberflache des Kérpers dar. Evolutionar
betrachtet waren oberflachenexponierte Zellen und somit auch epitheliale Zellen die ersten
Zellen, die ,Selbst* von ,Nicht-Selbst“ unterscheiden konnten'®’. Somit wirkt respiratorisches
Epithel zum einen als komplexe physikalische Barriere, die den Organismus vor der
Inhalation potentiell schadlicher Substanzen, Mikroorganismen und Aeroallergenen schiitzt.
Zum anderen spielt es eine entscheidende Rolle bei der Initierung und Unterstiitzung von
Abwehrmechanismen. Epitheliale Zellen regulieren sowohl die angeborene, als auch die
adaptive Immunitat durch die Produktion von funktionellen Mediatoren oder durch direkte
Interaktionen mit immunkompetenten Zellen.

Die Zellen des respiratorischen Epithels lassen sich in drei Kategorien einteilen: basale,
sekretorische und zilientragende Zellen®®'. Die basalen Zellen sind die einzigen Zellen, die
fest mit der Basalmembran verbunden sind. Sie werden als primére Stammzellen betrachtet,
die als Vorlaufer far sekretorische und zilientragende Zellen dienen. Zu den sekretorischen
Zellen des respiratorischen Epithels zahlen serése Zellen, Clara-Zellen und Becherzellen.
Man geht davon aus, dass auch Clara-Zellen, neben ihrer Fahigkeit bronchiolédres surfactant
zu produzieren, ebenfalls als Vorlauferzellen dienen, aus denen sich zilientragendes Epithel
und Mukus-sekretierende Zellen entwickeln kénnen®. Becherzellen zeichnen sich durch
membrangebundene Mucin-Granula aus, die sekretiert werden, um Fremdstoffe zu binden.
Die Produktion des Mukus und dessen Viskositat sind entscheidend fur den Zilien-
abhangigen Transport von Fremdstoffen. Die zilientragenden Epithelzellen bilden mit einem
Anteil von etwa 50 % den vorherrschenden Zelltyp innerhalb des Atemwegsepithels. |hre
vornehmliche Aufgabe besteht in der Erzeugung eines gerichteten Transportes des Mukus
von der Lunge in den Rachen'. Abhangig von der Lokalisation im Organismus sind
funktionsbedingte Unterschiede innerhalb der respiratorischen Epithelien zu verzeichnen.
Waéhrend in der Trachea und den Bronchien eine hohe Dichte an zilientragenden Zellen
vorliegt, weist der auf den Gasaustausch spezialisierte alveolare Bereich keine Zilien und
eine nur dinne Sekretschicht auf. Die gesamte epitheliale Oberflache ist durch eine
Mukusschicht bedeckt, deren duBere Schicht aus vikosen Mucin-Glykoproteinen besteht und
die inhalierten Partikel einschlieBt. Darunter folgt eine Schicht geringerer Viskositat, die den
Zilien die entsprechende Bewegungsfreiheit gewdahrleistet, um den Mukus Richtung
Oropharynx transportieren zu kdnnen'%’. Zusatzlich zu den residenten strukturellen Zellen
migrieren eine Reihe von Zelltypen, wie zum Beispiel Mastzellen, intraepitheliale
Lymphozyten oder DC, in das respiratorische Epithel®®"%,

Graserpollen gelangen auf Grund ihrer GréBe von etwa 30 um nur bis in die oberen
Atemwege. Bei Kontakt mit dem Mukus des dort ansassigen Epithels hydratisieren die
Pollen®’. Die so freigesetzten Allergene kénnen dann in Verbindung mit Starkekdrnern oder
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Dieselabgaspartikeln, die eine GréBe von 0,6 — 2,5 um aufweisen bis in die Bronchiolen und

Alveolen gelangen®®782%

. Um inhalierten Aeroallergenen und Pathogenen entsprechend
begegnen zu koénnen, verfligt das respiratorische Epithel Uber eine Reihe von
Abwehrmechanismen. Eingeatmete Partikel werden zunachst durch den Zilienschlag in den
oropharyngealen Bereich transportiert und dann geschluckt. Obwohl dies augenscheinlich
ein passiver Prozess ist, kann die Geschwindigkeit des Transportes durch aus den Partikeln
herausgeldste Komponenten (z.B. Enzyme oder Toxine) oder lokal freigesetzte
Prostaglandine und adrenergische Substanzen beeinflusst werden'®”’. Des Weiteren ist das
Atemwegsepithel dazu in der Lage, eine Reihe von Substanzen zu sekretieren, die in die
Abwehr von Bakterien, Pilzen und Viren involviert sind. Antimikrobielle Substanzen werden
konstitutiv sekretiert oder lassen sich induzieren und beinhalten Lysozyme, Defensine,
Kollektine, Laktoferrin oder auch Pentraxine. Auf Grund ihrer Funktionsweise lassen sich
diese Molekile einteilen in Enzyme, permeabilisierende Peptide, Opsonine und Protease-
Inhibitoren'®®.  Durch  antioxidative ~Systeme unter Einsatz von Glutathionen,
Superoxiddismutase und Katalase tragen epitheliale Zellen dazu bei, ein angemessenes
antioxidatives Umfeld zu erhalten, da oxidative Substanzen wie Ozon aber auch O, oder
H.O,, freigesetzt aus neutrophilen Zellen, Makrophagen und eosinophilen Zellen, die
Membran durch Lipidperoxidation oder Proteindegradadtion schadigen kdnnen.
Respiratorische Epithelzellen produzieren Kollektine, wie zum Beispiel Surfactant Protein A
und D (SP-A und SP-D), die mit kohlenhydrathaltigen Komponenten der Pathogene
interagieren kdnnen'*,

AuBer den beschriebenen Abwehrmechanismen verfigt das respiratorische Epithel als
Bestandteil des angeborenen Immunsystems Uber eine Reihe von PRRs (siehe Kapitel
1.1.1), die eine schnelle Erkennung von PAMPs ermdglichen. Neben den PRRs exprimieren
epitheliale Zellen der Atemwege Rezeptoren, die Uber eine enzymatische Funktion des
Liganden aktiviert werden. Diese Protease-aktivierten Rezeptoren (PARs) spielen eine Rolle
bei der Blutgerinnung, der Wundheilung und erlangen auch in Zusammenhang mit der
Inflammation zunehmend an Bedeutung®'*°. So wurde fiir einige Majorallergene bereits
beschrieben, dass sie eine proteolytische Aktivitdt aufweisen und respiratorisches Epithel
Uber eine Interaktion mit PARs aktivieren. Der p 1, ein Majorallergen der Hausstaubmilbe
Dermatophagoides pteronyssinus, aktiviert PAR-2* und fir Pen ch 13, eine Serinprotease
aus Aspergillus fumigatus, wurde eine Interaktion mit PAR-1 und PAR-2 auf respiratorischem
Epithel beschrieben®. Man nimmt an, dass durch eine proteolytische Schadigung des
Epithels dem Allergen die Uberwindung der epithelialen Barriere ermdglicht wird.
Respiratorische Epithelzellen vermitteln und aktivieren jedoch nicht ausschlieBlich Antworten
des angeborenen Immunsystems, sondern wirken auch regulierend innerhalb der adaptiven

Immunantwort durch Interaktionen mit DC, T- und B-Zellen. So sind Epithelzellen der
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Atemwege in der Lage, durch die Produktion von CCL20 (Mip-3a) eine Migration von DC in
das Epithelium zu induzieren®, wobei CCL20 durch verschiedene Stimuli wie zum Beispiel
TNF, IL-4, PAMPs oder Allergene wie Der p 1 induziert wird'”"'”®>. Obwohl DC aus dem Blut
rekrutiert werden, ist die Anzahl zirkulierender DC gering, sodass es wahrscheinlich ist, dass
sich DC der Lunge aus Monozyten differenzieren'®. Es konnte gezeigt werden, dass durch
respiratorische Epithelzellen produziertes IL-15 die Differenzierung von Monozyten in DC
ohne die Beteiligung des Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF)
induziert'*. Atemwegsepithelzellen kénnen durch die Produktion des DC-Aktivators thymic
stromal lymphopoietin (TSLP) die DC-induzierte Th-Zell-Differenzierung beeinflussen. TSLP
induziert die DC-vermittelte Th2-Differenzierung®®, sodass davon ausgegangen werden
kann, dass respiratorisches Epithel auf diesem Weg die allergische Inflammation der
Atemwege verstarken kann. Epithelzellen der Atemwege sind ebenfalls befahigt, die
Migration von Th1-Zellen in die Mukosa zu induzieren. Dies geschieht durch die Produktion
von CXCR3-Liganden CXCL9 (Mig), CXCL10 (IP-10) und CXCL11 (I-TAC)'®. Auch Th2-
induzierende Zytokine wie CCL1 und CCL17 werden durch Atemwegsepithel produziert’’'>*,
Neben der Rekrutierung von T-Zellen in das Epithelium findet durch die Expression von
Oberflachenmolekiilen wie HLA-DR (Human Leucocyte Antigen) oder CD40'"® eine direkte
Interaktion der epithelialen Zellen mit T-Zellen statt. Zudem konnte gezeigt werden, dass
respiratorische Epithelzellen als unprofessionelle APC wirken kénnen'*"'®”, Durch die TLR3-
Liganden-induzierte Produktion des B-Zell-aktivierenden Faktors der TNF-Familie (BAFF),
welcher eine wichtige Rolle innerhalb der Reifung und Proliferation von BC spielt, ist
Atemwegsepithel zudem in den Isotypwechsel von Antikérper-produzierendne B-Zellen

involviert®® .
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

Fir viele Majorallergene und Extrakte verschiedener Graserpollen konnte gezeigt werden,
dass sie humane respiratorische Epithelzelllinien aktivieren. Der p 1 und Der p 9, Major-
allergene der Hausstaubmiloe Dermatophagoides pteronyssinus induzieren die Freisetzung
von IL-8 aus primdrem Bronchialepithel und der respiratorischen Epithelzellline A549'?".
Extrakte verschiedener Pollen (Lolium perenne, Poa pratensis, Acacia longifolia und
Casuarina distyla) zeigen ebenfalls die Fahigkeit, die Ausschittung von Zytokinen zu

7519 |m Rahmen dieser Arbeit sollte daher untersucht werden, ob Extrakt des

induzieren
Lieschgraspollens (Phleum pratense), sowie das isolierte Majorallergen Phl p 1 in der Lage
sind, humane respiratorische Epithelzellen auf Protein- und Genebene zu aktivieren. Neben
verschiedenen bronchialen und alveolaren Zelllinien sollten primadre humane Zellen des
Respirationstraktes eingesetzt werden.

Nur in wenigen Publikationen wurde bislang detailliert untersucht, ob eingesetzte Allergene
oder Extrakte immunologisch relevante Konzentrationen an bakteriellen Bestandteilen
enthalten. Da eben diese bakteriellen Bestandteile starke Stimulatoren des Immunsystems
darstellen, sollten in dieser Arbeit mdglicherweise vorhandene Kontaminanten innerhalb der
Allergenpraparationen detektiert, die entsprechende Rezeptorausstattung respiratorischer
Epithelzellen untersucht, sowie die Relevanz dieser Kontaminationen in Bezug auf die
potentielle Phl p 1-induzierte Aktivierung respiratorischer Epithelzelllinien untersucht werden.
Des Weiteren sollte innerhalb der vorliegenden Arbeit das aktive Prinzip des Phl p 1 n&her
betrachtet werden. Fur viele Majorallergene wurde bereits publiziert, dass sie proteolytische

Eigenschaften aufweisen®*®*"!

. Man geht davon aus, dass die Interaktion dieser Allergene
mit PAR auf der Oberflache respiratorischen Epithels die Barrierefunktion dieser Zellen
auBer Kraft setzt und dem Allergen so die Passage durch das Epithel erméglicht wird®*'%’.
Flr rekombinantes Phl p 1 wurde bereits gezeigt, dass es unter bestimmten Bedingungen
proteolytisch aktiv sein kann®®, und auch fiir Graserpollenextrakte wurde beschrieben, dass
sie zellschadigend wirken. Daher sollte Phl p 1 proteinbiochemisch, in vitro, sowie ex vivo in
einem Modell der murinen Trachea direkt mit der Cysteinprotease Der p 1 verglichen werden.
Die Untersuchung der stimulatorischen Kapazitdt von Graserpollenallergenen kann zum
Verstéandnis der allergischen Immunantwort beitragen und die ndhere Betrachtung mdglicher,
Allergen-spezifischer Mechanismen sind sowohl aus immunologischer, als auch aus

medizinischer Perspektive im Hinblick auf die Entwicklung von Therapeutika interessant.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

211 Gerate
Agarose Gelkammer

Autoklav

Axioskop 2 FS

Binokular und Durchlichtmikroskop
Brutschrank

ChemiDoc 2000

EHD SMX-150M CMOS Kamera
Electrophoresis Power Supply (EPS 300)
ELISA-Tecan Sunrise

Eppendorf BioPhotometer

Eppendorf Centrifuge 5415C

Eppendorf Thermomixer compact
Eppendorf Thermomixer 5436

FACS Calibur

Feinwaage

FPLC-Anlage AKTAprime

Gefriertrocknungsanlage LYOVAC GT2
HPLC-Anlage AKTAprime

Kapillarzentrifuge

LightCycler® 2.0 und 480
LightCycler® Sample Carousel 2.0
Magnetrlhrer

Mastercycler gradient
Mikropipetten
Milli-Q-academic-Anlage

Model 200/2.0 Power Supply

Multipette ePet

Material

PeglLab, Erlangen, Deutschland
Westima Sauter, Kéln, Deutschland
Zeiss, Gottingen, Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland

BioRad Laboratories, Minchen,
Deutschland

EDH Imaging, Damme, Deutschland
Amersham, Cleveland, USA

Tecan, Crailsheim, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
Satorius, Goéttingen ,Deutschland
Amersham Biosciences, Freiburg,
Deutschland

Leybold-Heraeus, KdIn, Deutschland
Amersham Biosciences, Freiburg,
Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland

Roche GmbH, Mannheim, Deutschland
Roche GmbH, Mannheim, Deutschland
IKA® Werke GmbH, Staufen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Millipore, Schwalbach, Deutschland
BioRad Laboratories, Munchen,
Deutschland

Biohit, Rosbach v. d. H6he, Deutschland
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Neubauer Zahlkammer

Novex Mini-Cell
Odyssey® Infrared Imaging System
Pipetus® akku

pH-Meter

Photometer
Plattenschdttler
Rotanta 46RC

Rotixa 50 RS

Scintillationsmessgerat
Semidry-Blotter

Speedvac SPD12P

Wasserbad
Wasser-Immersions-Objektiv, 20 x
X-Cell Blot Module

X-Cell Surelock™ Electrophoresis Cell
Zellernter

2.1.2 Chemikalien
DTT

6-Aminohexansaure
B-Mercaptoethanol
Acrylamid

AEC

Agarose
Ammoniumhydrogencarbonat (NH,HCO;)
Ammoniumsulfat (NH;2S0O,)
Aqua ad injectabila

Aceton

Bacto-Agar

Borsaure

Bromphenolblau

Material

Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-
Kénigshofen, Deutschland
Invitrogen, Leek, Niederlande
Li-Cor, Lincoln, USA

Hirschmann Laborgerate GmbH & Co.
KG, Eberstadt, Deutschland
SCHOTT Instruments GmbH, Mainz,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Edmund Buhler, Hechingen, Deutschland
Hettich Zentrifugen, Tuttlingen,
Deutschland

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen,
Deutschland

PerkinElmer, Waltham, USA

Phase, Lubeck, Deutschland
Thermo Sarvant, Holbrook, USA
Julabo, Seelbach, Deutschland
Zeiss, Gottingen, Deutschland
Invitrogen, Leek, Niederlande
Invitrogen, Leek, Niederlande
Skatron, Norge, Norwegen

Biochemika Fluka, Buchs, Schweiz
Biochemika Fluka, Buchs, Schweiz
Biochemika Fluka, Buchs, Schweiz
Biochemika Fluka, Buchs, Schweiz
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Braun, Melsungen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Otto Nordwald , Hamburg, Deutschland
Roth, Karlsruhe Deutschland

Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland
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BSA
Coomassie-Brilliant-Blue
Crocein-Scarlet

Cystein

Diethanolamin
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)
DMF

DMSO

Eisessig

Ethanol

EDTA

Ethidiumbromid
Hefeextrakt

Isofluran

Isopropanol

Glukose

Glutaraldehyd

Glycerin

Isofluran

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumhydrogenphosphat (KH,PO,)
Kupfersulfat (CuSQOy,)
Magnesiumchlorid (MgCl,)
Methanol

MTT

MOPS

Natriumacetat
Natriumcarbonat (Na,COs3)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumazid (NaNs)
Natriumperjodat (NalO,)
Paraformaldehyd (PFA)
Pyronin

Schwefelsaure (H.SO,)
SDS

Scintillationslésung

Material

Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Crailsheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland
GIBCO GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Baxter, UnterschleiBheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland
Baxter, UnterschleiBheim, Deutschland
Biochemika Fluka, Buchs, Schweiz
Merck, Darmstadt Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland
Riedel-de Haen, Seelze, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Biochemika Fluka, Buchs, Schweiz
Biochemika Fluka, Buchs, Schweiz
Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
PerkinElmer, Waltham, USA
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Sylgard Polymer

TEMED

TMB

Tris

Tris-HCI

Triton X-100

Trypanblau

Trypton-Agar

Tween 20
Wasserstoffperoxid (H.O,)

Material

Dow Corning, Wiesbaden, Deutschland
Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland
Biochemika Fluka, Buchs, Schweiz
Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland
GIBCO GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Riedel-de Haen, Seelze, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Xylol Merck, Darmstadt, Deutschland

213 Stimulantien und weitere Substanzen

Anisomycin Merck, Stuttgart, Deutschland

ATP Sigma, Deisenhofen, Deutschland

C406 synthetische  Lipid  A-Partialstruktur,  zur
Verfligung gestellt von Prof. K. Fukase, Graduate
School of Science, Osaka Universitat, Osaka,
Japan

CL 097 TLR7- und TLR8-Ligand, InvivoGen, San Diego,

Collagenase, Typ IV
Coomassie Protein Assay Reagenz
Derp 1

DNAse

EpCAM microBeads

FcR Blockierungsreagenz
Flagellin

GeneRuler 100 bp bzw. 1 kb
ieDAP

India Ink
LPS

USA

Bayer Sharing Pharma, GroBbritannien

Pierce, Bonn, Deutschland

rekombinant, zur Verfliigung gestellt von Roland
Suck, Allergopharma, Reinbek, Deutschland
Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bisley, GroBbritannien

Miltenyi Biotec, Bisley, GroBbritannien
TLR5-Ligand, InvivoGen, San Diego, USA
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
NOD1-Ligand, zur Verfligung gestellt von Prof. K.
Fukase, Graduate School of Science, Osaka
Universitat, Osaka, Japan

Pelikan, Hannover, Deutschland

TLR4-Ligand, aus Salmonella enterica sv.
Friedenau zur Verfigung gestellt von Prof. Dr.
Helmut Brade (FZ Borstel). Isolation durch die
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Maus-anti-human-CD14
Maus-anti-human-TLR2

MDP

Molecular Weight Standard, Low Range
Pam;C-SK,

PD-98059

Phenyl Sepharose High Performance
PMA

poly (1:C)

PPD

PrecisionPlus Protein™ Standard
Proteinase K

SB-203580

Sephadex G-25

TGF-B

TNF-a

Material

Phenol-Chloroform-Petroleum-Ether-Methode,
aufgenommen in 1 mg/ml Aqua dest.
blockierend, Dianova, Hamburg, Deutschland
Klon 2392, blockierend, Genentech, Kalifornien,
USA

NOD2-Ligand, zur Verfugung gestellt von Shoichi
Kusomoto (Osaka, Japan)

BioRad, Munchen, Deutschland

TLR2-Ligand, EMC
Tabingen, Deutschland

Erk-Inhibitor, Merck, Stuttgart, Deutschland
Amersham, Cleveland, USA

Merck, Stuttgart, Deutschland

TLR3-Ligand, InvivoGen, San Diego, USA
Statens Serum Institut, Kopenhagen, Ddnemark

microcollections  GmbH,

BioRad Laboratories, Miinchen, Deutschland
Merck, Stuttgart, Deutschland

p38-Inhibitor, Merck, Stuttgart, Deutschland
Amersham, Cleveland, USA

rekombinant, human, R&D systems, Wiesbaden-
Nordenstadt, Deutschland

rekombinant, human, zur Verfligung gestellt von
Prof. Dr. Daniela Mannel, Regensburg, Deutsch-
land
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214 Allgemeine Puffer und Lésungen
Azid-PBS Erylysepuffer Transfer-Puffer
3 mM NaNj 0,5 g KHCO;3 50 ml 20 x NuPage Transfer-Puffer
121,5 mM NaCl 4,15 g NH,CI 100 ml Methanol
2,7 mM KCI 18,5 mg EDTA 1 ml NuPage Antioxidant
6,5 mM NagHPO4 X 2H20 500 ml HZObidest 850 ml HZObidest
1,5 mM KH,PO, pH 7,43
pH 7,4 steril filtriert (0,2 um &)
Schwere Lésung TBE TAE
0,25 % Bromphenolblau 89 mM Tris 40 mM Tris
0,25 % Xylencyanol 89 mM Borsaure 20 mM Acetat
0,3 % Glycerin 1 mM EDTA 2 mM EDTA
in HaOpigest pH 8,0 in HaOpigest
pH 8,0
PBS MTT Lyse-Lésung TBS
0,9 mM CaCl, 99,4 ml DMSO 1 M Tris (605,79 Q)
0,5 mM MgCl, 0,6 ml HCI 1 M NaCl (292,29 q)
2,7 mM KCI 10 g SDS 25 mM MgCl,x6H,0 (25,4 g)
140 mM NacCl in 5 1in HyOpigest
1,5 mM KH,PO, pH 7,4, bzw, 9,5
8,1 mM Na2H2P04
lin HoOpigest
215 Zellkulturmedien und Zusatze
FKS inaktiviert fir 30 min bei 56°C, steril filtriert,
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Penicillin PAA Laboratories, Pasching, Osterreich

Streptomycin
HEPES
Natriumpyruvat
DMEM komplett

RPMI komplett

BGEM
Dissoziationslésung

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich

GIBCO GmbH, Karlsruhe, Deutschland

GIBCO GmbH, Karlsruhe, Deutschland

DMEM high Glucose with L-Glutamin, PAA
Laboratories, Pasching, Osterreich, 100 U/ml
Penicillin, 100 ug/ml Streptomycin, 10 % FCS
RPMI high Glucose with L-Glutamin, PAA
Laboratories, Pasching, Osterreich, 100 U/ml
Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 10 % FCS
Lonza clonetics, Breda, Niederlande

Sigma, Deisenhofen, Deutschland
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2.1.6 Medien fiir die Bakterienanzucht und Zusatze

Ampicillin Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Kanamycin Sigma, Deisenhofen, Deutschland
SOC-Medium Invitrogen, Leek, Niederlande
LB-Medium fir die Fliissigkultur LB-Agarplatten

10 g Trypton 1 | LB-Medium

5 g Hefe 15 g Trypton-Agar

10 g NaCl 2h 80 °C

in 1 1 HoOpidest Gegossen in Petrischalen

pH 7,0

217 Humanes Material

Alle Spender und Patienten wurden Uber die Verwendung des Materials informiert und gaben
schriftlich ihre Zustimmung. Die Versuche wurden von der zustandigen Ethikkommission
genehmigt.

Die Seren von Patienten mit manifestierter Graserpollenallergie (getestet durch einen skin-
prick-test, SPT) wurden von Dr. Frank Eberhardt, Medizinische Klinik Borstel, zur Verfigung
gestellt. MNCs wurden aus dem Blut nicht-atopischer, PPD-positiver Spender generiert. DCs
wurden aus Blut atopischer und nicht-atopischer Spender generiert (getestet Uber das
Vorhandensein Phl p 1-spezifischen IgEs im Immunoblot). Gewebestiicke aus Tumor-freien
Bereichen der humanen Lunge wurde zur Verfigung gestellt von der Abteilung Klinische
und Experimentelle Pathologie des Forschungszentrums Borstel.

Das Material fir die Isolierung humaner nasaler Epithelzellen entstammte entsprechenden
Operationen, welche am Academic Medical Center (AMC), Amsterdam durchgefihrt wurden.

2.1.8 Zelllinien

Alle verwendeten Zelllinien wurden von der American Type Culture Collection (ATCC, USA)
bezogen.

Bei A549-Zellen handelt es sich um eine Adenokarzinomzelllinie, die aus einem
Lungentumor eines 58-jahrigen kaukasischen Patienten 1972 isoliert wurde. Sie weist die
Eigenschaften von humanen Typ Il Lungenalveolarepithelzellen auf (Lieber).
BEAS-2B-Zellen wurden aus gesundem humanem Bronchialepithel isoliert, erhalten durch
die Autopsie nicht-tumordser Individuen. Die Zellen wurden mit dem Adenovirus SV40

transformiert.
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NCI-H292-Zellen wurden aus einem humanen Lungenkarzinom isoliert.

Die verwendeten NCI-H727-Zellen stammen aus nicht-kleinzelligem Tumorgewebe der

Lunge einer 65-jahrigen Patientin aus Kaukasien vor Beginn der Therapie.

Bei HEK293-Zellen (Human Embryonic Kindey Cells) handelt es sich um eine aus

menschlichen embryonalen Nierenzellen durch Transformation mit Adenovirus 5-DNA

entstandene, epitheliale Zelllinie.

2.1.9 Kits

InnuPrep Plasmid-Kit Mini und Maxi
Absolutely RNA Miniprep Kit
FlexiGene DNA Kit

Endosafe-PTS Testsystem

APlzym-Test
ZytoChem-Plus HRP Polymer-Kit

2.1.10 Verbrauchsmaterialien

6-Well-Zellkulturplatten

12-Well-Zellkulturplatten

96-Well-Zellkulturplatten, F-Form

96-Well-Zellkulturplatten, weil3
96-Well-Zellkulturplatten, MaxiSorb

Antibody-Diluent
Biomax PBGC Membran
Delta T Kulturschalen
Einmachhaut
Einweg-Kivetten

Endo Trap blue System
FACS-Rdéhrchen

Gel-Blotting Papier
Gewebekulturflaschen, 75 cm?

Analytik Jena AG, Jena, Deutschland
Stratagene, La Jolla, USA

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Charles River Laboratories, L'Arbresle,
Frankreich

BioMerieux, Lyon, Frankreich
Zytomed GmbH, Berlin, Deutschland

Nunc™ Thermo Fischer Scientific,
Langelselbold, Deutschland

Nunc™ Thermo Fischer Scientific,
Langelselbold, Deutschland

Nunc™ Thermo Fischer Scientific,
Langelselbold, Deutschland

Roche GmbH, Mannheim, Deutschland
Nunc™ Thermo Fischer Scientific,
Langelselbold, Deutschland

Zytomed GmbH, Berlin, Deutschland
Millipore, Schwalbach, Deutschland
Bioptechs, Butler, PA, USA

FLORA Gewdlrze, Melle, Deutschland
Brand GmbH & Co KG, Wertheim,
Deutschland

Profos AG, Regensburg, Deutschland
BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Schleicher & Schull, Dassel, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
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HiTrap Desalting column

Kaisers Glyceringelatine
LightCycler-Kapillaren

MACS separation column, size MS
Meyers Hamalaunlésung
Neubauer-Zahlkammer
Nitrozellulosemembran

NuPAGE® 4 - 12%, 10 Taschen
Pasteurpipetten, Glas

Plastikpipetten 2, 5, 10, 25 ml
Polystyren-Partikel

Pipettenspitzen
ReaktionsgefaBe 1,5 und 2 ml
Sterilfilter 0,2 pm

Superdex 75

Whatman Filter Paper

XK 50/30-, 26/70- und 26/20-Saulen
Zentrifugenréhrchen 15 ml und 50 ml

2.1.11 Software

Image Pro Plus

LightCycler Software
MAPPFinder

Odyssey® Software v1.2
Quantity One 4.1.1-Software

TreeView
WinMDI 2.9

Material

Amersham, Cleveland, USA

Merck, Stuttgart, Deutschland

Roche GmbH, Mannheim, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bisley, GroBbritannien
Merck, Stuttgart, Deutschland

Braun, Ludwigshafen, Deutschland
Schleicher & Schiill, Dassel, Deutschland
Invitrogen, Leek, Niederlande

Brand GmbH & Co KG, Wertheim,
Deutschland

Vitaris AG, Baar, Deutschland

Dynal Biotech GmbH, Hamburg,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

GE healthcare Life Sciences, Uppsala,
Schweden

Schleicher & Schuell, Dassel,
Deutschland

Amersham, Cleveland, USA

Corning Incorporated, New York, USA

Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA
Roche GmbH, Mannheim, Deutschland
Gladsone Institutes, San Francisco, USA
Li-Cor, Lincoln, USA

BioRad Laboratories, Muinchen,
Deutschland

EisenLab Software, Berkeley, USA
Joseph Trotter, La Jolla, USA
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2.2 Methoden
2.2.1 Proteinbiochemische Methoden
2211 Herstellung von Extrakten des Lieschgraspollens

Um einen Extrakt aus Pollen herstellen zu kénnen, wurden 20 g Pollen (ARTU Biologicals,
Lelystad, Niederlande) in 80 ml Extraktionspuffer (20 mM TRIS, 1 mM EDTA, pH 8,0) geldst
und unter Schitteln 1 h bei 37°C inkubiert. Ein anschlieBender Zentrifugationsschritt fur
30 min bei 28.000 x g und 4°C diente der Abtrennung der unl@slichen Bestandteile. Der
Uberstand wurde filtriert und (iber eine Ausschlusschromatographie mit der FPLC-Anlage
entsalzt. Zu diesem Zweck wurde eine XK 26/70 Saule mit der Matrix Sephadex G-25 geflllt.
Als Laufmittel diente 0,2 M Ammoniumhydrogencarbonat. Die Fraktionen, die laut
Chromatogramm Protein enthielten, wurden vereint, aliquotiert und lyophilisiert. Die so
erhaltenen Extrakt-Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. Bei
einer direkten Verwendung des Extraktes zwecks Isolierung von Einzelallergenen, wurde
zundchst auf eine Aliquotierung und Lyophilisierung verzichtet.

22.1.2 Isolierung von natirlichem Phl p 1

Naturliches Phl p 1 wurde aus beschriebenen Graserpollenextrakten mit einer von Suck et
al?® entwickelten Methode isoliert. Die Isolierung des Phl p 1 wird dabei durch drei
aufeinander folgende chromatographische Trennschritte erzielt. Der erste Trennschritt
erfolgte durch eine HIC, bei der Proteine, die hydrophobe Gruppen auf der Oberflache
aufweisen, mit der Matrix interagieren. Proteine mit hydrophilen Gruppen auf der Oberflache
interagieren nicht mit der Matrix und befinden sich daher im Durchlauf der Saule. Bei einem
zweiten Trennschritt werden die Proteine auf Grund unterschiedlicher GréBen durch eine
Gelfiltration voneinander getrennt. Der letzte Trennschritt besteht aus einer Trennung von
Proteinen und Salzen, welche durch den Einsatz einer Gelfiltration mit geringer PorengréBe
der Matrix erzielt wird. Alle chromatographischen Trennungen wurden an der HPLC-Anlage
durchgefiihrt. Die verwendeten Puffer wurden vor Gebrauch filtriert (PorengréBe 0,2 um). Um
die HIC durchfiihren zu kénnen, wurde eine XK 26/20 Saule geflllt mit Phenyl Sepharose
High Performance verwendet, als Laufmittel diente 1 M Ammoniumsulfat. Der Extrakt wurde
sodann auf 1 M Ammoniumsulfat eingestellt und auf die zuvor aquilibrierte Saule gegeben.
Bei einer Flussrate von 8 ml/min wurden die Fraktionen, die die Proteine enthielten,
gesammelt. Neben Phl p 1 befinden sich zudem Phl p 2, Phl p 3, sowie Phl p 13 in den
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Protein enthaltenden Fraktionen (exemplarisch dargestellt in Abb. 2.3 A). Diese wurden
vereint und durch eine Ultrafiltration mit einer Amicon Rihrzelle und einer Biomax PBGC
Membran mit einer nominellen Molekulargewichtsgrenze von 10 kDa eingeengt. Die
anschlieBende Gelfiltration erfolgte unter Einsatz einer XK 50/30 Saule, die mit der Matrix
Superdex 75 gefillt wurde. Die Auftrennung erfolgte bei einer Flussrate von 5 ml/min, als
Laufmittel wurde 0,2 M Ammoniumhydrogencarbonat eingesetzt. Auf Grund der GrdBe
eluierte zunachst Phl p 13 von der Saule, dann Phl p 1 und der dritte Proteinpeak enthielt ein
Gemisch aus Phl p 2 und Phl p 3, die eine &hnliche GréBe aufweisen (beispielhaft dargestellt
in Abb. 2.3 B). Die Phl p 1 enthaltenden Fraktionen wurden vereint und anschlieBend mit
einer HiTrap Desalting Sédule entsalzt. Um zuséatzlich mdgliche Kontaminationen mit
bakteriellen Komponenten wie Endotoxin zu beseitigen, wurde das isolierte Phl p 1 einer
weiteren Affinititschromatographie unterzogen. Bei dem Endo Trap blue System interagiert
die S&ulenmatrix mit in der Proteinlésung vorhandenem Endotoxin und bindet dieses. Diese
Behandlung wurde nach Angaben des Herstellers durchgefihrt. Die resultierende Endotoxin-
Konzentration wurde durch Einsatz des Endosafe-PTS Testsystems in Verbindung mit 0,1 —
10 EU/ml-cartridges nach Vorgaben des Herstellers durchgefihrt. Die in dieser Arbeit

eingesetzten Phl p 1-Praparationen enthielten 0,1 — 7 pg Endotoxin/ug Allergen.

Phlp 1 (31kDa)
A
Phl p 2/3 (12kDa)
A

Phl p 13 (60kDa)

e Er 336 a4 @60

Abbildung 2.3: Saulenprofile bei der Isolierung des Phl p 1. Abb. 2.3 A zeigt das typische
Sé&ulenprofil nach der HIC. Im hydrophilen Durchfluss befinden sich Phl p 1, Phl p 2/3 und Phl p 13.
Die weitere Auftrennung erfolgte anhand der GréBe. Ein typisches Saulenprofil, erhalten durch eine
Gelfiltration, ist in Abb. 2.3 B dargestellt. Auf Grund der GréBe eluiert zunachst Phl p 13, dann Phl p 1
und zuletzt Phl p 2/3.
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2213 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) zum Nachweis
von isoliertem Phl p 1

Uber das Verfahren der SDS-PAGE werden Proteine ihrem Molekulargewicht entsprechend
aufgetrennt. Eine Denaturierung der zu untersuchenden Proteine wird durch die Anlagerung
des anionischen Detergenzes SDS erzielt. Durch Verwendung des Detergenzes werden die
denaturierten Proteine zudem proportional zur Lange der Polypeptidkette negativ geladen,
so dass im elektrischen Feld durch die PorengroBe der Gelmatrix eine Auftrennung der
Proteine anhand ihres Molekulargewichtes erfolgt. Uber einen Vergleich mit Proteinen
bekannter Masse, wie sie in kommerziellen Molekulargewichtsmarkern enthalten sind,
kénnen die Molekulargewichte der zu untersuchenden Proteine ermittelt werden.

Um isoliertes Phl p 1 nachzuweisen, wurde in dieser Arbeit die vertikale diskontinuierliche
SDS-PAGE nach Laemmli'®® mit dem PerfectBlue Breitformat-Doppelgelsystem Twin ExW S
(Peqglab, Erlangen, Deutschland) angewendet. Bei der diskontinuierlichen SDS-PAGE wird
ein System aus zwei Ubereinander geschichteten Gelen mit verschiedenen PorengréBen und
Puffersystemen eingesetzt. Hierbei ist Uber dem 15 %igen Trenngel ein 4 %iges Sammelgel
geschichtet. Die Zusammensetzung der verwendeten Puffer ist in Tabelle 2.1 dargestellt, die
der Gele in Tabelle 2.2. Vor dem Beladen des Gels wurden die Proben 1:2 mit SDS-
Probenpuffer versetzt und 5 min bei 95°C erhitzt. In Kammern mit Elektrodenpuffer erfolgte
die Elektrophorese bei 50 V, 500 mA und 150 W fiir 20 min. Nach Ablauf dieser Zeit wurde
die Spannung auf 150 V erh6ht. Das Ende der Elektrophorese manifestierte sich durch die
Ankunft der Bromphenolblau-Bande am unteren Rand des Gels. Der SDS-PAGE Molecular
Weight Standard, Low Range wurde als Molekulargewichtsstandard eingesetzt.

Tabelle 2.1: Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Lésungen.

SDS-Probenpuffer 200 mM Tris-HCI, pH 6,8 Elektrodenpuffer 384 mM Glycin
(nach Laemmli) 20 mM EDTA (nach Laemmli) 0,1 % SDS (w/v)
25 % (v/v) Glycerin
3 % (v/v) B-Mercaptoethanol ~ Trenngelpuffer 1,5 M Tris-HCI
2 % (w/v) SDS
0,25 % (w/v) Bromphenolblau Sammelgelpuffer 0,5 M Tris-HCI
50 mM Tris, pH 8,3 pH 6,8
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Tabelle 2.2: Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels der diskontinuierlichen SDS-
PAGE. Die Angaben beziehen sich auf die fir 2 Gele bendtigte Menge.

Trenngel, 15 % Sammelgel, 4 %

H2Opigest 3,9 ml 2,9 ml
Acrylamid 8,1 ml 850 ul
Trenngelpuffer 4 ml

Sammelgelpuffer 1,3 ml
Pyronin G-Lésung 1 % (w/v) 16 ul
SDS-Lésung 10 % (w/v) 163 ul 51 wl
TEMED 16 5ul

APS-Lésung 10 % (w/v) 100 30 ul

2214 Coomassiefarbung

Wie unter 2.2.1.1 beschrieben aufgetrennte Proteine kdnnen mit dem Farbstoff Coomassie
Brilliant Blue bis zu einer Nachweisgrenze von 200 — 400 ng pro Probe angefarbt werden.
Zwecks Farbung der Proteine wurden entsprechende Gele fir etwa 10 min in Coomassie-
Farbelésung (siehe Tabelle 2.3) bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. AnschlieBend wurde mit
Entfarber-Lésung unter mehrfachem Austauschen der Lésung entfarbt, bis der Hintergrund
des Gels klar wurde und distinkte Proteinbanden erkennbar wurden. Die nachfolgende
Konservierung ist unter 2.2.1.4 beschrieben.

Tabelle 2.3: Zusammensetzung der fiir die Coomassie-Farbung verwendeten Lésungen.

Lésung A 2,5 g CuSO, in 325 ml HyOpigest geldst

Lésung B 0,25 g Coomassie-Brilliant-Blue R-250
0,25 g Crocein-Scarlet
geldst 50 ml Eisessig und 125 ml Isopropanol

Coomassie-Farbelésung Gemisch aus Lésung A und Lésung B (1:2)
Entfarber-L6sung 180 ml Isopropanol
90 ml Eisesig

geldst in 1 1 HaOpigest

2215 Silberfarbung

Die Silberfarbung wurde nach Heukeshoven und Dernick®® durchgefiihrt, mit der sich in
einem Gel aufgetrennte Proteine bis zu einer Nachweisgrenze von 5 — 30 ng pro Probe
detektieren lassen.

Nach erfolgreicher Elektrophorese wurde das Gel fir 2 h in Fixierldsung, sowie anschlieBend
Uber Nacht in Inkubationslésung auf dem Schuttler inkubiert. Nach 3 Waschschritten fiir
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jeweils 10 min in HoOpigest Wurde das Gel fir 1 h in Silberldsung inkubiert, welche zuvor mit
0,02 % Formaldehyd versetzt wurde. Nach einem weiteren Waschschritt in HoOpigest Wurden
die Proteinbanden durch die Zugabe des Entwicklers sichtbar gemacht. Nach Erreichen der
gewlnschten Intensitdt wurde die Farbreaktion durch eine Inkubation in Stopplésung
terminiert. Die Zusammensetzung der verwendeten Lésungen ist in Tabelle 2.4 dargestellt.
Das Gel wurde daraufhin erneut in HoOpigest gewaschen und wie unter 2.2.1.4 beschrieben
konserviert. In Abbildung 2.1 ist beispielhaft eine Silberfarbung von isoliertem Phl p 1
dargestellt.

Tabelle 2.4: Zusammensetzung der fir die Silberfarbung verwendeten Lésungen.

Fixierlosung 30 % (v/v) Ethanol
10 % (v/v) Eisessig

Inkubationslésung 30 % (v/v) Ethanol
500 mM Natriumacetat
Direkt vor Gebrauch Zugabe von:
2 % (v/v) Glutaraldehyd
1,27 mM NaS,0;3

Silberlésung 1 g/l Silbernitrat
Entwickler 25 g/l Na,CO;
0,01 % (v/v) Formaldehyd

Stopplésung 50 mM EDTA
31k0a B

-_——

O ——

1 2 3

Abbildung 2.1: Uberpriifung der Reinheit von isoliertem Phl p 1 mittels SDS-PAGE und
anschlieBender Silberfarbung. Graserpollengesamtextrakt und isoliertes Phl p 1 wurden wie unter
2.2.1.8 und 2.2.1.9 beschrieben isoliert, per SDS-PAGE aufgetrennt (siehe: 2.2.1.1) und per
Silberfarbung (siehe: 2.2.1.3) visualisiert. In Bahn 1 wurde ein Marker aufgetragen, in Bahn 2 10 ug
Gesamtextrakt und in Bahn 3 5 pg Phip 1.
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2.2.1.6 Konservierung von Gelen

Um die per Coomassie- oder Silberfarbung behandelten SDS-PAGE-Gele zu konservieren,
wurden selbige in Glycerinpuffer (20 ml Glycerin, 70 ml Eisessig, 16sen in 1 | HoOpigest) Uber
Nacht inkubiert. Nach dieser Inkubation wurden die Gele zwischen zwei Blattern
Einmachhaut auf eine Glasplatte gespannt und getrocknet.

221.7 Immunoblot zum Nachweis von Phl p 1

Mit Hilfe dieser Methode werden zuvor elekirophoretisch aufgetrennte Proteine aus einem
Gel auf eine Blotting-Membran transferiert und Uber spezifische Antikérper
immunenzymatisch nachgewiesen. Zum Nachweis von isoliertem Phl p 1 erfolgte innerhalb
dieser Arbeit der Transfer der Proteine aus dem Gel auf die Blotting-Membran mit dem
Semidry-Blotting-Verfahren nach der Methode von Khyse-Andersen'®. Zu diesem Zweck
wurden zwei Lagen Gel-Blotting Papier in Anodenpuffer | getrankt, sowie eine Lage Gel-
Blotting Papier in Anodenpuffer Il. Die so behandelten Lagen wurden sodann luftblasenfrei
auf die Anode des Semidry-Blotters gelegt. Hierauf wurden des Weiteren die mit
Anodenpuffer Il aquilibrierte Nitrozellulosemembran das Gel, drei Lagen in Kathodenpuffer
getranktes Blotting-Papier und die Kathodenplatte des Blotters wiederum luftblasenfrei
geschichtet. Der Transfer der Proteine erfolgte fir 30 min bei einer Stromstarke von 0,8
mA/cm?®. Die Zusammensetzung der verwendeten Puffer ist in Tabelle 2.5 aufgefiihrt. Nach
dem Transfer erfolgte der immunenzymatische Nachweis der Proteine. Zu diesem Zweck
wurde der Blot fir 30 min in TBS-Tween (pH 7,4) blockiert und anschlieBend mit dem
primaren Antikdrper Uber Nacht bei RT inkubiert. Die verwendeten Patientenseren und
monoklonalen Antikérper (siehe Tabelle 2.6) wurden in einer Verdiinnung von 1:20 in TBS-
Tween eingesetzt. Nach drei Waschschritten fiir 10 min in HoOpigest Wurde der Blot fiir 2 h mit
dem Alkalische Phosphatase (AP)-konjugierten sekundaren Antikérper inkubiert. Der
Antikdrper anti-human IgE wurde in einer Verdinnung von 1:2000 und der Antikérper Ziege
anti-Maus 1gG wurde in einer Verdinnung von 1:10.000 in TBS-Tween eingesetzt. Nach
Inkubation mit den sekundéren Antikérpern wurde der Blot zweimal fir jeweils 10 min in
TBS-Tween, sowie einmal fir 10 min in TBS-Tween (pH 9,5) gewaschen. Der durch die
enzymatische Aktivitdt der an die sekundaren Antikdrper gekoppelten AP katalysierte
Farbumschlag diente der Detektion der spezifischen Proteinbanden. Zu diesem Zweck
wurde die Substratlésung kurz vor Gebrauch aus einer NBT-Lésung (auf 37°C vorgewarmt)
und der BCIP-L6sung im Verhéltnis 30:1 hergestellt und der Blot mit selbiger inkubiert. Durch
Waschen des Blots in H.Opgest Wurde die Farbreaktion gestoppt und der Blot anschlieBend
getrocknet. In Abb. 2.2 ist beispielhaft der Nachweis von isoliertem Phl p 1 per Immunoblot
dargestellt. Da durch die Hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC) ebenfalls Phl p 13
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und Phl p 2/3 isoliert werden, wurde im Immunoblot nach der Gelfiltration grundsétzlich die
Reinheit der vereinten, Phl p 1-enthaltenden Fraktionen durch den Einsatz von spezifischen
Antikdrpern fir Phl p 1, Phl p 13 und Phl p 2/3'% tberpriift. Wie sowohl das Silbergel (Abb.
2.1), als auch der Immunoblot (Abb. 2.2) zeigen, liegt reines Phl p 1 vor, welches keine
unerwlnschten Konzentrationen an Phl p 13 und Phl p 2/3 enthalt.

Tabelle 2.5: Zusammensetzung der fir das Immunoblotting verwendeten Puffer.

Anodenpuffer | 300 mM Tris HCI, pH 10,0
20 % (v/v) Methanol

Anodenpuffer I 25 mM Tris-HCI, pH 10,4
20 % (v/v) Methanol

Kathodenpuffer 25 mM Tris-HCI, pH 9,4
10 % (v/v) Methanol
20 mM 6-Aminohexansaure

Tabelle 2.6: Im Immunoblot eingesetzte Antikdrper

Spezifitat Klon Quelle
Maus-anti-Phl p 1 Bo14, HB7, IG12 W.M. Becker/A. Petersen
FZ Borstel
Maus-anti-Phl p 13 AF6, EG13 W.M. Becker/A. Petersen
FZ Borstel
Kanninchen-anti-Phl p 2/3 Allergopharma, Reinbek, Deutschland
Human IgE anti-Phl p 1 Serum von sensibilisierten Spendern,
FZ Borstel
Maus-anti-human IgE Allergopharma, Reinbek, Deutschland
(AP-konjugiert)
Ziege-anti-Maus-IgM/IgG Dianova, Hamburg, Deutschland

(polyklonal, AP-konjugiert)
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31 kDa - S—
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Abbildung 2.2: Nachweis von isoliertem Phl p 1 mittels Immunoblot. Phl p 1 und
Gréaserpollenextrakt wurden wie unter 2.2.1.8 und 2.2.1.9 beschrieben hergestellt und per SDS-PAGE
(siehe: 2.2.1.1) aufgetrennt. Dargestellt ist in diesem Immunoblot (siehe: 2.2.1.5) zunachst der
verwendete Marker (M), das Gesamtextrakt (1) und isoliertes Phl p 1 (2), welche per India Ink (siehe:
2.2.1.6) angefarbt wurden. In Bahn 3 — 5 wurden Phl p 1-spezifische monoklonale Antikérper
eingesetzt (3 = Bo14, 4 = 1G12, 5 = HB7), in Bahn 6 und 7 Phl p 13-spezifische monoklonale
Antikérper (6 = AF6, 7 = EG13), in Bahn 8 wurden polyklonale, Phl p 2/3-spezifische Antikérper
eingesetzt und in Bahn 9 ein Pool aus Patientenseren.

2218 Proteinfarbung auf Blots

Die auf die Nitrozellulosemembran transferierten Proteine wurden unspezifisch durch India
Ink angefarbt. Diese Methode erlaubt einen Nachweis von 80 — 200 ng Protein pro Bande’.
So wurde der Blot nach dem Blockieren fir 2 h in einer 0,1 %igen India Ink-Lésung in TBS-
Tween inkubiert. Uberschiissige Farbe wurde durch mehrmaliges Waschen in TBS-Tween

entfernt.

2.2.1.9 Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde in dieser Arbeit mit einer von Bradford®’
entwickelten Methode durchgefiihrt. Bei dieser Methode nutzt man die Eigenschaft des
Farbstoffes Coomassie-Brilliant-Blue, bei Bindung an Proteine sein Absorptionsmaximum
von 465 nm auf 595 nm zu verschieben. Somit ist die Zunahme der Absorption bei 595 nm
ein MaB fir die Proteinkonzentration der zu untersuchenden Suspension. Jeweils 20 ul der
zu bestimmenden Proteinlésung wurden mit 980 wl Coomassie Protein Assay Reagenz
versetzt. Gegen HyOpigest WuUrde unter Einsatz des BioPhotometers die Extinktion bei einer
Wellenlange von 595 nm bestimmt. Eine mitgeflihrte Standardreihe, bestehend aus
Konzentrationen an BSA zwischen 64,5 pg/ml bis 1 mg/ml, erlaubte die letztendliche
Ermittelung der Proteinkonzentration.
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2.2.1.10 APIzym-Test

Dieser Test zur Detektion einer moglichen Protease-Aktivitdt des Phl p 1 wurde nach
Angaben des Herstellers durchgefthrt. 100 ul der zu testenden Ldésung wurden in jede
Kavitat des Teststreifens gegeben und fir 12 h bei 37°C inkubiert. Phl p 1 (5 uM) wurde in
PBS (pH 7,4) oder in Aktivierungspuffer (0,1 M Glycin, 5 mM DTT, 10 mM Cystein , 10 mM
Ca?*, pH 3,6) geldst. Als Kontrollen dienten die Puffer jeweils ohne das Allergen. Nach
Zugabe von jeweils 3 Tropfen Zym A- und Zym B-Reagenz erfolgte die Bestimmung des
umgesetzten Substrates anhand einer Farbtabelle.

2.2.1.11 Deglykosylierung des Phl p 1

Um Phl p 1 zu deglykosylieren, wurde eine Behandlung mit NalO,4. Zu diesem Zweck wurden
100 pug Phl p 1in 100 pl HaOpigest und 100 pl 0,1 M Na-Acetatpuffer (pH 5,5) geldst. Nach
Zugabe von 10 ul 30 mM NalO, erfolgte eine Inkubation fir 20 min unter Schitteln im
Dunkeln. Zum Abstoppen wurde die Lésung fir 5 min mit 100 ul 80 mM Na,S,Os inkubiert.
Das so behandelte Phl p 1 wurde dann im Weiteren mit einer HiTrap Desalting S&ule

entsalzt.

2.2.1.12 Hitze-Denaturierung des Phl p 1

Um zeigen zu kdnnen, dass der Proteinanteil des Phl p 1 maBgeblich ist flir die beobachtete
Aktivierung respiratorischen Epithels, wurde Phl p 1 einer Hitze-Behandlung unterzogen. Phl
p 1, sowie TNF-a als Kontrolle, wurden in geringem Volumen serumfreien Mediums (DMEM)
gelést und 1 h bei Raumtemperatur, bzw. 1 h bei 95°C im Thermoblock inkubiert. Nach
Ablauf der Inkubation wurden die Substanzen durch Abklhlen auf Raumtemperatur gebracht,
die finale Stimulationskonzentration durch Zugabe serumhaltigen Mediums eingestellt und
die Zellen Giber Nacht stimuliert. Am darauf folgenden Tag wurden zellfreie Uberstande per
ELISA auf die Freisetzung von IL-8 untersucht (siehe: 2.2.1.14).

2.2.1.13 Enzymatischer Verdau des Phl p 1

Durch diesen Versuchsansatz sollte in dieser Arbeit ebenfalls untersucht werden, ob die
Proteinkomponente des Lieschgras-Majorallergens Phl p 1 verantwortlich ist flr die in
respiratorischen epithelialen Zellen induzierte Mediator-Ausschittung. Aus diesem Grund
wurden Phl p 1, TNF-a, LPS, Pamj;C-SK,, sowie PMA/Anisomycin in 10-facher
Konzentration in serumfreiem Medium (DMEM) fir 1 h bei 37°C im Thermoblock mit einer

Proteinase K-Konzentration von 5 uM inkubiert. Proteinase K ist eine Proteinase aus dem
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Schlauchpilz Tritirachuim album, die sowohl als Exo-, wie auch als Endopeptidase wirksam
ist. Nach vollzogenem enzymatischem Verdau wurden die Substanzen durch die Zugabe
serumhaltigen Mediums auf die finale Stimulationskonzentration eingestellt und die Zellen
iber Nacht stimuliert. Am darauf folgenden Tag wurden zellfreie Uberstande per ELISA auf
die Freisetzung von IL-8 untersucht (siehe: 2.2.1.14).

2.2.1.14 Enzyme-linked Immuno Sorbant Assay (ELISA)
Die Zytokin-ELISA fir humanes IL-6, IL-8, TNF-ao und TGF-$ wurden nach Angaben des

jeweiligen Herstellers durchgefihrt.

IL-8 BioSource, Flynn Road, USA
TNF-a Intex AG, Weil am Rhein, Deutschland
IL-6 BioSource, Flynn Road, USA
TGF-B BioSource, Flynn Road, USA

Zunéachst wurden Zellkulturplatten mit den entsprechenden Antikérpern in Coating-Puffer
beschichtet und anschlieBend unspezifische Bindestellen mit Blockierungs-Puffer abgesattigt.
Nach jedem Inkubationsschritt wurden die Platten dreimal mit Wasch-Puffer gewaschen, im
Falle des TGF-B-ELISA erfolgten vier Waschschritte. Die Zellkulturibersténde von
stimulierten Zellen wurden zellfrei geerntet und in Standard-Puffer 1:2 oder 1:5 verdinnt,
bzw. unverdiinnt aufgetragen. Nach einer Inkubation von 2 h unter Schitteln wurde im
Folgenden mit einem Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase, HRP) -konjugierten
Antikérper das gebundene Zytokin 1 h detektiert. Zugabe des HRP-Substrats TMB fihrt
durch dessen Umsetzung zu einer Farbreaktion, die im ELISA-Tecan Sunrise nach
Abstoppen bei 405 nm quantitativ durch den Vergleich mit einer Standardreihe ausgewertet
wurde. Die Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Lésungen ist in Tabelle 2.7
aufgefiihrt. Uberstande von stimulierten NCI-H292-Zellen und priméren nasalen epithelialen
Zellen wurden in Zusammenarbeit mit Silvia Luiten (AMC, Amsterdam, Niederlande) per
Multiplex-ELISA auf induzierte Cytokin-Freisetzung untersucht. Verwendet wurde die xMAP-
technologie (Luminex Corporation, Austin, USA) und ein Bio-Plex Human Cytokine 30-Plex
Panel kit (Bio-Rad, Veenendal, Niederlande), jeweils nach Herstellerangaben.
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Tabelle 2.7: Zusammensetzung der im ELISA verwendeten Puffer und Lésungen

Blockierungs-Puffer (1 1) Coating-Puffer (1 1) Standard-Puffer (1 1)

11 Coating-Puffer 849 NaCl 11  Coating-Puffer

5g BSA 1,57 g Na,HPO, * 2H,O 5g BSA

pH 7,4 0,2g KHPO, 1ml Tween 20
0,2g KCI pH 7,4
pH 7,4

Stopp-Loésung (1,8 M) Substrat-Puffer TMB

474 mi Hgo 64,8 g C6H5K307 * HQO 240 mg TMB

26 ml rauchende H,SO, in 900 ml Aqua dem. |6sen 5ml Aceton
53 g Zitronensaurepulver 45 ml  Ethanol p.a.
auf 1 | HaOpigest 300 pl HxO2 (30%ig)
pH 3,95

Wasch-Puffer (1 1)
1,56 g KH.PO,
0,49 Na,-EDTA
0,5ml Tween 20
pH 7,4

2.2.1.15 Herstellung von Zelllysaten fiir Western Blot Analysen

Zelllysate wurden fir die Analyse der Aktivierung verschiedener MAP-Kinasen in A549-
Zellen nach Stimulation mit Phl p 1 hergestellt. Die Zellen wurden ausgeséat und fir 0, 5, 10,
20, 30, 60, und 120 min mit 5 uM Phl p 1 stimuliert. Nach Ablauf der jeweiligen
Inkubationszeit wurde das Medium entfernt, die Zellen einmal mit PBS gewaschen und
anschlieBend in je 300 pl LAmmli-Puffer fir 5 min inkubiert. Mit einer Pipettenspitze wurden
die Zellen vom Plattenboden gelést und in ein 1,5 ml Reaktionsgefa Uberflhrt. Bis zur
Verwendung wurden die Proben bei -20°C gelagert, wobei sie vor dem Auftragen auf ein
SDS-Gel 5 min bei 95°C aufgekocht wurden, um die Proteine vollstandig zu denaturieren

und eine verbesserte Auftrennung im Gel zu ermdglichen.

2.2.1.16 SDS-PAGE und Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulose-
membran

Um die Phosphorylierung von MAP-Kinasen untersuchen zu kénnen, wurden in dieser

Arbeit NUPAGE 4-12 %ige Bis-Tris Gele verwendet. In jede Tasche wurden 15 pl Zelllysat

pipettiert. Um die Gr6Be der Proteine bestimmen zu kdnnen, wurde ein GrdBenstandard

(PrecisionPlus Protein™ Standard Dual Color) mitgefilhrt. Die Auftrennung der Proteine

erfolgte fir 1 h bei 200 Volt unter reduzierenden Bedingungen. Die so im SDS-Gel
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aufgetrennten Proteine wurden in der Novex Mini-Cell laut Herstellerangaben auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertragen. Der Transfer erfolgte innerhalb von 2 h bei 30 Volt.

2.21.17 Immunhistochemischer Nachweis von MAPK-Kinasen

Der immunhistochemische Nachweis der Proteine erfolgte Uber die in Tabelle 2.8
aufgelisteten Antikérper. Die Membran wurde zuné&chst fir 2 h in Odyssey-Blockingpuffer
inkubiert, um unspezifische Bindungen des priméren Antikdrpers zu reduzieren. Dieser
wurde in PBS mit 0,1 % Tween 20 (T/PBS) bei 4°C Uber Nacht unter Schiitteln auf der
Membran inkubiert. Nach drei Waschschritten mit T/PBS wurde die Membran fir 1 h im
Dunkeln mit dem sekundéren Antikérper inkubiert. AnschlieBend wurde der Blot erneut
dreimal gewaschen und bis zur Detektion der Proteine in PBS aufbewahrt. Die an die
sekundaren Antikdrper gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffe wurden mit Hilfe des Odyssey®
Infrared Imaging System bei 700 und 800 nm eingelesen. Die Auswertung erfolgte mit der
Odyssey® Software v1.2.

Tabelle 2.8: Im immunhistochemischen Nachweis von MAPK-Kinasen eingesetzte
Antikérper.

Primé&rantikodrper Sekundérantikérper
anti-Erk Ziege-anti-Kanninchen
anti-Phospho-Erk (pErk) Ziege-anti-Maus
anti-p38 Ziege-anti-Kanninchen
anti-phospho-p38 (pp38) Ziege-anti-Maus

Alle Primarantikérper, die hier zwecks Untersuchung der Phosphorylierung von MAPK-Kinasen
eingesetzt wurden, wurden von der Firma Cell Signaling (Frankfurt, Deutschland) bezogen und in
einer Verdinnung von 1:1000 eingesetzt. Die sekundaren Antikérper wurden von der Firma Molecular
Probes Eugene (Oregon, USA) bezogen und in der Verdinnung 1:10000 eingesetzt. Sie waren
AlexaFluor 680, bzw. IR dye 800 markiert.
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2.2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.21 Kultivierung respiratorischer Epithelzelllinien und HEK293-Zellen

Die verwendeten Zelllinien A549, BEAS-2B, NCI-H727, NCI-H292 und HEK293 wurden in
flissigkeitsgesattigter Atmosphare unter Begasung mit 5 % CO, und 95 % Luft bei 37°C
inkubiert und einmal wdchentlich passagiert, wobei ihre Konfluenz zu diesem Zeitpunkt etwa
80-90 % betrug. Hierfir wurde zunéchst das Medium abgenommen und die Zellen in 5 mi
TE-Puffer fur 3 min (NCI-H292- und NCI-H727-Zellen fir 15 min) bei 37°C inkubiert. Nach
Ablauf dieser Zeit wurden die Zellen durch leichtes Klopfen der Kulturflasche géanzlich
abgeldst und in ein 50 ml Zentrifugationsréhrchen Uberfihrt. Es erfolgte eine Zentrifugation
fir 5 min bei 4°C und 1500 rpm. Die Zellen wurden zur Lebendzahlbestimmung 1:10 in
Trypanblau verdinnt und mit Hilfe der Neubauerzahlkammer gezahlt (siehe 2.2.2.2). Je nach
Wachstum wurden 0,3 — 1 x 10° Zellen in 10 ml frischem Medium in einer 75 cm?
Gewebekulturflasche ausgeséat und 6 - 7 Tage kultiviert. Humane nasale epitheliale Zellen
wurden wie unter 2.2.2.5 beschrieben isoliert und fir 2 — 3 Wochen kultiviert. Ein
Mediumwechsel erfolgte alle 4 — 5 Tage.

2222 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl der aus humanem Blut gewonnen Zellen (MNC) wurde unter
Einsatz eines Zahlgerates (Sysmex Platelet Counter LP-100, Sysmex, Hamburg,
Deutschland) durchgefihrt. Die Zellen wurden in Zahllésung verdinnt (Cellpack PK-30L,
Sysmex, Hamburg, Deutschland) und die Konzentration aus der Verdiinnung der Zellen und
dem Kammerfaktor von 200 berechnet. Alle verwendeten Zelllinien wurden nach dem
Ablésen 1:20 mit einer Trypanblau-Lésung verdinnt und die lebenden Zellen in einer
Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt. Die Zellkonzentration ergab sich aus der gewahlten
Verdinnung und dem Kammerfaktor von 200.

2.2.2.3 Transfektion von HEK293-Zellen

HEK293-Zellen wurden transient mit Polyfect der Firma Qiagen (Hilde, Deutschland) nach
Angaben des Herstellers transfiziert. Hierfiir wurden 0,2 x 10° Zellen in 150 pl DMEM
Medium pro Kavitédt einer 96-Well Zellkulturplatte ausgesat. Pro Kavitat wurden 250 ng
Plasmid eingesetzt. Um Konzentrationsdifferenzen auszugleichen, wurde der Leervektor
pcDNAS verwendet. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen stimuliert. Eine Liste der
verwendeten Plasmide ist in Tabelle 2.9 aufgefuhrt.
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Tabelle 2.9: Im HEK293-System eingesetzte Plasmide.

Plasmid Quelle Eingesetzte Konzentration

pcDNAS.1 Invitrogen, Leek, Niederlande erganzend
TLR2 Lutz Hamann, Katrin Sprenger, FZ Borstel 200 ng/ml
TLR3 Dr. P. Nelson, Seattle, USA 200 ng/ml
TLR4 Dr. P. Nelson, Seattle, USA 200 ng/ml
TLR5 Dr. P. Nelson, Seattle, USA 200 ng/ml
TLR7 Prof. Dr. B.A. Beutler, La Jolla, USA 200 ng/ml
TLR8 Prof. Dr. B.A. Beutler, La Jolla, USA 200 ng/ml
CD14 Dr. D.T. Golenbok, Worcester, USA 25 ng/ml
MD-2 K. Miyake, Tokio, Japan 25 ng/ml
NOD1 Dr. P. Rosenstiel, Kiel, Deutschland 200 ng/ml
NOD2 Dr. P. Rosenstiel, Kiel, Deutschland 200 ng/ml

2224 Stimulation von Zelllinien

A549-; BEAS-2B-, NCI-H727-, NCI-H292- und HEK293-Zellen wurden zwecks Stimulation
entweder in 96-Well Zellkulturplatten (0,25 — 0,5 x 10° Zellen/Kavitat), oder in 6-Well
Zellkulturplatten (0,5 — 1 x 10° Zellen/Kavitét) ausgesat. Die in den jeweiligen Experimenten
angegeben Stimuli wurden im entsprechenden Medium so angesetzt, dass nach ihrer
Zugabe die gewinschte Endkonzentration auf den Zellen erreicht wurde. Nach Beendung
der jeweiligen Stimulationszeit wurden sowohl zellfreie Uberstande geerntet und per ELISA
auf die Induktion von Cytokinen untersucht (96-Well Format), als auch RNA isoliert (6-Well
Format) und in cDNA transkribiert, um die Induktion auf Genexpressionsebene untersuchen
zu kénnen. Die gewonnen Uberstande und die cDNA wurden bei -20°C gelagert, die
verbliebene isolierte RNA bei -80°C.

2.2.2.5 Isolierung, Kultivierung und Stimulation primarer humaner nasaler
Epithelzellen

Das Material fir die Isolierung humaner nasaler Epithelzellen entstammte entsprechenden
Operationen, welche am Academic Medical Center (AMC), Amsterdam durchgefiihrt wurden.
Es handelte sich hierbei um Teile der Concha nasalis (Nasenmuschel), bzw. des Sinus
sphenoidalis (Keilbeinhéhle), aus denen mittels einer speziellen Zange im epithelialen
Bereich des Materiales jeweils 3 Biopsien entnommen wurden. Die so erhaltenen
Gewebestiicke wurden mit PBS gewaschen und anschlieBend in HBSS/DNAse (40
ug/ml)/Collagenase (1 mg/ml) fiar 1 h bei 37°C auf dem Schittler inkubiert, um den

Gewebeverband zu I6sen. Die erhaltene Zellsuspension wurden dann filtriert (PorengdBe =
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70 pm) und fir 10 min bei 400 x g und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet in 300 ul MACS-Puffer (0,9 % NaCl, 20 mM EDTA, 0,2 % BSA)
resuspendiert. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation bei 4°C fir 5 min mit 20 ul FcR
Blockierungsreagenz. Nach Ablauf dieser Inkubation wurde die Zellsuspension mit 20 pl
eines Antikérper inkubiert, welcher sowohl spezifisch ist fir epitheliale Zellen (EpCAM
microBeads, anti-CD326), als auch eine magnetische Markierung aufweist, sodass nach
Ablauf der Inkubation und 2 Waschschritten (Zentrifugation fir 10 min bei 400 x g und RT)
die nun magnetisch markierten epithelialen Zellen per MACS (magnetic activated cell sorting)
isoliert werden konnten. Zu diesem Zweck wurde die Zellsuspension mit der MACS
separation column nach Herstellerangaben behandelt. Nach erfolgreicher Isolierung der
epithelialen Zellen erfolgte eine weitere Zentrifugation fir 5 min bei 400 x g und RT. Das
Zellpellet wurde in BGEM resuspendiert und die Zellen in 6-Well Zellkulturplatten ausgesat. 2
— 3 Wochen nach der Isolierung war die gewlnschte Konfluenz der Zellen von etwa 80 %
erreicht und es erfolgte die Stimulation der Zellen mit jeweils 2 ml in Medium geldstem
Stimulus pro Kavitét.

2.2.2.6 Isolierung, Stimulation und Messung der Proliferation priméarer
humaner MNC

Primare humane MNC wurden UOber die Methode des Ficoll-Gradienten Uber eine
diskontinuierliche Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Zu diesem Zweck wurde
heparinisiertes Vollblut der Spender (20 E/ml Liquemin N25000, Hoffmann-LaRoche,
Grenzach-Wyhlen, Deutschland) 1:2 mit HBSS gemischt und in 50 ml Réhrchen Gber je 10
ml Ficoll-Paques (LSM 1077 Separation Medium, PAA Laboratories, Pasching, Osterreich)
geschichtet. Die Auftrennung der Zellen erfolgte per Dichtegradientenzentrifugation nach
Boyum fir 40 min bei Raumtemperatur und 400 x g (Abstoppen ohne Bremse).
AnschlieBend wurde der Plasmalberstand abgesaugt und die in der Interphase befindlichen
MNC isoliert und zweimal mit HBSS gewaschen (10 min, 4°C, 400 x g). Die Zellzahl wurde
wie unter 2.2.2.2 beschrieben bestimmt.

Fdr eine Stimulation wurden die MNC von purified protein derivative-positiven Spendern
(PPD ) in einer Konzentration von 4 x 10° Zellen in 100 pl je Kavitit einer 96-Well
Zellkulturplatte in RPMI Medium ausgesét und anschlieBend mit den entsprechenden Stimuli
fir 6 d inkubiert. Die Aktivierung der Zellen wurde anhand ihrer Proliferation Gberprift. Bei
PPD handelt es sich um ein Prazipitat aus aufgereinigten Protein-Derivaten des Tuberkulins,
erhalten aus den Filtraten sterilisierter und konzentrierter Kulturen. Diese Substanz wird zur
Diagnostik der Tuberkulose eingesetzt und diente hier als Positivkontrolle fir eine
erfolgreiche Induktion der Proliferation. Dies erfolgte durch die Detektion des Einbaus von
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radioaktiv markiertem Thymidin in die DNA. Hierfiir wurden 20 pl *H-Thymidin in jede Kavitat
gegeben, was einer Radioaktivitat von 0,9 uCi/ml entspricht. Nach einer weiteren Inkubation
von 24 h wurden die Zellen bei -20°C eingefroren bevor am nachsten Tag die Messung des
eingebauten *H-Thymidin durchgefiihrt wurde. Die Zellen wurden mit Hilfe des
Zellerntegerates von der Platte auf eine Filtermatte Uberfihrt. Nachdem diese getrocknet
getrocknet war, wurde mit Scintillationslésung in eine Folie eingeschweiB3t und vom
Scintillationsmessgerat eingelesen. Die Radioaktivitdt der einzelnen Ansatze wurde in
Impulse pro Minute (ipm) gemessen.

2.2.2.7 Isolierung humaner MNC zwecks Generierung humaner DC

Die Isolierung der Monozyten zwecks spaterer Generierung von DC erfolgte mittels
Elutriation durch das Prinzip einer Gegenstrom-Zentrifugation. Dazu wurden die MNC in
HBSS mit 1 % BSA aufgenommen und auf eine Konzentration von etwa 5 x 10° Zellen/ml
eingestellt. Bei einer FlieBgeschwindigkeit von 40 ml/min wurde die Trennkammer des
Elutriators mit den Zellen beladen. Die FlieBgeschwindigkeit wurde stufenweise um 60
ml/min erhdht, wahrend die Rotorgeschwindigkeit konstant bei 1720 x g blieb. Durch die
stufenweise Erhdéhung der FlieBgeschwindigkeit, die der Zentrifugalkraft entgegen wirkt,
werden zunachst kleinere Zellen und spater gréBere (Monozyten) aus der Kammer gespult
und kénnen aufgefangen werden. Die Zellzahl wurde bestimmt (siehe Kapitel 2.2.2.2) und
die Reinheit der Zellpopulation wurde per FACS-Analyse Uberprift.

Die per Elutriation isolierten Monozyten wurden mit RPMI komplett auf eine Konzentration
von 1 x 10° Zellen/ml eingestellt und in einer 6-well Platte zu je 5 ml/Kavitat ausgesat. Die
Zellen wurden bei 37°C und 5 % CO, im Brutschrank inkubiert, wobei alle 2-3 Tage die
Halfte des Mediums durch neues RPMI komplett ersetzt wurde. Nach 6-7 Tagen wurde der
Differenzierungsstatus der Zellen durch eine FACS-Analyse Uberprift. Die in dieser Arbeit
verwendeten DC wurden von Frau Karina Stein zur Verfligung gestellt.

2.2.28 Stimulation von Lungengewebe (short term stimulation of tissue,
STST)

Gewebestiicke aus Tumor-freien Bereichen der humanen Lunge (der Abstand zu tumorésem
Gewebe betrug mindestens 5 cm), erhalten von der Abteilung Klinische und Experimentelle
Pathologie des Forschungszentrums Borstel wurden im Rahmen eines ex vivo
Gewebekulturmodelles (STST: Short-Term Stimulation of Tissue)'® untersucht. Zu diesem
Zweck wurden Gewebestlicke der humanen Lunge (Kantenldnge ca 5 cm) in RPMI bei 37°C
und 5 % CO, fir 2 h entweder mit Medium, oder zusétzlich mit Phl p 1 (5 uM) inkubiert. Nach

Ablauf der Stimulation wurde das Gewebe HOPE-fixiert'”® (Hepes-Glutamic acid buffer
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mediated Organic solvent Protection Effect) und in Paraffin eingebetet. Der zuvor
gewonnene Uberstand wurde per ELISA (2.2.1.14) auf die Ausschiittung von IL-8 untersucht.
Die aus den Blécken gewonnene cDNA wurde im weiteren Verlauf mit quantitativer real-time
PCR (2.2.3.5), sowie durch Mikroarray-Analysen (2.2.3.9) untersucht.

2.2.2.9 Immunhistochemie (IHC)

Fir eine IHC der mit Phl p 1 inkubierten Gewebestlicke der humanen Lunge wurde das
ZytoChem-Plus HRP Polymer-Kit verwendet. Ein Enyzm- und Polymergekoppelter
sekundarer Antikdrper bindet hierbei an den Priméarantikérper. Nach Zugabe der AEC-
Lésung erfolgt die Farbreaktion mit rétlich-braunem Niederschlag, wobei das H,O, das
Substrat fiir die Meerettichperoxidase darstellt.

Die Objekitrager mit den Gewebeschnitten wurden fir 10 min einem Peroxidblock (30 %
H.O,-Ldsung, 1:10 verdiinnt) ausgesetzt, um mdgliche Hintergrundfarbungen durch
endogene Peroxidasen zu reduzieren. Nach Ablauf dieser Inkubation wurden die Schnitte far
2 min gewaschen und die Objekttrager dann mit einigen Tropfen blocking solution
(ProteinBlock Reagent 1) fur 5 min bei RT inkubiert. Es folgten 3 Waschschritte fur je 2 min
mit Waschpuffer (siehe: Tabelle 2.10). Im Folgenden wurden die Schnitte mit dem
Prim&rantikérper (Bo14, 1:100 in Antibody-Diluent) fur 30 — 60 min bei RT inkubiert. Nach
weiteren 3 Waschschritten fir je 2 min mit Waschpuffer wurden einige tropfen PostBlock
Reagent 2 zwecks Verstarkung des Signals hinzugefiigt und die Objekttrager fiir 20 min bei
RT inkubiert. Nach 3 Waschschritten far je 5 min erfolgte die Zugabe von einigen Tropfen
HRP-Polymer Reagent 3, sowie eine Inkubation fir 30 min bei RT. Nach weiteren 3
Waschschritten flr je 2 min mit Waschpuffer wurde AEC-L&sung hinzugegeben und die
Farbreaktion nach Ermessen und unter mikroskopischer Kontrolle mit HoOyigest gestoppt. Die
spezifisch angefarbten Gewebeschnitte wurden nun mit Meyers Ha&malaunldésung
gegengefarbt. Der Farbstoff Hamalaun farbt basophile, bzw. saure Strukturen blau an und
ermdglicht so die Identifizierung der Zellkerne. Die Objekitrager wurden zu diesem Zweck fir
10 — 15 sec im HTX-Farbebad inkubiert und anschlieBend mit HoOpigest VON Uberschiissigem
Farbstoff befreit. Ein kurzes Eintauchen in NHz-Wasser (siehe: Tabelle 2.10) beendete den
Farbevorgang. Mit Kaisers Glyceringelatine wurden die Schnitte wéassrig eingedeckt und so
fur die weitere Verwendung haltbar gemacht. Die IHC wurde von Frau Jasmin Tiebach (LG
Klinische und Experimentelle Pathologie, FZB) durchgeflhrt.
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Konzentrat Gebrauchslésung
Waschpuffer 302,9 g Tris, 99,9 % 200 ml Konzentrat,
in 5 I H2Opidest 1,8 | HoOpjigest
2 ml Tween
pH 7,6
AEC-L6sung 160 mg AEC 1 Tropfen AEC-Konzentrat
10 ml DMF 1 Tropfen H,O,
2 ml Acetat-Puffer 0,1 M
Acetatpuffer 21 ml Essigsaure 0,1 M
79 ml Natriumacetat 0,1 M
NH;-Wasser 2 ml 25 % Ammoniak
in 1 1 HxOpidest
2.2.2.10 Durchflusszytometrie (fluorescence-activated cell sorting, FACS)

Die per FACS-Analyse zu untersuchenden Zellen (0,3 — 0,5 x 10° Zellen pro Ansatz) wurden
in FACS-R&hrchen tberflhrt, fir 5 min bei 4 °C und 1500 rpm (Hettich Zentrifuge Rotana

45RC) zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Der primére Antikdrper wurde in 50 pul

Azid-PBS verdinnt. Die Zellen wurden in der Antikdrper-Lésung resuspendiert und fur 20

min bei 4°C inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 1 ml Azid-PBS und eine weitere

Zentrifugation fur 5 min bei 4 °C und 1500 rpm. Bei direkt markierten Antikérpern erfolgte
nun die Aufnahme der Zellen in 150 pul 3 % PFA und 150 ul Azid-PBS. War ein sekundarer

Antikérper notwendig, wiederholte sich eben beschriebenes Verfahren. Die innerhalb der

FACS-Analyse eingesetzten Antikérper sind in Tabelle 2.11 aufgefihrt. Die Messung erfolgte
am FACS-Calibur und die erhaltenen Daten wurden mit Hilfe der Software WinMDI 2.8

ausgewertet.

Tabelle 2.11: Innerhalb der FACS-Analyse verwendetet Antikdrper.

Spezifitat

Maus IgG;
Maus IgGoa
Anti-hu CD40
Anti-hu CD80
Anti-hu CD86
Anti-hu HLA-DR
Anti-hu TLR2
Anti-hu TLR4
Anti-hu CD14

Quelle

BeckmanCoulter
BeckmanCoulter
Immunotech
Immunotech

BD PharMingen
BD Biosciences
Genentech

BD Biosciences
Dianova

Isotyp

Maus IgG;
Maus IgG;
Maus IgG;
Maus 1gGia
Maus IgG;
Maus IgG;
Maus 1gGia

Markierung

PE/Cy5
PE

PE

PE

PE

PE
PE
Cy5

Verdiinnung

— b —t ot o e e e
oco0oodo o

o101 O
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2.2.2.11 MTT-Test

Zwecks Quantifizierung der Zellvitalitdét wurden A549-Zellen in einer 96-Well Zellkulturplatte
mit 0,25 x 10° Zellen pro Kavitat in 200 ul ausgesat und dber Nacht inkubiert um die
Konfluenz und Adharenz der Zellen zu gewahrleisten. Am darauf folgenden Tag wurde das
Medium abgenommen und die Zellen in Triplikaten mit den entsprechenden, in serumfreiem
Medium gelésten Substanzen stimuliert. Nach einer Inkubation fir 16 h bei 37°C und 5 %
CO, wurde das Medium abgesaugt und 100 pl MTT-Lésung (2 mg/ml) pro Kavitat
hinzugegeben. Nach einer Inkubation von 3 h bei 37°C und 5 % CO, wurde die Ldsung
abgesaugt und die Zellen mit jeweils 100 ul Lysis-Lésung unter Schitteln inkubiert. Hierbei
ist die Spaltung des MTT in blau gefarbtes Formazan ein Indikator fir die Aktivitat der
mitochondrialen Succinatdehydrogenase in lebenden Zellen. Die Messung erfolgte bei 570

nm im Tecan Sunrise Reader.

2.2.2.12 Ex vivo Stimulation der murinen Trachea

In dieser Studie wurden C57/BI6 Mause beider Geschlechter verwendet. Die Experimente
wurden nach den deutschen Richtlinien bezlglich der Pflege von und des Umganges mit
Versuchstieren durchgefihrt.

Die Mause wurden getotet, indem man sie Isofluran inhalieren lieB. Nach dem Fixieren des
Tieres wurde das Bauchfell bis zum Beginn des Thorax median erdffnet. Der Thorax, die
pratracheale Muskulatur sowie die Speicheldriise wurden durch einen medianen Schnitt
durchtrennt. Die vordere Thoraxwand wurde dann durch zwei weitere seitliche Schnitte
weiter er6ffnet, wobei die Schnitte bis kurz vor den Abgang der Aorta thoracia interna geflihrt
wurden. Die Thoraxvorderwande wurden dann zur Seite geklappt, um Herz und Lunge
freizulegen. Das Herz wurde sodann zigig entfernt, um stérende Blutungen im
Praparationsbereich zu minimieren (siehe auch Abb. 2.4 A). Nach Entfernung des Thymus
wurden Uberschissiges Fett und Bindegewebe entfernt, so dass die Bifurkation des
Bronchus gut erkennbar war. Die Hauptbronchien wurden durchtrennt und die Trachea
vorsichtig vom darunter liegenden Oesophagus abgetrennt. Die losgeldste Trachea wurde
entnommen und in eine Delta T Kulturschale, deren Boden mit einem dinnen Film aus
Sylgard Polymer ausgekleidet war, Ubertragen (siehe auch Abb. 2.4 B). Die mit
Insektennadeln fixierte Trachea wurde dann von weiterem Bindegewebe befreit und zwecks
Exposition des zilientragenden Epithels aufgeschnitten. Nachdem die Trachea durch weitere
Waschschritte gereinigt wurde, wurde die Kulturschale mit 2 ml Hepes-Ringer-L6sung befuillt
und in eine heizbare Haltevorrichtung verbracht, welche wéhrend der Messungen eine
konstante Temperatur von 30°C ermdglichte. Fir die bildliche Dokumentation wurde eine
EHD SMX-150M CMOS Kamera in Verbindung mit einem Axioskop 2 FS eingesetzt. Vor
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jeder Messung wurden 4-8 ul einer Suspension aus Polystyren-Partikel appliziert
(durchschnittlicher Durchmesser 4,5 um). Die epitheliale Oberflache der Trachea wurde im
Durchlichtmodus eines 20x Wasser-Immersions-Objektiv sichtbar gemacht. Die trans-
portierten Partikel lieBen sich auf Grund ihrer Beschaffenheit und braunen Farbe leicht
identifizieren. FUr jeden Messpunkt wurden 200 Bilder mit einer Rate von 12 Bildern/sec
aufgenommen. Nach Erreichen der Grundgeschwindigkeit wurden in Hepes-Ringer-Lésung
geldéste Substanzen appliziert und die durch die zilientragenden epithelialen Zellen
verursachte Geschwindigkeit der Partikel alle 2-5 min festgehalten. Am Ende jeder
Messreihe wurde dem System ATP zugeflhrt, um die Vitalitdt der Zellen testen zu kénnen.
Um die Spuren der Partikel visualisieren und quantifizieren zu kénnen, wurde Image Pro
Plus verwendet. Nach Abzug des Hintergrundes und der sich nicht bewegenden Objekte
wurde fir jeden Zeitpunkt die durchschnittliche Geschwindigkeit aller Partikel der 200
Aufnahmen pro Messpunkt bestimmt.

Nach Abschluss der Messungen wurden die Tracheae auf Korkplatten fixiert und in 2 %
Glutaraldehyd, 0,6 % Paraformaldehyd und 0,03 % CaClI2 in 0,06 M Kakodylat-Puffer fixiert.
Nach einer Dehydrierung in aufsteigenden Konzentration an Aceton wurden die Tracheae

mit Gold beschichtet und rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen angefertigt.

Abbildung 2.4: Isolierung der murinen Trachea. In Abbildung 2.4 A ist die Praparation zum
Zeitpunkt der Eréffnung des Thorax nach medianer Durchtrennung der Speicheldriise dargestellt. Die
charakteristisch geringelt erscheinende Trachea ist im linken, mittleren Bereich der Abbildung gut zu
erkennen. Abbildung B zeigt die entnommene und von Gewebe befreite Trachea.
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2.2.3 Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1 Isolierung von Ribonukleinsadure (RNA)

Um die Gesamt-RNA aus den verwendeten Zelllinien, sowie aus primaren humanen Zellen
isolieren zu kénnen, wurden RNA-Isolierungskits (Absolutely RNA Miniprep Kit) der Firma
Stratagene nach Angaben des Herstellers verwendet. Um Kontaminationen der isolierten
RNA mit genomischer DNA ausschlieBen zu kénnen, erfolgte wahrend der Isolierung auf der
Saule ein Verdau der genomischen DNA durch eine Inkubation mit DNAse fir 15 min bei
37°C. Nach der Isolierung wurde die Konzentration der RNA photometrisch mit dem
BioPhotometer bei einer Extinktion von 280 nm bestimmt. Eine ODog, von 1 entspricht dabei
einem RNA-Gehalt von 40 ug/ml. Die Reinheit der isolierten RNA wurde durch Bestimmung
der Ratio ODyg/ ODygo Uberpriift, wobei ein Verhaltnis von 2 einer reinen RNA-L&sung
entspricht.

2.2.3.2 Isolierung von RNA aus HOPE-fixiertem Lungengewebe

Die wie unter 2.2.2.8 beschrieben stimulierten und HOPE-fixierten Lungengewebepraparate
wurden durch eine Behandlung mit Xylol und Ethanol zunachst entparaffiniert. Zu diesem
Zweck wurden einige Schnitte der fixierten Blocke in ein 1,5 ml Reaktionsgefa3 tberfuhrt, in
1 ml Xylol fir 10 min bei 45 rpm geschdittelt und dann fir 5 min bei 13.000 rpm zentrifugiert.
Dieser Schritt wurde wiederholt und nach Verwerfen des Uberstandes 1 ml Ethanol zugeftihrt.
Es erfolgte wiederum eine Inkubation fir 10 min bei 45 rpm auf dem Schiittler, sowie eine
anschlieBende Zentrifugation. Auch dieser Schritt wurde wiederholt und die Proben dann fur
3 min in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Die Isolierung der RNA erfolgte im weiteren
Verlauf wie unter 2.2.3.1 beschrieben mit einem RNA-Isolierungskit (Absolutely RNA
Miniprep Kit) der Firma Stratagene nach Angaben des Herstellers.

2.2.3.3 Reverse Transkription

Das Umschreiben der in der Gesamt-RNA vorhandenen mRNA (messenger-RNA, Boten-
RNA) in komplementare DNA (cDNA, complementary DNA) erfolgte mit der reversen
Transkriptase Superskript™IIl nach Angaben des Herstellers (Invitrogen, Leek, Deutschland).
Um an dieser Stelle den Erfolg des DNAse-Verdaus Uberpriifen zu kénnen, wurde jeweils
eine Reaktion pro Probe ohne reverse Transkriptase angesetzt (RT negativ). Eine
anschlieBende PCR mit nicht Intron-Uberspannenden Primern diente einem endgultigen
AusschluB von Verunreinigungen mit genomischer DNA. In dieser Arbeit wurde die
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Uberpritffung unter Verwendung von Primern fir GAPDH durchgefiihrt. Keine der isolierten
und verwendeten RNA-, bzw. cDNA-Proben wies eine stérende Menge an genomischer DNA
auf, wie beispielhaft in Abbildung 2.5 dargestellt ist. Bis zur weiteren Nutzung wurde die
cDNA bei -20°C aufbewahrt.

i -
o~

rt+ rt-

Abbildung 2.5: Uberpriifung genomischer Kontamination von cDNA-Proben. In dieser Abbildung
ist beispielhaft dargestellt, dass alle verwendeten cDNA-Proben frei von genomischer DNA waren. In
diesem Ansatz wurde RNA aus stimulierten A549-Zellen isoliert und in cDNA umgeschrieben. Fiir jede
Probe wurde wéhrend des Umschreibens ein Pendant ohne reverse Transkriptase erstellt und in der
darauf folgenden PCR mit Primern fir GAPDH sowohl die erfolgreiche Transkription (Spur 1 — 9, rt+),
als auch die gewlnschte Reinheit (Spur 1 — 9, rt-) Gberpruft. M = Marker, NK = Negativkontrolle.

2234 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die endgiltige Uberpriifung des Vorhandenseins genomischer Kontaminationen von cDNA-
Proben, sowie der Nachweis der Expression verschiedener Gene, erfolgte per PCR. Das
Gen von Interesse wurde dafir mit spezifischen Primern (siehe Tabelle 2.11) unter
Verwendung der thermostabilen DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus ( Tag-Polymerase)
amplifiziert. Dabei wurde der Promega-PCR Mix verwendet (Promega, Madison, USA),
welcher neben der Tag-Polymerase die zur Amplifikation bendétigten dNTPs in einem
stabilisierenden Puffer enthalt. Fir einen PCR-Ansatz mit einem Volumen von 25 ul wurden
12,5 pl Promega Mix, 1 pl Primermix (bestehend aus 100 pM sense und antisense Primer),
9,5 ul H,O sowie 2 yl cDNA zusammengegeben. Die PCR wurde im Mastercycler gradient
(Eppendorf, Hamburg, Deutschland) unter folgenden Bedingungen durchgefihrt:

Initiale Denaturierung 94°C 120 sec
Denaturierung 94°C 30 sec
Hybridisierung/Annealing  x°C 40 sec
Verlangerung/Elongation  68°C  x sec
Finale Elongation 68°C 30 sec
Kihlen 4°C
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Die fur jedes Gen und jeden Primer spezifischen Anforderungen an die Annealing-
Temperatur und Elongationszeit wurden angepasst. Die Charakterisierung der amplifizierten
cDNA erfolgte mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese (s. 2.2.3.5).

Tabelle 2.11: In der PCR eingesetzte Primer.

Gen sense antisense Ann. Elon. Amplifikat
(human)

GAPDH gtcatcatctccgecttgeccttctge  gatgectgettcaccacctt 60 40 443 bp
TLR2 cagtggccagaaaagatgaaata  gtggcacaggacccccg 55 40 283 bp
TLR4 tgcgggttctacatcaa ccatccgaaattataagaaaagtc 55 40 304 bp
CD14 acttatcgaccatggagc aggcatggtgccggtta 54 40 400 bp
NOD1 gcttcteccctteectgetcacte gttcaggctgceccaggctctcatt 60 40 434 bp
NOD2 gagcggggtticgtcagccagtat agcacagtttccgcatcgtcattg 62 40 385 bp
PAR1 cccgcaggcecagaatcaaaag ctggtcaaatatccggaggcatct 55 40 217 bp
PAR2 atatggctgctgattctgctggtc tttgatggccctcttccttttctt 57 40 270 bp
PAR3 ggtgtcccggcecaatgetgtga aggcccccggtaggtgaaaggatgg 60 40 290 bp
PAR4 ttcccccacttcacgtecttectg gcctggcectctccttatettatga 56 40 153 bp
Ann. = Annealing, Temperatur der Primeranlagerung (°C)

Elon. = Elongationszeit (s)

2.2.35 Quantitative real-time PCR

Mit Hilfe der quantitativen real-time PCR ist eine relative Quantifizierung der vervielfaltigten
cDNA maéglich. Uber das Prinzip einer herkémmlichen PCR hinausgehend, beruht hier die
Quantifizierung auf der Messung von Fluoreszenzfarbstoffen, welche wahrend der
Amplifikation in die DNA integriert werden. Die Fluoreszenz nimmt so proportional mit der
Menge des PCR-Produktes zu.

In den durchgeflihrten Versuchen wurde hierfir das SYBR Green-System der Firma Roche
(Mannheim, Deutschland) nach Angaben des Herstellers verwendet. SYBR Green ist ein in
die DNA interkalierender Farbstoff, welcher bei erfolgreicher Interkalation bei 530 nm
emittiert. Um eine Aussage Uber die relative Expression der Gene treffen zu kénnen, wurde
bei jeder real-time PCR ein unabhangiger Kalibrator mitgefihrt. Die Expression des zu
untersuchenden Genes wurde in jeder Probe und dem aus einem Probengemisch
bestehenden Kalibrator gegen ein nicht reguliertes Gen abgeglichen. Dabei handelte es sich
in den Versuchen der vorliegenden Arbeit um das Gen der Hypoxanthin-Phosphoribosy!-
Transferase (HPRT), sowie das der Hydroxymethylbilane Synthase (HMBS). Weiterhin
wurde die Effizienz der Primer bericksichtigt, indem fir jeden Primer eine Standardkurve
erstellt wurde. Die Uberpriiffung des Genproduktes erfolgte anhand seiner Schmelzkurve, die
am Ende des PCR-Laufes bei kontinuierlicher Erhéhung der Temperatur von 50°C auf 95°C
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aufgezeichnet wird. Dabei macht man sich Zunutze, dass jedes Genprodukt durch seine
unterschiedliche Lange und Zusammensetzung der Basen bei einer bestimmten Temperatur
in seine Einzelstrange zerfallt und die Abnahme der Fluoreszenz, die der
Schmelzpunktanalyse dient, charakteristisch ist. Die verwendeten Oligonukleotide (Primer)
sind in Tabelle 2.12 aufgefihrt.

Tabelle 2.12: in der real-time PCR verwendetet Primer

Gen sense antisense Elon. Aaq.
HPRT gtcaggcagtataatccaaaga ~ caaccctacaacagacccacac 63 -53 78
HMBS aaccctgccagagaagagtg agccgggtgttgaggottt 63-53 78
IL-8 ttgccaaggagtgctaaagaa caaccctacaacagacccacac 63 -53 80
IL-6 gatgagtacaaaagtcctgatcca ctgcagccactggttctgt 63-53 72
TGF-8 gcagcacgtggagctgta cagccggttgctgaggta 63-53 85
DUSP27 cctggaatgaggtggatgag ctcttcagcectecccttgtt 65-60 78
KRT17 ttgaggagctggcagaacaag agtcatcagcagccagacg 63-53 80
CCL17 ggcttctctgcagcacatc ggaatggctcccttgaagta 65-60 80
SERPINB4 caaaggcaaagatctaagcatga caatttctcagcagtgagttictc 63 —53 76
TNFAIP6  99gccatctcgcaacttaca cagcacagacatgaaatccaa g3-53 75
Ag. = Aquisition mode, Temperatur der Fluoreszenzaufnahme (°C)

Elon. = Elongationstemperatur (°C)

2.2.3.6 Agarosegelelektrophorese

Die Visualisierung der amplifizierten DNA wurde mit Hilfe der Agarosegelelekirophorese
durchgefihrt. Zur Bestimmung der DNA-GréBe erfolgte eine Auftrennung im horizontalen
Agarosegel, welches ein komplexes Netzwerk aus polymeren Molekilen bildet. Die negativ
geladen DNA-Molekile wandern dabei in einem elektrischen Feld durch das Gel. Je nach
erwarteter DNA-FragmentgréBe wurden 1 - 2% Agarose in 1 x TBE-Puffer durch Erhitzen
gelést, mit Ethidiumbromid (0,4 — 1 ug/ml) versetzt und in eine Gel-Kammer gegossen. Die
Proben wurden mit 1 x schwerer Lésung versetzt und bei einer Spannung von ca. 100 Volt in
1 x TBE-Puffer aufgetrennt. Zur GréBenbestimmung wurde der GréBenmarker GeneRuler
100 bp bzw. 1 kb eingesetzt. Die Dokumentation erfolgte mit Hilfe der ChemiDoc 2000
Geldokumentationsanlage durch Bestrahlung des Gels mit UV-Licht, welches die DNA-
Fragmente anhand des interkalierenden Farbstoffs Ethidiumbromid bei 320 nm sichtbar
macht. Die Auswertung der Gelbilder erfolgte mit der QuantityOne Software.

52



Methoden

2.2.3.7 Transformation von Escherichia coli (E. coli)

Um Plasmid-DNA in ausreichenden Mengen fir Transfektionsversuche zu erhalten, wurden
zunachst chemisch kompetente One Shot TOP 10 E. coli-Zellen mit den gewdinschten
Plasmiden transformiert.

Far einen Transformationsansatz wurden 50 pl kompetente Bakterien auf Eis aufgetaut und
mit 0,5 — 2 ug Plasmid-DNA 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock bei 42°C fir
exakt 30 Sekunden wurden die Zellen erneut auf Eis gekihlt. AnschlieBend wurden die
Bakterien in 250 pl vorgewarmtem SOC-Medium fir 1 h bei 37°C und 200 rpm auf einem
Schittelinkubator angezogen. Die Halfte des Transformationsansatzes wurde auf eine LB-
Platte mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert und tber Nacht bei 37°C im Brutschrank
inkubiert. Von einzelnen Kolonien wurden fir die anschlieBende Plasmidisolierung (siehe
2.2.3.7) Ubernachtkulturen in Antibiotika-supplementiertem Medium angeimpft. Die
Transformationen wurden von Frau Ina Goroncy und Frau Katrin Sprenger durchgefiihrt (LG
Angeborene Immunitét, FZB).

2.2.3.8 Isolierung von Plasmiden aus E. coli

Um die durch Transformation in E. coli gebrachten und Uber Nacht vervielfaltigten Plasmide
wieder aus den Bakterienzellen zu isolieren, wurden die InnuPrep Plasmid-Kits der Firma
Analytik Jena nach Herstellerangaben verwendet. In diesem Zusammenhang wurde die
Plasmidisolierung in kleinem (MiniPrep) oder groBem MaBstab (MaxiPrep) durchgefihrt. Fir
die MiniPrep wurden Einzelkolonien in 5 ml Antibiotika-supplementiertem LB-Medium (x)
Uber Nacht bei 37°C im Schittelinkubator kultiviert. Die Bakterien wurden durch 2
Zentrifugationsschritte von je 1 min bei 14000 rpm in einem 2 ml Reaktionsgefal3
sedimentiert und gemaB dem InnuPrep Plasmid-Mini Kit isoliert. Wurde eine MaxiPrep
durchgefuhrt, wurden 200 ml antibiotikahaltigen Mediums mit der entsprechenden
Bakterienkultur angeimpft und tber Nacht bei 37°C unter mit 200 rpm inkubiert. Das Ernten
der Zellen erfolgte durch eine Zentrifugation fir 30 min in einem 50 ml Reaktionsgefal3 bei
5000 rpm. Eine Lyse der Zellen, sowie Isolierung und Aufreinigung der Plasmide wurden mit
Hilfe des InnuPrep Plasmid-Maxi Kits durchgefihrt.

Die Konzentration der so gewonnenen Plasmide wurde photometrisch im BioPhotometer bei
einer Extinktion von 260 nm bestimmt. Eine OD,g von 1 entspricht dabei einem DNA-Gehalt
von 50 pg/ml. Zuséatzlich wurde die Reinheit der DNA-LOsung durch Bestimmung der Ratio
ODogo/ ODogq Uberprift, wobei ein Verhaltnis von 1,8 einer reinen DNA-L6sung entspricht.
Die Isolierung der Plasmide wurde von Frau Ina Goroncy und Frau Katrin Sprenger
durchgefiihrt (LG Angeborene Immunitat, FZB).
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2.2.3.9 Mikroarray

Gewebestiicke der humanen Lunge wurden wie unter 2.2.2.8 beschrieben gewonnen,
stimuliert und in HOPE fixiert. Aus Schnitten der so erhaltenen Blécke wurde sodann RNA
isoliert (siehe: 2.2.3.2), in cDNA umgeschrieben (siehe: 2.2.3.3) und diese dann mittels
Mikroarray analysiert. Zu diesem Zweck wurde die cDNA an Imagenes (Berlin, Deuschland)
geschickt, wo ihre Expressionsstarke per Agilent 44k transcription array analysiert wurde.

2.2.3.10 Statistik

Soweit nicht anders angegeben, wurden Einzeldaten, oder reprasentative Versuche unter

Berechnung des Mittelwertes + Standardabweichung (SD) dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Bedeutung bakterieller Kontaminanten fur die Graser-
pollenallergen-induzierte Aktivierung respiratorischen Epithels

In ersten Versuchen konnte gezeigt werden, dass sowohl der Extrakt des Lieschgraspollen,
als auch das isolierte Majorallergen Phl p 1 dazu in der Lage waren, respiratorische
Epithelzellen zu aktivieren (Abbildung 3.1 und 3.2). Die in dieser Arbeit verwendeten
Lieschgraspollenextrakte und Phl p 1-Praparationen enthielten immunologisch relevante
Konzentrationen an Endotoxin. Sowohl kauflich erwerblicher, als auch selbstgesammelter
Lieschgraspollen enthélt eine Vielzahl an Mikroorganismen (Gram-positive, Gram-negative,
Pilze, Hefen), deren Bestandteile nicht vollstdndig aus dem eingesetzten Material entfernt
werden konnten. LPS als Hauptbestandteil der Membran Gram-negativer Bakterien wird
durch TLR4 erkannt, wobei das I6sliche LBP das LPS bindet und zu dem Korezeptor CD14
transportiert. CD14 transferriert LPS zu MD-2, welches dann an TLR4 bindet, wodurch die
Homodimerisierung des Rezeptors sowie die Signaltransduktion induziert wird®. Lipoproteine
aus bakteriellen Membranen werden durch TLR2 erkannt, welcher liganden-induziert mit
TLR1 oder TLR6 heterodimerisiert und so eine entsprechende Signaltransduktion ausldst®.
Peptidoglykan wird (iber die intrazelluldren PRRs NOD1 und NOD2 erkannt®**®®, wobei durch
die Erkennung eine Selbst-Oligomerisation induziert wird, welche die weitere
Signaltransduktion vermittelt®*'"®,

Da jedoch diese bakteriellen Bestandteile starke Stimulatoren des Immunsystems darstellen,
befasst sich dieser Teil der Arbeit mit der Detektion vorhandener Kontaminanten innerhalb
der Allergenpraparationen, der entsprechenden Rezeptorausstattung respiratorischer
Epithelzellen, sowie mit der Relevanz dieser Kontaminationen in Bezug auf die Phl p 1-
induzierte Aktivierung respiratorischer Epithelzelllinien.

3.1.1 Aktivierung humaner, respiratorischer Epithelzelllinien durch Graser-
pollenextrakt und das Majorallergen Phl p 1 des Lieschgrases

In ersten Experimenten wurde zundchst untersucht, ob der Gesamtextrakt des

Lieschgraspollens (Phleum pratense) generell dazu in der Lage ist, humane, respiratorische

Epithelzelllinien zu aktivieren. Bestimmt wurde dies mittels der Freisetzung des
proinflammatorischen Chemokins IL-8.
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Abb. 3.1: Die Stimulation von A549-Zellen mit Gesamtextrakt des Lieschgraspollens induziert
eine erhéhte Freisetzung von IL-8. A549-Zellen (A) und NCI-H292-Zellen (B) wurden fir die
angegebenen Zeitpunkte mit den aufgefiihrten Konzentrationen des Gréserpollenextraktes stimuliert.
Die Freisetzung von IL-8 wurde per ELISA im Uberstand der Zellen bestimmt. Dargestellt sind
Duplikate (Mittelwert £ SD) eines reprasentativen Versuches von 3 vergleichbaren Experimenten (n =
3).

Wie in Abbildung 3.1 dargestellt, lassen sich die beiden eingesetzten Zelllinien durch den
Graserpollenextrakt stimulieren. In direkter Abhangigkeit von der Konzentration des
Extraktes und der Dauer der Stimulation war sowohl in A549-Zellen (A), als auch in NCI-
H292-Zellen (B) eine ansteigende Chemokinfreisetzung zu beobachten.

Mit einer IgE-Pravalenz von 95 % gqilt das Majorallergen Phl p 1 des Lieschgrases als
wichtiger diagnostischer Marker'®?. Da es uns méglich war, Phl p 1 aus
Lieschgraspollenextrakt zu isolieren®®?, sollte Gberpriift werden, ob diese aufgereinigte
Einzelkomponente ausreichend ist, um humane, respiratorische Epithelzelllinien zu
aktivieren. Aus diesem Grund wurden im weiteren Verlauf verschiedene Epithelzelllinien des
humanen Respirationstraktes mit isoliertem Phl p 1 stimuliert und die Aktivierung der Zellen

wiederum anhand der IL-8-Freisetzung untersucht.
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Abb. 3.2: Phl p 1 induziert eine konzentrations- und zeitabhéngige IL-8-Freisetzung in A549-
Zellen. A549-Zellen wurden fir 20 h mit verschiedenen Konzentration an Phl p 1 (A) und fOr
verschiedene Zeitspannen (B) mit 5 uM Phl p 1 stimuliert. Die Zellkulturiberstdnde wurden mittels
ELISA auf die Freisetzung von IL-8 untersucht. Bei den dargestellten Daten handelt es sich um
Duplikate innerhalb eines Versuches (Mittelwert + SD). Sie sind reprasentativ fir 3 voneinander
unabhangige Experimente (n = 3).

Wie in Abbildung 3.2 A dargestellt, reagieren A549-Zellen bereits auf eine Phl p 1-
Konzentration von 0,5 uM mit erhdhter IL-8-Freisetzung im Vergleich zu Zellen, die mit
Medium behandelt wurden. Eine Steigerung der Allergenkonzentration flhrte zu einer
weiteren Erhéhung der Chemokinausschittung, sodass fir nachfolgende Experimente meist
eine Konzentration von 5 uM Phl p 1 eingesetzt wurde. Wie in Abb. 3.2 B zu sehen, kam es
bereits nach 2-stiindiger Stimulation mit Phl p 1 zu einer verstarkten Mediatorfreisetzung,
welche mit zunehmender Dauer der Stimulation weiter anstieg. Um eine mdglichst hohe
Freisetzung des detektierten Mediators gewéhrleisten zu kdénnen, wurde in dieser Arbeit

zumeist ein maximaler Zeitraum von 20 h als Stimulationsdauer gewahlt.

3.1.2 Endotoxingehalt des aufgereinigten Phl p 1

Abhé&ngig von der Abundanz der im Lieschgraspollen enthaltenen Mikroorganismen variierte
der Anfangsgehalt an Endotoxin in isoliertem Phl p 1 stark. In Abbildung 3.16 ist dies
beispielhaft flr zwei verschiedene Allergenpraparationen dargestellt. So enthielt eine
Allergenpréaparation anfangs 5,9 pg Endotoxin/ug Allergen, wahrend eine zweite eine etwa
doppelt so hohe Endotoxinkonzentration aufwies (9,24 pg Endotoxin/ug Allergen). Mit dem
Ziel, den Endotoxingehalt moglichst komplett zu eliminieren, wurden die
Allergenpréparationen mit dem Endo Trap System (siehe auch Kapitel 2.2.1.9) behandelt.
Innerhalb dieses Systems wird in einer Proteinlésung befindliches Endotoxin von einem

Saulenmaterial affinitdtschromatographisch gebunden. Wie aus Abbildung 3.3 ersichtlich,
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reduzierte sich der Endotoxingehalt bereits nach einer Anwendung des beschriebenen
Systems deutlich von 5,9 auf 3,8 pg Endotoxin/ug Allergen, bzw. von 9,24 auf 0,317 pg
Endotoxin/ug Allergen. Eine zweite Anwendung des Endo Trap Systems reduzierte
einerseits den Endotoxingehalt deutlich (von 3,8 auf 0,76 pg Endotoxin/ug Allergen),
erbrachte jedoch bei einer zweiten Préparation keine zusatzliche Beseitigung vorhandenen
Endotoxins. In einem anschlieBenden dritten Aufreinigungsschritt unter Einsatz der
beschriebenen Affinitdtschromatographie konnte schlieBlich keine weitere Beseitigung des
enthaltenen Endotoxins erzielt werden. Fir nachfolgende Allergenpréaparationen wurde
daher beschlossen, das Endo Trap System zweimal anzuwenden. Alle in dieser Arbeit
eingesetzten Allergenpraparationen wiesen einen Endotoxingehalt von 0,1-7 pg Endo-

toxin/ug Allergen auf.
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Abb. 3.3: Effizienz der Endotoxinbeseitigung aus aufgereinigtem Phl p 1. Phl p 1-Praparationen
wurden wie unter 2.2.1.9 beschrieben mit dem Endo Trap blue System weiter aufgereinigt. Die
Endotoxinkonzentration der Phl p 1-Prgparationen wurde vor der Behandlung mit Endo Trap (ET 0),
sowie nach jedem weiteren Schritt (ET 1-ET 3) mit dem Endosafe-PTS Testsystem quantitativ
ausgewertet und hier als pg E.coli LPS/ug Allergen aufgetragen.

3.1.3 Detektion von PRR auf A549- und NCI-H727-Zellen

Wie zuvor beschrieben, enthielten die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten
Allergenpraparationen durchaus relevante Konzentrationen an Endotoxin. Da diese
Bestandteile ursachlich sein kénnten fir die beschriebene Aktivierung respiratorischen
Epithels, war im weiteren Verlauf zunédchst von Interesse, ob die verwendeten Zellen die
entsprechenden Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptors, PRR) und
Korezeptoren exprimieren, die durch bakterielle Kontaminanten adressiert werden. Um dies
untersuchen zu kénnen, wurde aus unstimmulierten A549- und NCI-H727-Zellen RNA isoliert
(siehe Kapitel 2.2.3.1), in cDNA transkribiert (siehe Kapitel 2.2.3.3) und mit entsprechenden
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Primern per PCR (siehe Kapitel 2.2.3.4 und Tab. 2.11) auf die Expression verschiedener
PRRs untersucht. Wie in Abbildung 3.4 A dargestellt, exprimieren beide Zelllinien TLR2,
erkennbar an der spezifischen Bande mit einer GréBe von 283 bp (Spur 1 und 2). Auch die
als Kontrolle eingesetzte genomische DNA beider Zelllinien bestatigt die GrdBe der
detektierten Amplifikate bei 283 bp (Spur 7 und 8).

TLR2 B TLR4

[}

]
L,

A

e

—
5U'D|3D-i

M 1 2 3 4 5 & 7 B 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9 M
C NOD1 D NOD2
— =
= =
000p -== o -—— —

M 1 2 2 4 5 &6 7 B 9 M 1 2 3 4 5 6 7 8B 9

E D14

500 bp - e — -
M 1- R0 o S

Abb. 3.4: Detektion von PRR auf A549- und NCI-H727-Zellen. Aus unstimulierten A549- und NCI-
H727-Zellen wurde RNA isoliert (siehe 2.2.3.2), in cDNA umgeschrieben (siehe 2.2.3.3) und mit
entsprechenden Primern wurde per PCR (siehe 2.2.3.4) die Expression von TLR2, TLR4, NOD1,
NOD2 und CD14 nachgewiesen. Abb. 3.4 A-D: M = Marker, 1 = A549-Zellen, rt-positiv, 2 = NCI-
H727-Zellen, rt-positiv, 3 = Kontrolle rt (H,O statt template), 4 = A549-Zellen, rt-negativ, 5 = NCI-
H727-Zellen, rt-negativ, 6 = Kontrolle rt (H,O statt template), 7 = genomische DNA aus A549-Zellen, 8
= genomische DNA aus NCI-H727-Zellen, 9 = H,O Kontrolle. Abb. 3.4 E: M = Marker, 1 = A549-
Zellen, rt-positiv, 2 = NCI-H727-Zellen, rt-positiv, 3 = genomische DNA aus A549-Zellen, 4 = H,O
Kontrolle, 5 = genomische DNA aus NCI-H727-Zellen.

Auch TLR4 (Abb. 3.4 B) und NOD1 (Abb. 3.4 C) werden von beiden Zelllinien exprimiert,
jeweils visualisiert durch TLR4-spezifische Banden mit einer GrdBe von 304 bp (Spur 1 und
2) und NOD1-spezifische Signale bei einer FragmentgréBe von 434 bp (Spur 1 und 2).
NOD2 (Abb. 3.17 D) konnte in NCI-H727-Zellen lediglich auf genomischer Ebene detektiert
werden (Spur 8). In beiden Zelllinien scheint dieser Rezeptor schwach exprimiert (Spur 1 und
2), erkennbar an der schwachen Bande bei 385 bp. Beide Zelllinien exprimieren CD14,
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ersichtlich aus der Detektion des CD14-spezifischen Fragmentes mit einer GréBe von 400 bp
(Abb. 3.4 E, Spur 1 und 2). Da die Existenz einer mRNA nicht zwangslaufig in exprimiertem
Protein resultieren muss, wurde die Oberflachenexpression von TLR2, TLR4 und CD14 auf
A549- und NCI-H727-Zellen per FACS-Analyse untersucht. Wie in Abbildung 3.5 zu
erkennen ist, exprimieren beide Zelllinien TLR2 und TLR4. Interessanterweise konnte die
Expression von CD14 auf NCI-H727-Zellen nicht nachgewiesen werden, im Gegensatz zu

der detektierten Expression dieses Molekils auf A549-Zellen.
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Abb. 3.5: Expression von TLR2, TLR4 und CD14 auf der Oberflaiche von A549- und NCI-H727-
Zellen. Unstimulierte A549- und NCI-H727-Zellen wurden per FACS-Analyse (siehe 2.2.2.12) auf die
Expression von TLR2, TLR4 und CD14 untersucht. Die roten Histogramme repréasentieren den
jeweiligen Isotyp, wahrend die schwarzen, offenen Histogramme die exprimierten Molekiile darstellen.
Gezeigt sind représentative Daten von jeweils einem aus 3 voneinander unabh&ngigen Experimenten.

3.1.4 Relevanz von Rezeptoren des angeborenen Immunsystems fiir die Phl p
1-induzierte Aktivierung von Epithelzellen

Um neben dem TLR4-Liganden LPS, welcher Uber das Endosafe-PTS Testsystem
quantitativ bestimmt werden konnte, weitere Bestandteile von Mikroorganismen innerhalb
der Allergenpréaparationen detektieren zu kénnen, wurde in einem Expressionssystem mittels
transient transfizierter HEK293-Zellen untersucht, ob weitere Rezeptoren des angeborenen
Immunsystems durch das Allergen, bzw. darin enthaltene Kontaminationen adressiert
werden. Wie in Abbildung 3.6 dargestellt, ist TLR4 der einzige Rezeptor, Uber den
transfizierte und mit Phl p 1 stimulierte HEK293-Zellen aktiviert wurden (H). Beziglich aller
anderen getesteten Rezeptoren (TLR2, TLR3, TLR5, TLR7, TLR8, NOD1, NOD2) ist nur die
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jeweils spezifische Positivkontrolle, nicht jedoch das Allergen dazu in der Lage, eine IL-8-
Freisetzung zu verursachen. Es kann also davon ausgegangen werden, dass LPS die

einzige, immunologisch relevante Kontamination innerhalb der Allergenpraparationen
darstellt.
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Abb. 3.6: Phl p 1-induzierte Zytokinfreisetzung in transfizierten HEK293-Zellen. HEK293-Zellen
wurden wie unter 2.2.2.3 beschrieben mit den angegeben Plasmiden transfiziert. 20 h nach der
Transfektion erfolgte die Stimulation mit Phl p 1 und den entsprechenden Positivkontrollen (Pam3 =
PamsC-SKy, plC = polyinosin polycytidilic acid, Flag = Flagellin, ieDAP = Diaminopimelinsaure, MDP =
Muramyldipeptid, LPS = Lipopolysaccharid). 20 h nach der Stimulation wurden zellfreie Uberstande
mittels ELISA auf eine IL-8-Freisetzung untersucht. Die Daten sind reprasentativ fir mindestens 3
voneinander unabhéngige Wiederholungen des Versuches (Abb. 3.6 A, B, F, G und H, Mittelwert + SD,

n = 3), bzw. fir 2 voneinander unabhéangige Wiederholungen (Abb. 3.6 C, D und E, Mittelwert £ SD, n
=2).
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3.1.5 Korrelation zwischen Phl p 1-induzierter Mediatorfreisetzung und
Endotoxingehalt der Allergenpraparationen

Wie eben dargestellt, enthielten die verwendeten Phl p 1-Praparationen LPS, welches in
transfizierten HEK293-Zellen eine erhdhte IL-8-Freisetzung induzierte. Da bis auf primare
Epithelzellen nasalen Ursprunges alle hier verwendeten Zelllinien durch LPS aktivierbar sind,
stellte sich die Frage, ob der LPS-Gehalt der Allergenpraparationen mit der
Aktivierungskapazitat des Phl p 1 korreliert. Wie in Abbildung 3.7 dargestellt ist , wurden
daher 6 verschiedene Phl p 1-Préaparationen bezlglich ihrer Aktivierungskapazitat getestet.
Obwohl in gleicher Konzentration eingesetzt, variierte die in A549-Zellen durch das Allergen
induzierte IL-8-Ausschiittung stark. So bewirkte zum Beispiel Préparation 1 eine IL-8-
Ausschittung von etwa 500 pg/ml, wahrend Praparation 2 etwa die dreifache Menge des
Chemokins induzierte. Auf der 2. Y-Achse in Abbildung 3.7 ist der Endotoxingehalt der
getesteten Allergenpréparationen dargestellt. Wie zu erkennen ist, beinhaltete Préparation 1
etwa 4 pg LPS/ug Allergen und induzierte eine moderate Freisetzung von IL-8. Préaparation 2
bewirkte eine deutlich héhere IL-8-Ausschittung, wies jedoch nur etwa halb soviel Endotoxin
auf (2 pg LPS/ug Allergen). Praparation 5 verursachte ebenfalls eine nur schwache
Aktivierung der A549-Zellen, wies jedoch mit Gber 7 pg LPS/ ug Allergen den hdchsten
Endotoxingehalt auf. Auf Grund dieser Ergebnisse kann festgestellt werden, dass der
Endotoxingehalt der Allergenpraparationen nicht mit der in respiratorischen Epithelzelllinien
induzierten |IL-8-Freisetzung korreliert.
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Abb. 3.7: Korrelation zwischen der Phl p 1-induzierten IL-8-Freisetzung und des
Endotoxingehaltes der Allergenpriparationen. Die schwarzen Balken stellen die durch
verschiedene Phl p 1-Praparationen (1 — 6) induzierte IL-8-Freisetzung in A549-Zellen dar. Die Zellen
wurden mit je 5 uM der Allergenpraparationen fiir 20 h stimuliert. 20 h nach der Stimulation wurden
zellfreie Uberstande mittels ELISA auf eine IL-8-Freisetzung untersucht. Die offenen Balken zeigen
die Menge an E.col-LPS/ug Allergen nach Aufreinigung der Allergenpraparationen mit EndoTrap und
anschlieBender Quantifizierung des Endotoxingehaltes mittels des Endosafe-PTS Testsystems.
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3.1.6 Einfluss des TLR2- und TLR4-Signalweges auf die Phl p 1-induzierte
Aktivierung von A549-Zellen

Die Prasenz einer TLR4-Reaktivitat innerhalb der Allergenpréaparationen erforderte geeignete
MaBnahmen, um eine Relevanz des vorhandenen LPS bezliglich der Aktivierungskapazitat
des Phl p 1 ausschlieBen zu kénnen. Zu diesem Zweck wurden A549-Zellen mit
blockierenden Antikérpern gegen TLR2 oder den TLR2- und TLR4-Korezeptor CD14
prainkubiert und anschlieBend mit der entsprechenden Positivkontrolle und Phl p 1 stimuliert
(Abbildung 3.8 A). Die Zellen reagierten auf eine Stimulation mit dem TLR2-Liganden
Pam3C-SK, mit einer erhdéhten IL-8-Ausschittung, welche durch eine Prainkubation mit
einem blockierenden Antikdrper gegen TLR2 fast auf Kontrollniveau reduziert werden konnte.
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Abb. 3.8: Einfluss des TLR2- und TLR4-Signalweges auf die Phl p 1-induzierte Aktivierung von
A549-Zellen. A549-Zellen wurden fir 30 min prainkubiert mit blockierenden Antikérpern gegen TLR2
oder CD14 (A), oder mit C406 (B). Nach Ablauf der Prainkubation wurden die Zellen fir 20 h mit
Pam3C-SK,, LPS oder Phl p 1 in den angegebenen Konzentrationen stimuliert. AnschlieBend wurden
zellfreie Uberstédnde per ELISA auf eine IL-8-Freisetzung untersucht. Die Daten sind repréasentativ fiir
3 voneinander unabhangige Wiederholungen des Versuches (n = 3, £ SD).

Auch der gegen CD14 gerichtete Antikdrper reduzierte die Antwort der Zellen auf das
Lipopeptid um etwa die Halfte. Wie zu erwarten, wurde die LPS-induzierte IL-8-Freisetzung
durch den gegen TLR2 gerichteten Antikdrper nicht reduziert, wahrend der CD14-
blockierende Antikérper eine deutliche Reduktion der Freisetzung bewirkte. Die Phl p 1-
induzierte IL-8-Freisetzung wurde durch keinen der beiden blockierenden Antikdrper
reduziert, sodass davon ausgegangen werden kann, dass weder TLR2, noch TLR4 relevant
sind fUr die aktivierende Kapazitat des Allergens. Um TLR4 direkt blockierend adressieren zu
kénnen, kam im weiteren Verlauf das LPS-Analogon C406 zum Einsatz. Wie Abbildung 3.8 B
zeigt, hatte dieser TLR4-blockierende LPS-Antagonist kaum Auswirkungen auf die
Lipopeptid-induzierte IL-8-Freisetzung in A549-Zellen, reduzierte jedoch die durch eine LPS-
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Stimulation verursachte IL-8-Ausschittung auf Kontrollniveau. Auch hier zeigte sich, dass die
Allergen-induzierte Aktivierung von A549-Zellen nicht beeintrachtigt wurde. Gezeigt wird hier
bewusst die Phl p 1-induzierte IL-8-Freisetzung nach Stimulation mit einer Konzentration von
2 uM, da in diesem Fall die verursachte Chemokinausschittung mit der durch LPS
induzierten vergleichbar war. Es kann also davon ausgegangen werden, dass TLR4 nicht
adressiert wird und das Allergen unabhangig von Endotoxinkontaminationen eine Aktivierung
respiratorischen Epithels bewirk.

3.1.7 Moglicher synergistischer Effekt von LPS

Da Graserpollen des Lieschgrases mit Mikroorganismen besiedelt sind und eine zeitgleiche
Exposition mit Gréaserpollen und mikrobiellen Komponenten eher der natirlichen Situation
entspricht, war im Weiteren interessant, ob eine Kostimulation von A549-Zellen mit Phl p 1
und LPS zu einem synergistischen Effekt beziglich der Mediatorfreisetzung fihren wirde.
Um dies untersuchen zu kénnen, wurden A549-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen an
Phl p 1 oder LPS, sowie mit beiden Substanzen in Kombination stimuliert. Wie Abbildung 3.9
deutlich zeigt, konnte kein synergistischer Effekt beobachtet werden, sondern ein schwacher,
additiver Einfluss der Kostimulation auf die IL-8-Freisetzung.

IL-8-Freisetzung
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Abb. 3.9: Effekt einer Kostimulation von Phl p 1 und LPS. A549-Zellen wurden fir 20 h mit
aufgereinigtem Phlp 1 (0,5, 1 und 5 uM), LPS (0,1, 1, 10 und 100 ng/ml) oder mit beiden Substanzen
stimuliert. Nach Ablauf der Stimulation wurden zellfreie Uberstdnde gewonnen und mittels ELISA auf
eine IL-8-Freisetzung untersucht. Die Daten sind reprasentativ fir 2 voneinander unabhangige
Wiederholungen des Versuches (n = 2, Mittelwert £ SD).
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3.2 Weitere Untersuchung der Aktivierung humaner, respira-
torischer Epithelzelllinien durch Graserpollenextrakt und
isoliertes Phl p 1 des Lieschgrases

Fir viele Majorallergene und auch flr Extrakte verschiedener Gréaserpollen ist bereits
bekannt, dass sie humane respiratorische Epithelzelllinien dazu veranlassen, Zytokine und
Chemokine freizusetzen. So konnte fir die Majorallergene Der p 1 und Der p 9 der
Hausstaubmilbe (Dermatophagoides pteronyssinus) gezeigt werden, dass sie die Frei-
setzung von IL-8 aus primarem Bronchialepithel und der respiratorischen Epithelzellline
A549 induzieren'®'. Uber Pen ch 13, eine Serinprotease aus Penicillium chrysogenum,
wurde publiziert, dass es die Freisetzung von TGF-B und IL-8 aus humanen respiratorischen

Epithelzellen induziert®®’

. Extrakte verschiedener Pollen (Lolium perenne, Poa pratensis,
Acacia longifolia und Casuarina distyla) zeigten ebenfalls die Fahigkeit, die Ausschittung
von Zytokinen zu induzieren, wobei gezeigt werden konnte, dass die aus den Pollen
freigesetzten Proteasen hierbei eine entscheidende Rolle zu spielen scheinen’'®. In dieser
Arbeit sollte daher untersucht werden, ob ein Extrakt des Lieschgraspollens (Phleum
pratense), sowie das isolierte Majorallergen des Lieschgrases Phl p 1 ebenfalls
zellaktivierend wirken kénnen. Verwendet wurden A549-Zellen, die Typ-lI-Pneumozyten
entsprechen, sowie NCI-H292-, NCI-H727- und BEAS-2B-Zellen, Zelllinien bronchialen

Ursprungs.

3.2.1 Aktivierung weiterer respiratorischer Epithelzelllinien durch Phl p 1

In Abbildung 3.10 ist dargestellt, dass auch andere untersuchte Epithelzelllinien des
humanen Respirationstraktes eine Allergen-induzierte Chemokinausschittung aufwiesen.
NCI-H292-Zellen (Abb. 3.10 A) zeigten bereits nach 2-stiindiger Stimulation eine starke
Antwort auf das Lipopeptid Pam3;C-SK,, welche tber 6 h bis zum Endpunkt der Stimulation
mit 20 h auf 6000 pg IL-8/ml anstieg. LPS und Phl p 1 hingegen bewirkten erst nach 6 h eine
Erhdhung der IL-8-Freisetzung, welche im Vergleich mit dem Lipopeptid geringer ausfiel und
auch nach 20-stiindiger Stimulation eine IL-8 Konzentration von 1000 pg/ml nicht Uberstieg.
Im Gegensatz dazu wurden NCI-H727-Zellen (Abb. 3.10 B) durch das Lipopeptid nicht
stimuliert. Diese Zellen zeigten allerdings sowohl nach Stimulation mit LPS, als auch nach
Zugabe von Phl p 1 bereits nach 6 h eine erhdhte Chemokinausschittung. Auch BEAS-2B-
Zellen (Abb. 3.10 C) lieBen sich durch das Lipopeptid nicht aktivieren, reagierten aber auf
eine Stimulation mit dem Allergen nach 6 h mit einer deutlichen, sich nach 20 h noch
verstarkenden IL-8-Freisetzung. Im Gegensatz zu NCI-H292-Zellen reagierten diese Zellen
auf eine Stimulation mit LPS mit einer starken IL-8-Ausschiittung (5000 pg/ml).
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IL-8-Freisetzung
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Abb. 3.10: Phl p 1 aktiviert unterschiedliche respiratorische Epithelzelllinien. NCI-H292-Zellen
(A), NCI-H727-Zellen (B), sowie BEAS-2B-Zellen (C) wurden mit den angegebenen Stimuli fir die
aufgefiihrten Zeitspannen stimuliert. Eine Aktivierung der Zellen wurde Uber eine Stimulus-induzierte
IL-8-Freisetzung mittels ELISA gemessen. Bei den dargestellten Daten handelt es sich um Duplikate
innerhalb eines Versuches (Mittelwert + SD). Sie sind reprasentativ flir jeweils 3 voneinander
unabhangige Experimente (n = 3).

Zusatzlich zu der Phl p 1-induzierten Freisetzung des proinflammatorischen Chemokins IL-8
wurden im Verlauf dieser Arbeit weitere Zytokine und Faktoren im Hinblick auf eine Induktion
durch das Allergen getestet. Wie in Abbildung 3.11 B dargestellt, induzierte Phl p 1 die
Freisetzung des proinflammatorischen Zytokins IL-6 in A549-Zellen. Diese Zellen zeichneten
sich zudem durch eine deutliche Antwort auf Pam3;C-SK, und eine schwache Antwort auf
LPS aus. Ein vergleichbares Stimulationsprofil lieB sich in A549-Zellen ebenfalls beobachten,
wenn die Aktivierung der Zellen anhand der IL-8-Induktion bestimmt wurde (Abb. 3.11 A).
Eine Stimulation von A549-Zellen mit Phl p 1 flihrte des Weiteren zu einer erhdhten
Freisetzung des Wachstumsfaktors TGF- (Abb. 3.11 C). Das proinflammatorische Zytokin
TNF-a hingegen konnte durch eine Stimulation mit Phl p 1 nicht induziert werden ( Abb. 3.11
D). Auch das verwendete Lipopeptid und LPS bewirkten keine TNF-a-Freisetzung in diesen
Zellen. Das als Stimulus eingesetzte TNF-a hingegen konnte durch den TNF-a-spezifischen
ELISA detektiert werden.
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Abb. 3.11: Induktion verschiedener inflammatorischer Mediatoren durch Phl p 1. A549-Zellen
wurden far 20 h (A, B und D) mit Pam3;C-SK,, LPS und Phl p 1 in den angegebenen Konzentrationen
stimuliert. Mittels ELISA wurde die Freisetzung von IL-8 (A), IL-6 (B) und TNF-a (D) im
Zellkulturiberstand bestimmt. Abb. 3.11 C zeigt die ermittelte TGF-B-Freisetzung, nachdem A549-
Zellen 6, 20 und 48 h mit dem Allergen stimuliert wurden. Dargestellt sind Duplikate innerhalb eines
Versuches (Mittelwert + SD). Die gezeigten Daten sind als stellvertretend fir mindestens 3
vergleichbare, voneinander unabhangige Experimente zu betrachten (n = 3).

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von C. M. van Drunen (AMC, Amsterdam, Niederlande)
war es im Rahmen dieser Arbeit zudem mdglich, den Einfluss von Graserpollenextrakt und
isoliertem Phl p 1 auf NCI-H292-Zellen mittels eines Multiplex-ELISA zu untersuchen. Wie in
Abbildung 3.12 A dargestellt, verursachte sowohl eine Stimulation mit Gréserpollenextrakt,
als auch eine Inkubation der Zellen mit Phl p 1 eine erhéhte Freisetzung des Interleukin-1-
Rezeptor-Antagonisten (IL-1RA). Auch das Ty1-polarisierende Zytokin IL-12 wurde nach
Stimulation mit Extrakt und Phl p 1 im Vergleich zu unstimulierten Zellen in erhéhtem MaBe
ausgeschuttet (Abb. 3.12 B). Neben IL-6 und IL-8 (nicht dargestellt) wurde auch das Zytokin
MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1), welches eine Monozyten-anlockende
Chemotaxis bewirkt, durch den Extrakt und das isolierte Allergen induziert (Abb.3.12 C). In
Tabelle 3.1 sind die Zytokine dargestellt, die durch den Extrakt und Phl p 1 nicht induziert

wurden.
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Abb. 3.12: Induktion weiterer Zytokine durch Gréaserpollenextrakt und isoliertes Phl p 1. NCI-
H292-Zellen wurden fir 20 h mit Graserpollenextrakt und Phl p 1 in den angegebenen Konzen-
trationen stimuliert. Als Kontrolle diente HBSS. Die Zellkulturiberstande wurden nach
Herstellerangaben im Bio-Plex Human Cytokine 30-Plex Panel kit auf die Freisetzung der

entsprechenden Zytokine untersucht. Bei den dargestellten Daten handelt es sich jeweils um Triplikate
(Mittelwerte + SD).

Tabelle 3.1: Auflistung der Mediatoren, die nach Stimulation von NCI-H292-Zellen nicht
mittels Multiplex-ELISA detektiert werden konnten.

Nicht induzierte Mediatoren
Interleukin-1-f Interleukin-17 TNF-o
Interleukin-2 Interferon-y GC-SF
Interleukin-2-Rezeptor Interferon-a. FGF-B
Interleukin-5 MIP1a HGF
Interleukin-7 MIP1b EGF
Interleukin-10 Eotaxin VEGF
Interleukin-15 RANTES GM-CSF
IP-10 MIG
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3.3 Aktivierung primarer humaner Zellen des Respirationstraktes
durch Extrakt des Lieschgrases und isoliertes Phl p 1

Die vorangegangenen Experimente zeigen deutlich, dass sowohl der Gesamtextrakt des
Graserpollens, als auch das aufgereinigte Majorallergen Phl p 1 in der Lage sind, humane
Epithelzelllinien des Respirationstraktes zu aktivieren. Da immortalisierte Zelllinien nur
bedingt mit primaren Zellen vergleichbar sind, lag ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit in
der Untersuchung des Effektes von Gréaserpollenextrakt und Phl p 1 auf primare humane
Zellen des Respirationstraktes.

3.3.1 Graserpollenextrakt des Lieschgrases induziert eine erhdohte Zytokin-

freisetzung in primaren humanen nasalen Epithelzellen

Humane primare epitheliale Zellen wurden aus nasalen Biopsien isoliert (siehe 2.2.2.5),
kultiviert und zunachst fir 20 h mit verschiedenen Konzentrationen des Gesamtextraktes des
Lieschgraspollens stimuliert. Wie Abbildung 3.13 zeigt, induzierte der Extrakt neben IL-6 und
IL-8 (nicht gezeigt) eine erhdhte Freisetzung von IL-1RA (A), IL-12 (B) und MCP-1 (C).
Bezlglich der Ausschittung von IL-1RA Iasst sich eine leichte, konzentrationsabhéngige
Steigerung erkennen, wahrend IL-12 und MCP-1 bereits durch eine Extraktkonzentration von
100 pg/ml maximal induziert wurden und ansteigende Konzentrationen des Stimulus keine
weitere Erhdhung der Zytokinfreisetzung bewirkten. Interessanterweise gleicht das in den
priméren Zellen durch Gréaserpollenextrakt induzierte Zytokinprofil dem in NCI-H292-Zellen
induzierten, sodass in den primaren nasalen Epithelzellen nach Stimulation die gleichen
Zytokine nicht freigesetzt wurden (siehe Tab. 3.1).
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Abb. 3.13: Graserpollenextrakt bewirkt eine Zytokininduktion in priméaren, nasalen Epithelzellen.
Humane primare nasale Epithelzellen wurden mit den angegebenen Konzentrationen an
Gréaserpollenextrakt fir 20 h stimuliert. Als Kontrolle diente HBSS. Die Zellkulturiberstidnde wurden im
Bio-Plex Human Cytokine 30-Plex Panel kit auf die Freisetzung der entsprechenden Zytokine
untersucht. Bei den dargestellten Daten handelt es sich jeweils um Duplikate (Mittelwert £ SD),
reprasentativ fir einen gesunden Spender (n = 2).

3.3.2 Phl p 1 des Lieschgrases induziert eine erhdhte Zytokinfreisetzung in
primaren humanen nasalen Epithelzellen

Um den Einfluss von aufgereinigtem Phl p 1 auf primare nasale Epithelzellen untersuchen zu
kénnen, wurden die Zellen mit verschiedenen Konzentrationen an Phl p 1 stimuliert und die
Zellkulturberstande wiederum mittels Multiplex-ELISA auf die Freisetzung verschiedener
Zytokine untersucht. Wie in Abbildung 3.14 dargestellt, zeigte sich erneut eine Induktion der
Freisetzung von IL-1RA (A), IL-12 (B) und MCP-1 (C) durch das aufgereinigte Allergen. Die
Induktion der Zytokine zeigte sich bereits bei Allergenkonzentrationen von 1 uM und nahm
konzentrationsabhéngig zu. Verglichen mit der Extrakt-induzierten Zytokinfreisetzung und
der Aktivierung von NCI-H292-Zellen fallt auf, dass wiederum die gleichen Zytokine induziert
wurden. Mediatoren, die nicht induziert wurden, sind in Tabelle 3.1 aufgefihrt.
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Abb. 3.14: Phl p 1 bewirkt eine Zytokininduktion in primdren nasalen Epithelzellen. Humane
primdre nasale Epithelzellen wurden mit den angegebenen Konzentrationen an Phl p 1 fir 20 h
stimuliert. Als Kontrolle diente HBSS. Die Zellkulturiiberstande wurden im Bio-Plex Human Cytokine
30-Plex Panel kit auf die Freisetzung der entsprechenden Zytokine untersucht. Bei den dargestellten
Daten handelt es sich jeweils Duplikate (Mittelwert £ SD), représentativ fir einen gesunden Spender
(n=2).

3.3.3 Primare humane nasale Epithelzellen reagieren nicht auf Pam3;C-SK; und
LPS

Wie in Abbildung 3.10 gezeigt, reagieren Epithelzelllinien des Respirationstraktes mit der
Freisetzung von Zytokinen, wenn sie mit bakteriellen Komponenten wie LPS oder dem
Lipopetid Pams;C-SK, stimuliert werden. Da die verwendeten Allergenpréaparationen (siehe
auch Kapitel 3.1) trotz Aufreinigung immunologisch relevante Endotoxinkonzentrationen
aufwiesen, wurde im Weiteren die Relevanz dieser Kontaminationen in Bezug auf die
Aktivierung von primaren nasalen Epithelzellen untersucht. Aus diesem Grund wurden
primare  Epithelzellen nasaler Herkunft zusatzlich zu einer Stimulation mit
Graserpollenextrakt und Phl p 1 mit Pam3C-SK, und LPS inkubiert. Die Freisetzung von IL-8
diente als Aktivierungsmarker. Abbildung 3.15 zeigt, dass priméare nasale Epithelzellen nicht
durch Pam3;C-SK, oder LPS aktivierbar waren, wahrend das Allergen und auch der Extrakt
eine starke Erh6hung der IL-8-Freisetzung bewirkten.
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Abb. 3.15: Keine Aktivierung humaner primarer nasaler Epithelzellen nach Stimulation mit
Pam;C-SK; und LPS. Humane priméare Epithelzellen nasaler Herkunft wurden mit Pam3C-SK,, LPS
und Phl p 1 in den angegebenen Konzentrationen fiir 20 h stimuliert. Die Zellkulturiberstande wurden
mittels ELISA auf die Freisetzung von IL-8 untersucht. Dargestellt sind Duplikate innerhalb eines
Versuches (Mittelwert £ SD). Gezeigt sind Daten von einem gesunden Spender (n = 2).

3.3.4 Phl p 1 induziert eine Aktivierung humanen Lungengewebes

In Zusammenarbeit mit der Abteilung Klinische und Experimentelle Pathologie des
Forschungszentrums Borstel war es im Rahmen dieser Arbeit méglich, den Einfluss des
Majorallegens Phl p 1 auf humanes Lungengewebe zu untersuchen. Im Gegensatz zu bisher
eingesetzten Epithelzelllinien des Respirationstraktes und primaren Epithelzellen nasalen
Ursprunges wurden hier komplette Gewebestlicke der humanen Lunge mit Phl p 1 stimuliert.
In Abbildung 3.16 A ist der alveolare Bereich des Lungengewebes nach Stimulation mit Phl p
1 und anschlieBender immunhistochemischer Farbung dargestellt. Eindeutig positiv fir Phl p
1, ersichtlich aus der roten Anfarbung, zeigten sich hier die Alveolarmakrophagen,
schwacher jedoch auch das alveolare Epithel. In Abb. 3.16 B ist die bronchiale Region des
Gewebes dargestellt. Hier erwiesen sich die zilientragenden, bronchialen epithelialen Zellen
als deutlich positiv fur Phl p 1. Abb. 3.16 C zeigt Lungengewebe, das ohne Allergen und nur
mit dem verwendeten Medium inkubiert wurde. Nach immunhistochemischer Farbung konnte
hier keine Phl p 1-spezifische Anfarbung detektiert werden.

Die stimulationsinduzierte Freisetzung von IL-8 im Uberstand der inkubierten Gewebestiicke
diente als Marker fur die Zellaktivierung. Wie aus Abbildung 3.16 D ersichtlich, fuhrte eine
Stimulation von Lungengewebe mit Phl p 1 bereits nach 2 h zu einer leichten Erhéhung der
IL-8-Freisetzung, welche sich nach 4-stindiger Inkubation des Gewebes mit dem Allergen
noch deutlich verstarkte.
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Abb. 3.16: Phl p 1 interagiert mit alveolarem und bronchialem Epithel und induziert eine IL-8-
Freisetzung in Gewebestiicken der humanen Lunge. Gewebestlicke der humanen Lunge wurden
fur die angegebene Zeitrdume mit Phl p 1 (0,7 uM) stimuliert oder nur mit Medium (RPMI) inkubiert. A,
B und C zeigen immunhistochemisch gefarbte Schnitte. Die blaue Farbung resultiert aus der
Behandlung der Schnitte mit Meyers Hamalaunlésung, wahrend die rot gefarbten Bereiche spezifisch
sind fUr eine Bindung des Antikdrpers gegen Phl p 1. A zeigt den Alveolarraum, B représentiert den
bronchialen Bereich der Gewebestlicke. C zeigt Gewebe, dass nur mit Medium inkubiert wurde
(Kontrolle, Vergr6Berung = 200-fach). Die Pfeile verdeutlichen Phl p 1-positive epitheliale Zellen in
beiden Bereichen. VergroBerung = 400-fach. Dargestellt sind reprasentative Faroungen von einem
Spender (n = 3). Abb. 3.16 D: Zellfreie Uberstdnde der Gewebestlicke wurden per ELISA auf eine IL-
8-Freisetzung untersucht. Es handelt sich um reprasentative Daten eines nicht-allergischen Spenders
(n = 3, Mittelwert £ SD).
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3.4 Pnhl p 1-induzierte Genexpression und Signaltransduktion

In einigen Verdffentlichungen konnte bereits gezeigt werden, dass Extrakte aus Phleum
pratense, Betula alba und Dermatophagoides pteronyssinus die Freisetzung von IL-6 und IL-
8 aus respiratorischen Zelllinien verursachen®'*. Desweiteren konnte fiir den Extrakt der
Hausstaubmilbe (HDM) gezeigt werden, dass er unter anderem eine erhéhte TGF-f-
Genexpression in A549-Zellen induziert'®®®*  Die Auswirkung einer Stimulation von
Atemwegsepithel mit Phl p 1 auf die Genexpression wurde bislang nicht publiziert, sodass in
dieser Arbeit die Induktion der Mediatoren, dargestellt in Kapitel 3.2 und 3.3, auf Ebene der
Genexpression verifiziert werden sollte. Des Weiteren sollte die Involvierung von MAPK in
die Phl p 1-induzierte Aktivierung respiratorischen Epithels untersucht werden. Unter Einsatz
des STST-Models war es zusatzlich méglich, per Mikroarray-Analyse einen ersten Eindruck
von der Phl p 1-induzierten Genexpression in primarem humanem Lungengewebe zu
erhalten.

3.4.1 Phl p 1-induzierte Genexpression humaner respiratorischer Epithel-

zelllinien

Wie in Abbildung 3.17 gezeigt, induzierte eine Stimulation von A549-Zellen mit Phl p 1 die
Freisetzung von IL-8, IL-6 und TGF-B. Um diese beobachtete Freisetzung auf Ebene der
Genexpression verifizieren zu kdnnen, wurden A549-Zellen fur 1, 2 und 6 h mit Phlp 1 (5 uM)
oder LPS (100 ng/ml) stimuliert und die induzierte Genexpression per real-time PCR
quantitativ bestimmt. Zellen, die ausschlieBlich mit Medium behandelt wurden, dienten als
Kontrolle. Abbildung 3.17 A zeigt, dass eine Stimulation von A549-Zellen mit Phl p 1 bereits
nach 2 h eine im Vergleich zur Kontrolle mehr als 25-fache Hochregulation der IL-8-
Expression bewirkte, welche nach 6 h wieder abnahm. LPS induzierte nach 2-stindiger
Stimulation eine im Vergleich zur Kontrolle 5-fach hochregulierte Genexpression, die auch
nach 6 h in ahnlicher Intensitat detektierbar war. Ein vergleichbares Induktionsprofil zeigte
sich, wenn man die induzierte |IL-6-Expression betrachtet (Abb. 3.17 B). Auch hier flhrte die
Stimulation von A549-Zellen mit dem Allergen Phl p 1 nach 2 h zu einer fast 35-fachen
Hochregulation der IL-6-Genexpression im Vergleich zu Zellen, die ausschlieBlich mit
Medium inkubiert wurden. Nach 6 h lieB sich hier noch eine Allergen-induzierte
Hochregulation um Faktor 10 feststellen. Eine Stimulation mit LPS verursachte auch hier
eine 5-fache Induktion der Genexpression, welche ebenfalls nach 6 h noch detektierbar war.
Im Gegensatz zur Phl p 1-induzierten IL-8-Genexpression wird die Expression von IL-6
bereits nach 1-stindiger Stimulation mit Phl p 1 mehr als 10-fach hochreguliert. Die
Expression von TGF-f (Abb. 3.17 C) wird durch das Allergen ebenfalls hochreguiert. Hier

lieB sich im Vergleich zur Kontrolle eine mehr als 2-fache Hochregulation der TGF--
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Genexpression beobachten, wohingegen eine Stimulation der Zellen mit LPS keine

nennenswerte Regulation der TGF-B-Expression bewirkte.
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Abb. 3.17: Phl p 1-induzierte Genexpression in A549-Zellen. A549-Zellen wurden fir die
angegebenen Zeitrdume mit Phl p 1 (5 uM) oder LPS (100 ng/ml) stimuliert, Medium-behandelte
Zellen dienten als Kontrolle. Die IL-8-, IL-6- und TGF-B-Expression wurde relativ zu dem
Housekeeping-Gen HPRT durch quantitative real-fime PCR gemessen und die Expression auf die
jeweilige Kontrolle bezogen. Dargestellt sind Daten von einem reprasentativen Experiment aus 3
voneinander unabhangigen Wiederholungen des Versuches (n = 3).

3.4.2 Phl p 1-induzierte Phospohorylierung von MAP-Kinasen in A549-Zellen

Um zu untersuchen, welche Signaltransduktionswege in A549-Zellen aktiviert werden,
nachdem sie mit Phl p 1 stimuliert wurden, wurde im Rahmen dieser Arbeit die Phl p 1-
induzierte Aktivierung von Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) untersucht. Zu diesem
Zweck wurden A549-Zellen mit dem Allergen stimuliert und die Zelllysate anschlieBend
mittels Western Blot auf die Phosphorylierung der MAPK Erk und p38 untersucht. Wie in
Abbildung 3.18 A dargestellt, bewirkte eine Stimulation der Zellen mit isoliertem Phl p 1
bereits nach 5 min eine Phosphorylierung von Erk, welche auch nach 10 min noch
detektierbar war. Diese Phosphorylierung konnte in den Medium-behandelten Zellen nicht
nachgewiesen werden, wahrend eine Stimulation mit PMA/Anisomycin (Positivkontrolle) fir
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30 min eine deutliche Phosphorylierung von Erk bewirkte. Abbildung 3.18 B zeigt, dass auch
p38, im Gegensatz zu nicht stimulierten Zellen, nach 5-minltiger Inkubation mit dem Allergen
eine Phosphorylierung erféhrt. Diese ist nach 10 min noch deutlich und nach 20 min nur
noch schwach detektierbar. Auch hier weist die Positivkontrolle eine deutliche
Phosphorylierung von p38 auf. Als Beladungskontrolle diente jeweils der Nachweis von
unphosphoryliertem Erk und p38.

A
Erk S —
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B
p38 —
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Abb. 3.18: Phl p 1-induzierte Phosphorylierung von Erk und p38. A549-Zellen wurden flr die
angegebenen Zeitpunkte mit Phl p 1 (5 uM) stimuliert oder nur mit Medium inkubiert (K). Nach Ablauf
der jeweiligen Inkubation wurden die Zellen mit Laemmli-Puffer lysiert und die Lysate mittels Western
Blot auf die Phosphorylierung von Erk (pErk) und p38 (pp38) untersucht. Als Beladungskontrolle
diente jeweils der Nachweis von unphosphorylietem Erk und p38. Als Positivkontrolle (PK) diente
eine Stimulation der Zellen mit PMA und Anisomycin fiir 30 min. M = Marker. Die dargestellten Daten
sind représentativ fir 3 voneinander unabhangige Wiederholungen dieses Versuches (n = 3).

Um die Relevanz der Phosphorylierung der MAPK Erk und p38 auf die Phl p 1-induzierte IL-
8-Freisetzung untersuchen zu kdnnen, wurden spezifische Inhibitoren eingesetzt. A549-
Zellen wurden mit einem Erk-spezifischen Inhibitor (PD-88059) und mit einem p38-
spezifischen Inhibitor (SB-35080) vorinkubiert und anschlieBend mit TNF-oo und Phl p 1
stimuliert. Wie in Abbildung 3.19 dargestellt, bewirken beide Inhibitoren eine Reduktion der
TNF-o-induzierten IL-8-Freisetzung. Auch die Phl p 1-induzierte Ausschuttung von IL-8

erfahrt eine deutliche Reduktion nach Prainkubation der Zellen mit den Inhibitoren.
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Abb. 3.19: Einfluss von MAPK-Inhibitoren auf die Phl p 1-induzierte IL-8-Freisetzung in A549-
Zellen. A549-Zellen wurden mit Erk- und p38-spezifischen Inhibitoren (PD-98059 und SB-203580) fir
30 min prainkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Zellen mit TNF-a (1 ng/ml) oder Phip 1 (5 uM)
fir 20 h stimuliert. Zellfreie Uberstande wurden mittels ELISA auf eine IL-8-Freisetzung untersucht.
Die Daten sind reprasentativ fir 3 voneinander unabhangige Wiederholungen des Versuches (n = 3,
Mittelwert £ SD).

3.4.3 Phl p 1-induzierte Genexpression in humanem Lungengewebe

Um die Phl p 1-induzierte Genexpression in humanem Lungengewebe untersuchen zu
kdénnen, wurde der Agilent 44k transcription array verwendet, der mit 41000 Probe Sets
bestlickt ist. Ein Probe Set entspricht nicht unbedingt einem Gen, da ein Gen teilweise durch
mehrere Probe Sets reprasentiert wird, die unterschiedliche Bereiche des Transkriptes
abdecken. Es wurden daher etwa 30.000 Gene untersucht.

Um einen ersten Uberblick des Expressionsprofils humanen Lungengewebes nach 2-
stindiger Stimulation mit Phl p 1 zu erhalten, wurden die normalisierten Daten des
stimulierten Gewebes zunachst im Scatterplot gegen die Daten der unstimulierten Kontrolle
logarithmisch aufgetragen (Abb. 3.20). Jeder dargestellte Punkt entspricht einem Probe Set
und weist keine Regulation auf, wenn er sich auf der Diagonalen der beiden Achsen befindet,
da die normalisierte Fluoreszenzstarke bei stimulierter und unstimulierter Probe identisch ist.
Gene, die durch die Stimulation mit Phl p 1 hochreguliert wurden, werden durch Probe Sets
reprasentiert, die unterhalb der Diagonalen liegen. Hier ist der Wert der stimulierten Probe
héher als der Wert der Kontrolle. Negativ regulierte Gene werden durch Probe Sets
dargestellt, die oberhalb der Diagonalen liegen. Der Wert der stimulierten Probe ist hier
niedriger als der der Kontrolle. Wie Abbildung 3.20 zeigt, erwiesen sich nach 2-stindigen
Stimulation mit Phl p 1 viele Probe Sets sowohl positiv als auch negativ reguliert.
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Abbildung 3.20: Scatterplot-Darstellung der Mikroarray-Analyse von Phlp 1 —stimuliertem
Lungengewebe. Gewebestlicke der humanen Lunge wurden fir 2 h mit Phl p 1 (0,7 uM)
stimuliert und die Anderung der Genexpression im Vergleich zu unstimuliertem Gewebe durch
eine Mikroarray-Analyse untersucht. In der Scatterplot-Darstellung wurden die Werte des
stimulierten Gewebes gegen die Kontrolle (Medium) in Form des natirlichen Logarithmus
aufgetragen. Jeder Punkt reprasentiert die normalisierte Fluoreszenzstarke eine Probe Sets.

Eine genauere Auswertung der Anzahl der regulierten Gene ist in Tabelle 3.2 aufgefiihrt.
Nach 2-stiindiger Stimulation des humanen Lungengewebes mit Phl p 1 erwiesen sich
4433 Probe Sets als 2-fach reguliert, wobei 2540 Probe Sets hochreguliert wurden und
1893 Probe Sets herunterreguliert. Noch 579 Probe Sets wiesen einen mehr als 4-fachen
Unterschied zur Kontrolle auf, 170 einen mehr als 6-fachen und 60 Probe Sets zeigten
eine 10-fach unterschiedliche Regulation.

Tabelle 3.2: Anzahl regulierter Probe Sets nach Stimulation mit Phl p 1.

2 2-fach 2 4-fach 2 6-fach 2 10-fach
Hoch 2540 417 125 40
Runter 1893 162 45 20
Gesamt 4433 579 170 60

Gewebestlicke der humanen Lunge wurden fir 2 h mit Phl p 1 (0,7 uM) stimuliert und die
Anderung der Genexpression im Vergleich zu unstimuliertem Gewebe durch eine Mikroarray-
Analyse untersucht. Die normalisierten Werte der gemessenen relativen Fluoreszenz wurden auf
die unstimulierte Kontrolle bezogen und als x-fache Induktion dargestellit.

Um einen ersten Eindruck zu erhalten, welchen Bereichen die regulierten Probe Sets
zugeordnet werden kénnen, wurde ein Teil der Probe Sets in funktionelle Genkategorien
eingeordnet. Wie Abbildung 3.21 zeigt, erwiesen sich nach Stimulation mit Phl p 1 unter
anderem Gene aus den folgenden Bereichen als moduliert: Zellkommunikation,
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Metabolismus, CD-Molekule, Nukleinsdure-bindende Molekile, Enzyminhibitoren, TLRs
und assoziierte Molekule, sowie Transport.
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Abbildung 3.21: Modulation verschiedener funktioneller Genkategorien humanen

Lungengewebes nach einer Stimualtion mit Phl p 1. Gewebestiicke der humanen Lunge wurden

fir 2 h mit Phl p 1 (0,7 uM) stimuliert und die Anderung der Genexpression im Vergleich zu

unstimuliertem Gewebe durch eine Mikroarray-Analyse untersucht. Die ausgewahlte regulierte Probe

Sets wurden in funktionelle Genkategorien zusammengefasst und galten als reguliert, wenn im
Vergleich zur Kontrolle eine mehr als 2-fache Modulation vorlag.

Tabelle 3.3 zeigt die den jeweiligen funktionellen Genkategorien zugehdérigen Probe Sets.
Besonders stark modulierte Probe Sets aus einigen der zuvor beschriebenen Genkategorien
sind in Tabelle 3.4 dargestellt. So wurde DUSP27, eine dual specificity phosphatase (DUSP)
im Vergleich zur Kontrolle um mehr als 14-fach hochreguliert. Keratin 17, involviert in die
Ausbildung des Zytoskelettes epithelialer Zellen, wurde mehr als 9-fach hochreguliert. Auch
der Serinprotease-Inhibitor SERPINB4 wurde mehr als 8-fach hochreguliert, wahrend das
Th2-Zytokin CCL17 und das TNF-o-induzierende Protein 6 (TNFAIP6) mehr als 5-fach

herunterreguliert wurden.
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Tabelle 3.3: Sortierung einiger regulierter Probe Sets nach funktionellen Genkategorien.

Ergebnisse

Gen x-fache Induktion Beschreibung Datenbank-Nr.
Zellkommunikation

IL8 4,2 Interleukin 8 NM_000584
STCH1 -2,8 stanniocalcin 1 NM_003155
IL11 -3,3 Interleukin 11 NM_000641
FST -4,.3 Folistatin NM_013409
LOXL2 -2,5 Lysyloxidase-like 2 NM_002318
MUC15 2,6 Mucin 15 NM_145650
MUC16 6,4 Mucin 16 NM_024690
MUC20 5,1 Mucin 20 NM_152673
MUC4 4 Mucin 4 NM_018406
CXCL10 4,8 Chemokin-(C-X-C-Motiv)-Ligand 10 NM_001565
AREG -2,7 Amphiregulin NM_001657
S100A2 6,9 S100 Calcium bindendes Protein NM_005978

A2 (S100A2)
EDNRA -2 Endothelinrezeptor, Typ A NM_001957
COL9A3 5,8 Kollagen 9 alpha 3 NM_001853
COL2A1 9,4 Kollagen 2 alpha 1 NM_001844
COLBA1 -3,4 Kollagen 3 alpha 1 NM_000090
COL5A1 -3 Kollagen 5 alpha 1 NM_000093
MUC16 6,4 Mucin 16 NM_024690
RASD1 3 RAS, Dexamethason-induziert 1 NM_016084
BIRC5 -5,4 baculoviral IAP repeat-containing5 NM_001012271
(survivin) (BIRC5)
CRABP2 -2,3 cellular retinoic acid binding protein  NM_001878
2 (CRABP2)
EPHA4 2,8 EPH-Rezeptor A4 NM_004438
VIPR1 3,5 vasoactive intestinal peptide NM_004624
receptor 1
VIPR2 3,3 vasoactive intestinal peptide NM_003382
receptor 2
PTX3 -5,3 pentraxin-related gene NM_002852
PBEF1 -2,9 pre-B-cell colony enhancing factor1  NM_005746
IL13RA2 -2,6 Interleukin 13 Rezeptor NM_000640
F3 2,2 coagulation factor 111 NM_001993
(Thromboplastin)
SCARAS3 2 Scavenger-Rezeptor, KIA, Typ 3  NM_182826
IL11 -3,3 Interleukin 11 NM_000641
IL13 -5 Interleukin 13 NM_002188
IL17B -2,7 Interleukin 17B NM_ 014443
IL17F 2,4 Interleukin 17F NM_052872
IL1R1 -2,5 Interleukin-1-Rezeptor NM_000877
IL1R2 -2,9 Interleukin-1-Rezeptor NM_004633
IL1RAP -3,7 interleukin 1 receptor accessory NM_002182
protein

IL1RN -4,7 interleukin 1 receptor antagonist NM_173842
IL24 -2,7 Interleukin 24 NM_006850
IL26 -3,3 Interleukin 26 NM_018402
IL27 -2,6 Interleukin 27 NM_145659
IL29 2,3 Interleukin 29 NM_172140
IL2RA 2,1 interleukin-2-receptor-antagonist NM_000417
IL5 -2,1 Interleukin 5 NM_000879
IL6 2,5 Interleukin 6 NM_000600
IL7R 2,4 interleukin 7 receptor NM_002185
CCL17 -5,4 Chemokin-(C-C Motiv)-Ligand 17 NM_002987
CCL19 2,9 Chemokin-(C-C Motiv)-Ligand 19 NM_006274
CCL2 -2,1 Chemokin-(C-C Motiv)-Ligand 2 NM_002982
CCL27 2,2 Chemokin-(C-C Motiv)-Ligand 27  NM_006664

80



Ergebnisse

Gen x-fache Induktion Beschreibung Datenbank-Nr.
CCL3 4,1 Chemokin-(C-C Motiv)-Ligand 3 D00044
CCL3L3 3,9 chemokine (C-C motif) ligand 3-like NM_001001437
3
CCL4 3,1 Chemokin-(C-C Motiv)-Ligand 4 NM_002984
CCRt1 -2 chemokine (C-C motif) receptor 1 NM_001295
CCRe6 -8,6 chemokine (C-C motif) receptor6 ~ NM_031409
CXCL10 4,8 chemokine (C-X-C motif) ligand 10 NM_001565
CXCL11 3,5 chemokine (C-X-C motif) ligand 11~ NM_005409
CXCL5 -2,8 chemokine (C-X-C motif) ligand5  NM_002994
CXCL9 2,3 chemokine (C-X-C motif) ligand9  NM_002416
DUSP2 2,1 dual specificity phosphatase 2 NM_004418
DUSP8 -2,2 dual specificity phosphatase 8 NM_004420
DUSP27 141 dual specificity phosphatase 27 NM_001080426
Metabolismus
ADAMS8 -2 ADAM metallopeptidase domain8  NM_001109
RAB3B 2,5 Ras-related protein Rab-3B NM_002867
AKR1C3 2,5 aldo-keto reductase family 1 NM_003739
KRT15 4,8 Keratin 15 NM_002275
KRT17 9,2 Keratin 17 NM_000422
KRT23 3,7 Keratin 23 NM_015515
KRT5 20,7 Keratin 5 NM_000424
KRT6A 3,5 Keratin 6A NM_005554
Cborf4 2 chromosome 5 open reading frame  NM_032385
4
CD-Molekiile
CD163 -2 CD163-Molekdl NM_004244
CD1A -2,5 CD1a-Molekdl NM_001763
CD1B -2,3 CD1b-Molekdil NM_001764
CD1C -3,6 CD1c-Molekil NM_001765
CD207 -2,3 CD207-Molekil NM_015717
CDh22 2 CD22-Molekdl NM_001771
CD24 3,8 CD24-Molekdl L33930
CD248 -2 CD248-Molekdl NM_020404
CD274 -2 CD274-Molekdl NM_014143
CDh2BP2 2,1 mRNA for KIAA1178 protein AB033004
CD300LF -2,2 CD300 molecule-like family NM_139018
member f
CD300LG 5 CD300 molecule-like family NM_145273
member g
CD44 -2,3 CD44-Molekdl NM_000610
CD5L -3,4 CD5 molecule-like NM_005894
CD84 -3,1 CD84-Molekdl NM_003874
CD86 -3,3 CD86-Molekdil NM_006889
Nukleinsaure-
bindend
TNFAIP6 -5,4 TNF-o-inducing protein 6 NM_007115
TNFAIP3 -2 TNF-o-inducing protein 3 NM_006290
ETVS -2 ets variant gene 5 (ets-related NM_004454
molecule)
Enzyminhibitoren
SERPINB2 -9,4 Serpinpeptidase-Inhibitor, Klasse B, NM_002575
Mitglied 2
SERPINBS3 6,3 Serpinpeptidase-Inhibitor, Klasse B, NM_006919
Mitglied 3
SERPINB4 8,4 Serpinpeptidase-Inhibitor, Klasse B, NM_002974
Mitglied 4
SERPINB8 -2 Serpinpeptidase-Inhibitor, Klasse B, NM_198833
Mitglied 8
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Gen x-fache Induktion Beschreibung Datenbank-Nr.
TLRs +
Adaptermolekiile
TLR10 2 Toll-like-Rezeptor 10 NM_030956
TLR6 -2 Toll-like-Rezeptor 6 NM_006068
TRAF1 -2 TNF receptor-associated factor 1 NM_005658
TRAF3IP1 3,8 TNF receptor-associated factor 3 NM_015650
interacting protein 1
IRAK3 -2 interleukin-1 receptor-associated ~ NM_007199
kinase 3
Transport
SLCO4A1 -2,1 solute carrier organic anion NM_016354
transporter family
DMBT1 -2,6 deleted in malignant brain tumors 1 NM_007329

Tabelle 3.4: Ausgewahlte Probe Sets der funktionellen Genkategorien.

Genkategorie Genname x-fach x-fach Beschreibung Datenbank-Nr.
Array real-time

Zellkommunikation DUSP27 141 7,5 dual specificity NM_ 001080426
phosphatse 27

Metabolismus KRT17 9,2 12,5 Keratin 17 NM_000422

Interleukine CcCL17 -5,4 -5 Chemokin (C-C- NM_002987
Motiv)-Ligand 17

Enzyminhibitoren SERPINB4 8,4 46 Serinprotease- NM_002974
Inhibitor, Kl B,

Nukleinsaure- TNFAIP6 -5,4 -5,4 Mitglied 4 NM_007115

bindend TNF-a-

induzierendes

Protein 6

Die in Tabelle 3.4 aufgeflihrten Gene wurden innerhalb des Mikroarrays durch nur jeweils ein
Probe Set reprasentiert und auch die Mikroarray-Analyse lediglich einmal durchgefuhrt. Um
untersuchen zu kénnen, ob diese Probe Sets tatsachlich reguliert wurden, oder es sich hier
um Fehler innerhalb der Mikroarray-Analyse handelte, wurde die Modulation der Expression
ausgewahlter Gene mittels real-time PCR Uberprift. Zu diesem Zweck wurde, wie unter
2.2.3.2 beschrieben, RNA aus Gewebestlicken der humanen Lunge isoliert, transkribiert und
unter Einsatz entsprechender Primer die Genexpression quantitativ bestimmt. Die RNA
wurde hierfir aus denselben Proben isoliert, die auch schon fur die Isolierung der fur die
Mikroarray-Analyse bendétigten RNA verwendet wurden. Die Mikroarray-Analyse zeigte flr
DUSP27 eine Hochregulation um den Faktor 14. Die Uberpriifung mittel real-time PCR
zeigte eine Hochregulation des Gens um den Faktor 7,5 (Abb. 3.22). KRT17 erwies sich im
Mikroarray im Vergleich zur Kontrolle um 9-fach hochreguliert. Mittels real-time PCR konnte
hier eine Hochregulation um das 12,5-fache ermittelt werden. CCL17 fiel im Mikroarray durch
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eine Runterregulation um den Faktor 5,4 auf, was ebenfalls mittels real-time PCR bestatigt
werden konnte. Die Mikroarray-Analyse der Gewebestlicke der humanen Lunge zeigte eine
Hochregulation des Serinprotease-Inhibitors SERPINB4. Auch diese Modulation konnte
unter Einsatz SERPINB4-spezifischer Primer mittels real-time PCR reproduziert werden. Im
Array zeigte sich hier eine Hochregulation um den Faktor 8,4 und per real-time PCR konnte
eine 46-fache Hochregulation des Gens detektiert werden. Die im Mikroarray beobachtete
Runterregulation des TNF-a-inducible protein 6 (TNFAIP6) konnte ebenfalls mittels real-time

PCR bestatigt werden, wenn auch hier die Runterregulation nicht so deutlich ausfiel.

ODUSP27
ECCLIT
BERT1T

B SERPINBY
BTNFAIPS

&

8

e
[—]

[x-fache Induktion]
s

ﬂ e e——

10 Medium Phlp 1

Abbildung 3.22: Modulation der mRNA verschiedener Gene nach Stimulation mit Phl p 1.
Gewebestlicke der humanen Lunge wurden fir 2 h mit Phl p 1 (0,7 uM) stimuliert und die RNA wie
beschrieben isoliert (siehe Kapitel 2.2.3.2) und in cDNA transkribiert. Die DUSP27-, CCL17-, KRT17-
und SERPINB4-Expression wurde relativ zu dem Housekeeping-Gen HPRT durch quantitative real-
time PCR gemessen und die Expression auf die jeweilige Kontrolle bezogen. Dargestellt sind
Duplikate von einem reprasentativen Experiment (n = 2).
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3.5 Untersuchung des aktiven Prinzips des Phl p 1

Wie in Kapitel 3.1 gezeigt werden konnte, waren bakterielle Kontaminanten nicht
verantwortlich fir die Phl p 1-induzierte Aktivierung respiratorischen Epithels, sodass im
Weiteren eine ndhere Eingrenzung des aktiven Prinzipes des Phl p 1 vorgenommen werden
sollte. Zu diesem Zweck wurde zunachst die Relevanz des Proteinanteils des Phl p 1 ndher
untersucht. AuBerdem wurde flUr viele Majorallergene bereits publiziert, dass sie

proteolytische Eigenschaften aufweisen®**"

. Man geht davon aus, dass die Interaktion
dieser Allergene mit PAR auf der Oberflache respiratorischen Epithels die Barrierefunktion
dieser Zellen auBer Kraft setzt und dem Allergen so die Passage durch das Epithel
erméglicht wird®*"'%”. Da fiir rekombinantes Phl p 1 bereits gezeigt wurde, dass es unter
bestimmten Bedingungen proteolytisch aktiv sein kann® und auch fiir Graserpollenextrakte
beschrieben wurde, dass sie zellschadigend wirken, sollte in dieser Arbeit eine mdgliche
proteolytische Kapazitdt des natdrlichen Phl p 1 analysiert werden. Wie bereits in der
Einleitung beschrieben, weist natlrliches Phl p 1 einen Kohlenhydratanteil von etwa 5 %
auf'®. Aus diesem Grund sollte zudem untersucht werden, inwieweit diese Glykosylierungen

maBgeblich sind fur die Phl p 1-induzierte IL-8-Freisetzung in A549-Zellen.

3.5.1 Die stimulatorische Aktivitat des Phl p 1 ist hitzestabil

FOr den Extrakt der Hausstaubmilbe konnte bereits gezeigt werden, dass die Allergen-
induzierte Zytokin-Freisetzung komplett reduziert werden kann, wenn der Extrakt einer Hitze-
Behandlung ausgesetzt wird®**. Um untersuchen zu kdnnen, ob auch die stimulatorische
Kapazitat des Phl p 1 auf den Proteinanteil des Allergens zurlickgefihrt werden kann, wurde
das Allergen erhitzt mit dem Ziel, es durch diese Denaturierung zu inaktivieren. Eine
zunachst durchgeflhrte Hitze-Behandlung des Allergens fiir 10 min bei 95°C erbrachte keine
Reduktion der induzierten IL-8-Freisetzung (Daten nicht gezeigt), wohingegen eine
vergleichbare Behandlung von TNF-o die zuvor verursachte IL-8-Ausschittung auf
Kontrollniveau reduzierte. Die Hitze-Behandlung wurde daher auf 1 h bei 95°C ausgeweitet.
Wie Abbildung 3.23 zeigt, bewirkte eine solche Behandlung des Kontrollstimulus TNF-a eine
komplette Reduktion der IL-8-Freisetzung auf Kontrollniveau. Die Phl p 1-induzierte
Aktivierung der Zellen wurde hingegen nur leicht reduziert, was vermutlich auf die strukturelle
Stabilitat des Allergens zuriickzufiihren ist.
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Abb. 3.23: Hitze-Denaturierung des Phl p 1. TNF-a (1 ng/ml) und Phl p 1 (5 uM) wurden
unbehandelt belassen (0 min, RT), fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert oder fiir 1 h bei 95°C
inkubiert. Nach der jeweiligen Behandlung und Abklhlung auf Raumtemperatur wurden A549-Zellen
mit den Substanzen fur 20 h stimuliert. Nach Ablauf der Stimulation wurden zellfreie Uberstédnde
mittels ELISA auf eine IL-8-Freisetzung untersucht. Die Daten sind reprasentativ fir 3 voneinander
unabhangige Wiederholungen des Versuches (n = 3, Mittelwert £ SD).

3.5.2 Deaktivierung des Phl p 1 mittels enzymatischen Verdaus

Um den Proteinanteil des Allergens spezifischer adressieren zu kénnen, wurde Phl p 1
einem Verdau mit Proteinase K (siehe 2.2.1.13) unterzogen. Abbildung 3.24 A zeigt das
durch SDS-PAGE und anschlieBender Coomassie-Farbung visualisierte unbehandelte
Allergen (Spur 2) und Phl p 1 nach einem Verdau mit Proteinase K (Spur 3). Dieser fUhrte zu
einem vollstandigen Abbau des Allergens, sodass es auch im Immunoblot weder durch einen
Pool aus Patientenseren (Abb. 3.24 B), noch durch die 3 gegen das Allergen gerichtete
monoklonale Antikérper (Abb. 3.24 C) detektiert werden konnte. Mit dem so behandelten
Allergen wurden A549-Zellen stimuliert und die Aktivierung der Zellen per ELISA ermittelt.
Wie aus Abbildung 3.24 D ersichtlich, wird die stimulatorische Kapazitat des Allergens durch
den Verdau drastisch verringert. Dies gilt auch fir die TNF-a-induzierte IL-8-Freisetzung
nach Verdau. Die nicht auf Protein basierenden Stimuli LPS und PMA/Anisomycin zeigten
nach Behandlung mit Proteinase K keine Reduktion der Zellaktivierung. Es kann also
abgeleitet werden, dass der Proteinanteil des Phl p 1 maBgeblich ist fir die in A549-Zellen
induzierte IL-8-Freisetzung.
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Abb. 3.24: Einfluss des enzymatischen Verdaus von Phl p 1 auf das stimulatorische Vermodgen
des Allergens. TNF-a (1 ng/ml), Phl p 1 (5 uM), LPS (100 ng/ml) und PMA/Anisomycin (je 30 ng/ml)
wurden 1 h bei 37°C mit Proteinase K (5 uM) verdaut und das Enzym anschlieBend fir 10 min bei
95<C inaktiviert. Der erfolgreiche Verdau von Phl p 1 wurde mittels SDS-PAGE und anschlieBendem
Immunoblot getestet. Abb. 3.24 A zeigt das Coomassie-gefarbte SDS-PAGE-Gel. Aufgetragen wurden
ein Marker (M), unbehandeltes Graserpollenextrakt (1), unbehandeltes Phl p 1 (2), sowie mit
Proteinase K verdautes Phl p 1 (3). Die Reihenfolge gilt ebenfalls fir den Western Blot mit einem Pool
aus Patientenseren (B), sowie einem Western Blot mit einem Pool aus monoklonalen Antikérpern
gegen Phl p 1 (HB7, IG12, Bo14, C). Die so behandelten Substanzen wurden eingesetzt, um A549-
Zellen zu stimulieren (D). A549-Zellen wurden fir 20 h mit den Substanzen stimuliert und die
Aktivierung der Zellen mittels eines IL-8-ELISA detektiert. Dieses Experiment ist reprasentativ fir 3
voneinander unabhéngige Wiederholungen (Mittelwert + SD).

3.5.3 Expression von PAR auf A549-Zellen

Wie schon erwéahnt, konnte fiar Der p 1 gezeigt werden, dass es Uber PAR-2 mit
respiratorischem Epithel interagiert’. In ersten Versuchen wurde daher zunéchst (iberpriift,
ob die in dieser Arbeit hauptsachlich verwendeten Zelllinien die entsprechenden Rezeptoren
exprimieren. Aus diesem Grund wurde aus unstimulierten A549- und NCI-H727-Zellen RNA
isoliert, diese transkribiert und mit entsprechenden Primern die Expression von PAR-1, PAR-
2, PAR-3 und PAR-4 untersucht. Wie aus Abbildung 3.25 ersichtlich, exprimieren A549-
Zellen PAR-1 (Abb. 3.25 A, Spur 1), ersichtlich aus dem deutlichen Signal bei 217 bp,
wahrend das entsprechende Amplifikat aus cDNA von NCI-H727-Zellen nur sehr schwach
detektierbar war (Abb. 3.25 A, Spur 2). Auf der Ebene genomischer DNA konnten hier
schwache Amplifikate detektiert werden (Abb. 3.25 A, Spur 7 und 8). PAR-2 wird von beiden
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Zelllinien deutlich exprimiert (Abb. 3.25 B, Spur 1 und 2) und auch auf Ebene der
genomischen DNA konnten PAR-2-spezifische Fragmente mit einer GréBe von 270 bp
detektiert werden. Aus Abbildung 3.25 C wird deutlich, dass sowohl A549-Zellen, als auch
NCI-H727-Zellen PAR-3 exprimieren. Auf Ebene der cDNA (Spur 1 und 2) und auch in
genomischer DNA beider Zelllinien (Spur 7 und 8) konnte das PAR-3-spezifsche Amplifikat
mit einer GréBe von 153 bp visualisiert werden. Die Expression von PAR-3 scheint hier in
den NCI-H727-Zellen schwacher zu sein. Auch nach einer rt-PCR mit PAR-4-spezifischen
Primern konnte in beiden Zelllinien das entsprechende Fragment mit einer GréBe von 290 bp
aufgefunden werden.

A PAR-1 B PAR-2

=—- 500 bp

LAl
)

500 bp - | - — ——

M 1. 2 3 gt B 1% 2~ sgeegNag—g 7 3=y M

C PAR-3 D PAR-4

- 500 bp

(]

1 2 3 45 6 7 8 9 12 3 456 7 89 M

Abb. 3.25: Expression von PAR 1 - 4 auf A549- und NCI-H727-Zellen. Aus unstimulierten A549-
und NCI-H727-Zellen wurde RNA isoliert (siehe 2.2.3.2), in cDNA umgeschrieben (siehe 2.2.3.3) und
mit entsprechenden Primern wurde mittels PCR (siehe 2.2.3.4) die Expression von PAR-1 bis PAR-4
nachgewiesen. M = Marker, 1 = A549-Zellen, mit rt (rt = reverse transcription), 2 = NCI-H727-Zellen,
mit rt, 3 = Kontrolle rt (H,O statt cDNA), 4 = A549-Zellen, ohne rt, 5 = NCI-H727-Zellen, ohne rt, 6 =
Kontrolle rt (H,O statt cDNA), 7 = genomische DNA aus A549-Zellen, 8 = genomische DNA aus NCI-
H727-Zellen, 9 = H,O Kontrolle.

3.5.4 Phl p 1 zeigt unter physiologischen Bedingungen keine proteolytische
Kapazitat im APlzym-Test

Um nachweisen zu kdnnen, ob Phl p 1 eine proteolytische Aktivitdt aufweist, wurden
zunachst proteinbiochemische Methoden eingesetzt. In Abbildung 3.26 ist das Verhalten von
Phl p 1 innerhalb eines APlzym-Testes (siehe auch Kapitel 2.2.1.10) dargestellt. In Reihe A
wurden die Substrat-enthaltenden Kavitaten mit PBS (pH = 7,4) inkubiert. Wie erwartet,
konnte in diesem Kontrollansatz kein Farbumschlag detektiert werden, welcher auf eine
Protease-Aktivitat hinweisen wirde. In Reihe B wurde Phl p 1 (5 uM) in PBS (pH = 7.,4)

geldst und zwecks Inkubation in die entsprechenden Kavitaten gegeben. Auch hier war kein
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Farbumschlag detektierbar. Unter physiologischen pH-Bedingungen weist Phl p 1 also keine
proteolytische Aktivitat auf. In Reihe C wurden die Substrat-enthaltenden Kavitaten mit
einem Aktivierungspuffer fir Cysteinproteasen (pH = 3,6) inkubiert. In diesem Kontrollansatz
konnte kein Farbumschlag detektiert werden. Reihe D zeigt Kavitaten, die mit in
Aktivierungspuffer geléstem Phl p 1 inkubiert wurden. Deutlich lasst sich hier in Kavitat 9 ein
Farbumschlag erkennen. Unter sauren Bedingungen zeigt Phl p 1 daher eine mit Trypsin

vergleichbare proteolytische Aktivitat.

Abb. 3.26: Untersuchung der proteolytischen Aktivitdt von Phl p 1 mittels APlzym-Test. Der
Test wurde nach Herstellerangaben durchgefuhrt (siehe 2.2.1.10). 1 = Kontrolle, 6 = Leucinaryl-
aminidase-Substrat, 7 = Valinarylaminidase-Substrat, 8 = Cystinarylaminidase-Substrat, 9 = Trypsin-
Substrat, 10 = Chymotrypsin-Substrat. Phl p 1 (5 uM) wurde in PBS (pH = 7,4, B) oder in
Aktivierungspuffer (0,1 M Glycin, 5 mM DTT, 10 mM Cystein, 10 mM Ca**, pH = 3,6, D) geldst und fir
12 h bei 37°C in den entsprechenden Kavitaten inkubiert. In A und C wurden jeweils die Puffer ohne
Phl p 1 gestetet.

3.5.5 Phl p 1 zeigt keine Selbstdegradation

In direktem Vergleich zu Der p 1 wurde nun untersucht, ob Phl p 1 in Lésung die Fahigkeit
zur Selbstdegradation aufweist. Zu diesem Zweck wurden jeweils Phl p 1 oder Der p 1 in
PBS gel6st und nach unterschiedlichen Inkubationszeiten per SDS-PAGE aufgetrennt und
durch eine Coomassie-Farbung visualisiert. Wie auf Abbildung 3.27 A zu erkennen ist, bleibt
Phl p 1 Uber den gesamten Inkubationszeitraum von 4 h intakt. Zu keinem Zeitpunkt sind aus
einem Abbau resultierende Banden zu sehen, die flr einen Selbstverdau charakteristisch
waren. Der p 1 hingegen (Abb. 3.27 B) zeigte bereits nach 0,5 h Inkubation in Lésung eine
Selbstdegradation, ersichtlich aus den durch die vorhandene enzymatische Aktivitat
entstandenen zusétzlichen Banden und der schwécher werdenden Bande bei einer GréBe
von etwa 31 kDa, welche intaktes Der p 1 reprasentiert. Wurde die Protease-Aktivitat des
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Der p 1 durch Zugabe eines Inhibitors blockiert (I), konnten im Gel keine durch
enzymatischen Abbau entstandenen Fragmente detektiert werden.

A Phip1 B Derp 1
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Abb. 3.27: Untersuchung zur Selbstdegradation des Phl p 1. Phip 1 (A) und Der p 1 (B) wurden in
PBS (pH = 7,4) geldst und fur 0, 0,5, 1, 2 und 4 h inkubiert. Pro Ansatz wurden 5 pg Allergen
eingesetzt. Nach der Inkubation wurden die Proben mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mittels
Coomassie-Farbung visualisiert. M = Marker, r = rekombinante Allergene, | = Inhibition der Protease
durch a-complete.

3.5.6 Phl p 1 zeigt keine Protease-Aktivitat in vitro

Sich abwendend von der reinen Biochemie und sich der in-vivo-Situation ann&hernd, wurde
nun innerhalb der Zellkultur Uberprift, ob Phl p 1 in Interaktion mit epithelialen Zellen des
Respirationstraktes eine proteolytische, zellschadigende Aktivitat aufweist. Aus diesem
Grund wurden A549-Zellen unter serumfreien Bedingungen mit Phl p 1 und Der p 1 stimuliert.
Trypsin diente als Positivkontrolle fir eine Schadigung der Zellen, so wie nur mit Medium
inkubierte Zellen als Kontrolle fir intakte Zellen herangezogen wurden. Nach einer
Stimulation von 16 h wurde zunadchst eine mikroskopische Begutachtung der Zellen
vorgenommen (siehe Abbildung 3.28 A — D). Die mit Medium inkubierten A549-Zellen
erwiesen sich als konfluent und es konnten weder eine Zellschadigung, noch eine Ablésung
der Zellen beobachtet werden (Abb. 3.28 A). Ein vergleichbares Erscheinungsbild wiesen
Zellen auf, die mit Phl p 1 stimuliert wurden. Auch hier bildeten die Zellen einen konfluenten
Monolayer und eine Schadigung war nicht detektierbar (Abb. 3.28 D). Mit Trypsin inkubierte
Zellen wiesen einen hohen Grad an Ablésung auf, ersichtlich aus Abbildung 3.28 B. Mit Der
p 1 stimulierte Zellen wurden ebenfalls in ihrer Integritat beeinflusst und zeigten ein hohes
MaB an Ablésung (Abb. 3.28 C). Um den beobachteten Effekt quantifizieren zu kénnen,
wurden die Zellen nach beschriebener Stimulation mit einer MTT-L6sung inkubiert (siehe
2.2.2.13). Der detektierte Farbumschlag ist dabei ein direktes MaB fir die Aktivitdt der
mitochondrialen Succinatdehydrogenase in lebenden Zellen. Wie in Abbildung 3.28 E zu
erkennen ist, wiesen Phl p 1-stimulierte Zellen eine mit der Mediumkontrolle vergleichbare
Zelladharenz auf. Das Allergen hat hier nicht zellschadigend, bzw. —ablésend gewirkt. Mit
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Trypsin und Der p 1 inkubierte Zellen hingegen zeigten eine Zellablésung von ca 80 % im
Vergleich zur Mediumkontrolle. Somit konnte nachgewiesen werden, dass Phl p 1 auch in

vitro keine proteolytische Aktivitat aufweist.
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Abb. 3.28: Phl p 1 zeigt in vitro keine Protease-Aktivitat. A549-Zellen wurden fiir 16 h unter
serumfreien Bedingungen mit Medium (A), Trypsin (100 pg/ml, B), Der p 1 (200 nM, C) oder Phip 1 (5
uM, D) stimuliert. Nach der Stimulation wurden mikroskopische Aufnahmen der Zellen angefertigt. Der
GroBenbalken entspricht 100 um. Im Weiteren wurden die Zellen fir 4 h mit MTT inkubiert (siehe
2.2.2.10), die gebildeten Formazan-Kristalle geldst und die optische Dichte bei 570 nm gemessen (E).
Dargestellt sind voneinander unabh&ngige Triplikate eines Versuches. Dieses Experiment ist
reprasentativ fur 3 vergleichbare Wiederholungen (Mittelwert £ SD).
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3.5.7 Phl p 1 weist auch ex vivo keine Protease-Aktivitat auf

In Kooperation mit Dr. Peter Konig (Institut fir Anatomie, Universitat Libeck) konnte im
Rahmen dieser Arbeit ein Modell eingesetzt werden, welches es erméglichte, die Auswirkung
der beiden Aeroallergene Phl p 1 und Der p 1 auf lebende, zilientragende Zellen der murinen
Trachea ex vivo zu untersuchen. Wie beschrieben (siehe: 2.2.2.14) wurden Tracheae aus
Mausen préapariert, sodass das zilientragende Epithel per Immersionsobjektiv visualisiert
werden konnte. Nach Applikation von Polystyren-Partikeln konnte der direkte Einfluss von
Substanzen auf die durch den Zilienschlag erzeugte Transportgeschwindigkeit der Partikel

untersucht werden.
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Abb. 3.29: Phl p 1 induziert keine Veranderung des Partikeltransportes der zilientragenden
epithelialen Zellen der murinen Trachea. Murine Tracheae wurden wie beschrieben prapariert
(siehe 2.2.2.11). Nach einer Inkubationszeit von 15 — 30 min zwecks Erreichen der basalen
Transportgeschwindigkeit, erfolgte die Zugabe (erster Pfeil) von: 200 ul Hepes-Ringer-Lsung (A,
Kontrolle), 5 uM Phl p 1 (B), oder 1 uM Der p 1 (C). Am Ende jeder Messreihe wurden 100 uM ATP
appliziert (zweiter Pfeil), welches als Positivkontrolle fir die generelle Vitalitdt des Systems diente.
Dargestellt sind reprasentative Daten von jeweils 3 unabh&ngigen Experimenten (n = 3).

In Abbildung 3.29 A wurde nach Erreichen einer Grundgeschwindigkeit an Stelle einer
potentiell stimulierenden Substanz Hepes-Ringer-Lésung als Kontrolle appliziert. Wie aus
der Abbildung ersichtlich, ({bte diese Applikationen keinen Einfluss auf die
Transportgeschwindigkeit aus. Am Ende der Messreihe wurde dem System ATP zugeflihrt,
um die generelle Vitalitat der Zellen Uberprifen zu kénnen. Wie aus dem deutlichen Anstieg
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der Transportgeschwindigkeit erkenntlich, ist das Epithel auch am Ende der Messung noch
fahig, auf externe Stimuli zu reagieren. Die Zugabe von Phl p 1 (Abb. 3.29 B) bewirkte,
vergleichbar mit der Kontrolle, keine Veranderung der gemessenen Transport-
geschwindigkeit. Auch hier erwies sich das System am Ende der Messung noch als vital.
Wourde die Trachea mit Der p 1 stimuliert, kam es etwa 30 min nach Zugabe des Allergens zu
einer deutlichen Erhéhung der Transportgeschwindigkeit (Abb. 3.29 C).

Um untersuchen zu kdnnen, ob die durch Der p 1 induzierte Erhéhung der Geschwindigkeit
des Partikeltransportes unter Umstdnden mit einer Schadigung des Epithels einhergeht,
wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen der stimulierten Tracheae angefertigt
(Abbildung 3.30). In Abbildung 3.30 A ist eine Kontroll-stimulierte Trachea dargestellt. Gut zu
erkennen sind die zilientragenden Zellen, sowie nicht-zilientragenden Bereiche. Eine
Zellschadigung konnte nicht detektiert werden. Ein ahnliches Bild zeigte sich bei der
Betrachtung einer Phl p 1-stimulierten Trachea (Abb. 3.30 B). Es handelt sich hier um einen
Bereich, der eine héhere Dichte an zilientragenden Zellen aufweist, jedoch konnte auch hier
keine morphologische Beeintrachtigung der Zellen aufgefunden werden. Im Gegensatz dazu
wies die elektronenmikroskopisch untersuchte Trachea nach Stimulation mit Der p 1 eine
Schéadigung des Epithels auf (Abb. 3.30 C), welche vermutlich auf die Protease-Aktivitat des
Allergens zurlckzuflhren ist. Es zeigte sich also auch ex vivo, dass Phl p 1 nicht
proteolytisch wirksam ist. So kann davon ausgegangen werden, dass die beiden
Aeroallergene unterschiedliche Mechanismen nutzen, um die epitheliale Barriere zu

Uberwinden.

A Kontrolle

Abb. 3.30: Phl p 1 verursacht keine Schadigung des zilientragenden Epithels ex vivo. Murine
Tracheae wurden wie beschrieben prépariert und stimuliert (siehe 2.2.2.11). Nach Beendung der
Messungen, wurden die Tracheae fixiert und zwecks Erstellung rasterelekironenmikroskopischer
Aufnahmen prépariert.
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3.5.8 Phl p 1 weist keine funktionelle Homologie zu MD-2 auf

Fir Der p 2, einem Majorallergen der Gruppe 2 aus der Hausstaubmilbe, konnte gezeigt
werden, dass es sowohl strukturell, als auch funktionell dem MD-2 homolog ist. Der p 2 ist
dabei in der Lage, direkt mit dem TLR4-Komplex zu interagieren und den LPS-induzierten
TLR4-Signalweg auch in Abwesenheit von MD-2 zu aktivieren®'®. Da Phl p 1 mit LPS
assoziiert scheint (siehe Kapitel 3.1) und fir viele Majorallergene bereits gezeigt werden
konnte, dass sie die Fahigkeit aufweisen, Lipide zu binden?'?, sollte im Weiteren tberpriift
werden, ob Phl p 1 ebenfalls in der Lage ist, MD-2 funktionell zu ersetzen.
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Abb. 3.31: Phl p 1 weist keine funktionelle Homologie mit MD-2 auf. HEK293-Zellen wurden wie
unter 2.2.2.3 beschrieben transfiziert und 20 h nach der Transfektion mit den angegebenen
Substanzen und Konzentrationen stimuliert. 20 h nach der Stimulation wurden die zellfreien
Uberstédnde mittels ELISA auf die Freisetzung von IL-8 untersucht. Die dargestellten Daten sind
reprasentativ fur 3 voneinander unabhangige Wiederholungen dieses Versuches (n = 3, Mittelwert +
SD).

Aus diesem Grund wurde ein Expressionssystem unter Einsatz von transfizierten HEK293-
Zellen benutzt. Nach einer Transfektion mit TLR4 und MD-2 induzierten sowohl LPS, als
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auch das Allergen eine erhdhte IL-8-Freisetzung (Abb. 3.31 C).Nach einer Transfektion der
Zellen mit TLR4, CD14 und MD-2 (Abb. 3.31 D) konnte wieder eine LPS- und auch Allergen-
induzierte IL-8-Freisetzung beobachtet werden. Wie aus Abbildung 3.31 A ersichtlich, lieBen
sich HEK293-Zellen, welche nur mit TLR4 transfiziert wurden, weder durch Phl p 1, welches
2 pg LPS/ug Allergen enthielt, noch durch LPS aktivieren. Auch Phl p 1 in Kombination mit
verschiedenen Konzentrationen an LPS bewirkte keine erhdhte IL-8-Freisetzung. Wurden die
Zellen mit TLR4 und CD14 transfiziert, bewirkte wiederum nur die Stimulation mit TNF-o eine
erhdhte Chemokinausschittung, wahrend LPS, Phl p 1 und Kombinationen beider
Substanzen die Zellen nicht aktivieren konnten (Abb. 3.31 B). Phl p 1 weist demnach
funktionell keine Homologie zu MD-2 auf.

3.5.9 Bedeutung der Kohlenhydrate des Phl p 1

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde Uberprift, inwieweit die Glykosylierungen des
nattrlichen Phl p 1 entscheidend sind fir die beobachtete Aktivierungskapazitat des
Allergens. Phl p 1 wurde daher mittels NalO,-Oxidation deglykosyliert (siehe 2.2.1.11) und
A549-Zellen mit dem so behandelten Allergen stimuliert. Abbildung 3.32 A zeigt
unbehandeltes (Spur 2) und deglykosyliertes Phl p 1 (Spur 3). Die Deglykosylierung hatte
kaum Auswirkungen auf die Gr6Be des Allergens, in beiden Fallen war eine deutliche Bande
bei etwa 31 kDa detektierbar, wobei nach Deglykosylierung verstarkt eine Proteinbande bei
etwa 60 kDa auftrat. Wie Abbildung 3.32 B dargestellt, wurde Phl p 1 nach Deglykosylierung
durch einen Pool aus Patientenseren erkannt, wiewohl das Signal hier schwécher ausfiel, als
bei unbehandeltem Phl p 1. Auch hier zeigte sich eine zusatzliche schwache Bande bei etwa
60 kDa. Um den Erfolg der Deglykosylierung zu Uberpriifen, wurde das Lektin AAA (Anguilla
anguilla Agglutinin, AAA-Lektin) eingesetzt, das speziell an Fucose bindet, die einen
wichtigen Anteil in der Kohlenhydratseitenkette darstellt. Wie Abbildung 3.32 C zeigt, konnte
im Gegensatz zu unbehandeltem Phl p 1 nach der NalO,-Oxidation nur noch eine schwache
Bande bei 31 kDa beobachtet werden. In Abbildung 3.32 D ist die IL-8-Freisetzng aus A549-
Zellen dargestellt, die mit unbehandeltem und deglykosylietem natlrlichem und
rekombinantem Phl p 1 stimuliert wurden. Die Deglykosylierung flhrte jeweils zu einer
deutlichen Erhéhung der IL-8-Freisetzung. Die durch rekombinantes Phl p 1 induzierte
Chemokinausschuttung wurde durch eine Deglykosylierung des Allergens wie erwartet nicht
maBgeblich beeinflusst.
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Abb. 3.32: Nachweis und Auswirkung der Deglykosylierung des Phl p 1. Phl p 1 wurde wie unter
2.2.1.11 beschrieben deglykosyliert und anschlieBend mittels SDS-PAGE und Coomassie-Farbung (A)
visualisiert, bzw. mittels Western Blot analysiert. (B) zeigt einen Western Blot unter Einsatz eines
Pools an Patientenseren (PS), wéhrend (C) einen Western-Blot zeigt, in welchem gegen die
Glykosylierung gerichtete Antikdrper zum Einsatz kamen (AAA-Lektin). M = Marker, 1 =
Lieschgraspollenextrakt, 2 = Phl p 1, unbehandelt, 3 = Phl p 1, deglykosyliert. Abb. 3.32 D zeigt A549-
Zellen, die mit unbehandeltem Phl p 1 (ohne DG), sowie mit deglykosyliertem Phl p 1 (DG) stimuliert
wurden. 20 h nach der Stimulation wurden die zellfreien Uberstande mittels ELISA auf die Freisetzung
von IL-8 untersucht. Die dargestellten Daten sind reprasentativ fir 3 voneinander unabhéangige
Wiederholungen dieses Versuches (n = 3, Mittelwert £ SD).
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3.6 Antigene Kapazitat des Phil p 1

Als professionelle APC nehmen unreife dendritische Zellen Antigene aus der Umgebung auf,
prozessieren diese und prasentieren sie tber MHC-Klasse-I- und Klasse-llI-Molekulle den T-
Zellen*®. Im Zuge der Reifung der APC kommt es zu einer Hochregulation kostimulatorischer
Molekiile (CD40, CD80, CD86 und antigenprasentierende MHC-Molekiile)®¥®4'". Es wurde
bereits mehrfach beschrieben, dass respiratorische epitheliale Zellen als unprofessionelle

157187 Innerhalb dieser Arbeit sollte

Antigen-prasentierende Zellen (APC) agieren kdnnen
daher untersucht werden, ob die verwendeten respiratorischen Epithelzelllinien die fir eine
Antigen-Prasentation notwendigen kostimulatorischen Molekule, sowie HLA-DR exprimieren.
Des Weiteren sollte Uberprift werden, ob eine Stimulation der respiratorischen Epithelzellen
mit Phl p 1 mdglicherweise zu einer Hochregulation der erwahnten Moleklle flhrt. Eine
Stimulation von DC mit Phl p 1 sollte zeigen, ob das Allergen in der Lage ist, auch diese
Zellen zu einer erhéhten Mediatorfreisetzung zu veranlassen. Um die antigene Kapazitat des
Phl p 1 direkt untersuchen zu kénnen, wurden mononukleédre Zellen mit Phl p 1 stimuliert und
die Proliferation der Zellen an Hand des Einbaus von radioaktiv markiertem Thymidin

gemessen.

3.6.1 Rezeptorausstattung respiratorischen Epithels hinsichtlich moglicher
Antigenprasentation

In einem ersten Schritt wurde untersucht, ob A549-Zellen CD40, CD80, CD86 und HLA-DR
exprimieren. Abbildung 3.33 zeigt, dass die Expression von CD40, CD80, CD86 und HLA-
DR auf DC, die als Positivkontrolle eingesetzt wurden, detektiert werden konnte (A — D). Auf
A549-Zellen hingegen (E - H) konnte eine nur schwache Expression von CD40 (E) und HLA-
DR (H) beobachtet werden. CD80 lie3 sich nicht und CD86 nur sehr schwach nachweisen (F
und G).
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Abb. 3.33: Rezeptorausstattung von A549-Zellen hinsichtlich méglicher Antigenprasentation.
Unstimulierte humane DC (obere Reihe) und A549-Zellen (untere Reihe) wurden mittels FACS-
Analyse auf die Expression der kostimulatorischen Molekiile CD40, CD80 und CD86, sowie auf die
Expression von HLA-DR untersucht. Die geschlossenen roten Histogramme zeigen die Bindung des
jeweiligen Isotyp-Antikdrpers, wahrend die offenen schwarzen Histogramme die Expression des
jeweiligen Molekuls repréasentieren. Bei den gezeigten Daten handelt es sich um ein représentatives
Experiment aus 3 unabhangigen Wiederholungen (n = 3).

3.6.2 Einfluss von Phl p 1 auf die Rezeptorausstattung respiratorischen
Epithels

Im Weiteren sollte untersucht werden, ob eine Stimulation von A549-Zellen mit Phl p 1 zu
einer Hochregulation der zur Antigenprasentation notwendigen Molekile fahrt. Zu diesem
Zweck wurden A549-Zellen mit Phl p 1 stimuliert und anschlieBend per FACS-Analyse auf
die Expression von CD40, CD80, CD86 und HLA-DR untersucht. Wie in Abbildung 3.34
dargestellt, bewirkt eine Inkubation mit Phl p 1 fir 20 h keine Hochregulation der
entsprechenden Moleklle. Wie auch in unstimulierten A549-Zellen konnte hier die
Expression von CD40 (A) und HLA-DR (D) nachgewiesen werden, wahrend CD80 nicht und
CD86 nur sehr schwach exprimiert wurden. Auch kilrzere Stimulationszeiten mit dem
Allergen (2 h und 6 h, Daten nicht gezeigt) fihrten nicht zu einer Hochregulation der
Expression der Molekdle.
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Abb. 3.34: Einfluss von Phl p 1 auf die Expression kostimulatorischer Molekiile auf A549-Zellen.
A549-Zellen wurden 20 h mit Phl p 1 (5 uM) stimuliert und anschlieBend mittels FACS-Analyse auf die
Expression der kostimulatorischen Molekiile CD40, CD80 und CD86, sowie auf die Expression von
HLA-DR untersucht. Die geschlossenen roten Histogramme zeigen die Bindung des jeweiligen Isotyp-
Antikérpers, wéhrend die offenen schwarzen Histogramme die Expression des jeweiligen Molekils
reprasentieren. Die dargestellten Daten sind reprasentativ fir 3 voneinander unabhangige
Wiederholungen des Versuches (n = 3).

3.6.3 Einfluss von Phl p 1 auf humane DC

Da DC als Vermittler zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem eine
wesentliche Rolle spielen, wurde die stimulatorische Kapazitat des Phl p 1 auf eine mdgliche
Aktivierung von DC untersucht. Es wurden daher humane DC wie beschrieben generiert und
fir die angegebenen Zeitpunkte mit Phl p 1 und rekombinantem Bet v 1, einem
Majorallergen der Birke stimuliert.

IL-8-Freisetzung
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Abb. 3.35: Phl p 1 aktiviert humane DCs. Humane DC wurden wie beschrieben generiert (siehe
Kapitel 2.2.2.8 und 2.2.2.9) und mit den angegebenen Stimuli fir 2, 6 und 20 h stimuliert. Zellfreie
Uberstédnde wurden per ELISA auf die Freisetzung von IL-8 untersucht. Dargestellt sind reprasentative
Daten von einem gesunden Spender (n = 3, Mittelwert + SD).
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Wie in Abbildung 3.35 dargestellt, fihrte eine Stimulation der DC mit Phl p 1 bereits nach 6 h
zu einer erhdhten IL-8-Freisetzung, welche sich mit Zunahme der Stimulationsdauer noch
potenzierte. rBet v 1 fuhrte hier nicht zu einer Aktivierung der DC.

3.6.4 Phl p 1 induziert eine Proliferation von MNC

Um die antigene Kapazitat des Phl p 1 prifen zu kénnen, wurden humane MNC isoliert, mit
dem Ziel, die Stimulierbarkeit von T-Zellen durch das Allergen zu untersuchen. Zu diesem
Zweck wurden die Zellen eines PPD-positiven Spenders mit PPD, sowie mit verschiedenen
Konzentrationen an LPS, Pam3;C-SK,; und Phl p 1 stimuliert und die Proliferation der Zellen
Uber die Zunahme der DNA bestimmt (siehe 2.2.2.7). Abbildung 3.36 zeigt, dass Zellen des
PPD-positiven Spenders mit einer deutlichen Proliferation auf die Stimulation mit PPD
reagieren. LPS und Pam3;C-SK, induzierten keine Gber der Kontrolle liegende Aktivierung der
T-Zellen. Phl p 1 hingegen war in der Lage, eine dosisabhangige Proliferation zu bewirken.
Das Allergen zeigte bereits bei einer Konzentration von 1 uM eine deutliche mitogene
Wirkung.
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Abb. 3.36: Phl p 1 induziert Proliferation von humanen MNC. Humane MNC eines PPD-positiven
Spenders wurden mit PPD, LPS, Pam3;C-SK, oder Phl p 1 in den angegebenen Konzentrationen fir 6
d stimuliert. Zellen, die nur mit Medium (M) inkubiert wurden, dienten als Kontrolle. Nach Ablauf
dieses Zeitraumes wurden 20 pl ®°H-Thymidin (dies entspricht einer Radioaktivitit von 0,9 puCi/ml) pro
Kavitat hinzugegeben und es erfolgte eine weitere Inkubation fiir 24 h. Die Proliferation der Zellen
wurde anhand des Einbaus des radioaktiv markierten Thymidins gemessen (lpm = Impulse/min).
Dargestellt sind reprasentative Daten von drei unabh&ngigen Wiederholungen des Versuches (n = 3,
Mittelwert £ SD).
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4 Diskussion

Allergische Rhinitis, Asthma und Heuschnupfen zahlen weltweit zu den haufigsten
chronischen Erkrankungen. Etwa 20 % der Bevolkerung westlicher Industriestaaten und bis
zu 40 % der atopischen Individuen weisen eine Gréserpollenallergie auf'****** Auf Grund
der hohen Inzidenz der Gréaserpollenallergie besteht ein groBes Interesse an der naheren
Charakterisierung der Interaktion von Gréserpollenallergenen und respiratorischem Epithel.
Es war daher Ziel dieser Arbeit, die stimulatorische Kapazitdt des Exiraktes des
Lieschgraspollens, sowie die des Majorallergens Phl p 1 bezlglich der Aktivierung
respiratorischen Epithels zu analysieren. Des Weiteren wurde die Relevanz bakterieller
Komponenten fir die Phl p 1-induzierte Aktivierung respiratorischen Epithels untersucht. Da
zudem flr viele Majorallergene gezeigt werden konnte, dass sie Uber eine proteolytische

Aktivitdt verfligen und Uber PAR mit Atemwegsepithel interagieren®'3:2%6:108:203

, wurde in
dieser Arbeit eine potentielle Protease-Aktivitat des Phl p 1 naher charakterisiert. Es konnte
hier gezeigt werden, dass sowohl ein Extrakt des Lieschgraspollens, als auch das isolierte
Majorallergen Phl p 1 in der Lage sind, die Freisetzung verschiedener Mediatoren aus
respiratorischem Epithel zu induzieren. Die Relevanz bakterieller Komponenten innerhalb
der Allergenpraparationen konnte ausgeschlossen und die stimulatorische Kapazitat direkt
auf das Allergen zuriickgefihrt werden. Zudem konnte in dieser Arbeit dargestellt werden,
dass das natlrliche Phl p 1 unter physiologischen Bedingungen keine Protease-Aktivitat

aufweist.

4.1 Relevanz bakterieller Komponenten fiir die Phl p 1-induzierte
Aktivierung respiratorischen Epithels

Die Pathogenitat vieler Bakterien resultiert aus der Induktion einer ausgepragten
Immunantwort. Neben der Aktivierung proinflammatorischer Mediatoren sind bakterielle
Bestandteile jedoch auch potente Adjuvantien der Immunantwort. Als Adjuvantien (abgeleitet
aus dem Lateinischen ,adjuvare®, helfen) werden Substanzen bezeichnet, welche die
Immunogenitat eines Antigens erhdhen, ohne selbst als Antigen zu wirken>. Sowohl k&uflich
erwerblicher als auch selbstgesammelter Lieschgraspollen enthalt eine Vielzahl an
Mikroorganismen. Da in vielen Studien, die sich mit dem Einfluss von Pollen- und
Haustaubmilbenextrakten und isolierten Allergenen auf respiratorisches Epithel beschéaftigen,

477579107108 - g|iten in

das Vorhandensein bakteriller Komponenten nicht untersucht wurde
dieser Arbeit mogliche bakterielle Bestandteile innerhalb der verwendeten Phl p 1-

Praparationen detektiert werden. Wie in Abbildung 3.3 dargestellt, enthielten die
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eingesetzten Allergen-Praparationen immunologisch relevante Konzentrationen an
Endotoxin, die auch nach mehrfacher Anwendung eines Aufreingungssystems nicht
vollstandig beseitigt werden konnten. Da die verwendeten Epithelzelllinien (Abb. 3.10 und
3.11) im Gegensatz zu primdrem nasalen Epithel (Abb. 3.15) auf eine Stimulation mit
Bestandteilen bakterieller Membranen wie beispielsweise LPS oder das Lipopeptid Pam;C-
SK4 mit einer erhéhten Freisetzung von IL-8 reagieren sollte untersucht werden, inwieweit
diese bakteriellen Komponenten allein fir die beobachtete, durch eine Stimulation mit Phl p 1
induzierte  Aktivierung inflammatorischer Mediatoren in respiratorischem  Epithel
verantwortlich sind. Zu diesem Zweck wurde zundchst Uberprift, ob die eingesetzten
Zelllinien die entsprechenden PRR exprimieren. A549-Zellen erwiesen sich sowohl innerhalb
einer rt-PCR (Abb. 3.4), als auch nach einer FACS-Analyse (Abb. 3.5) als positiv fir die
Expression von TLR2, TLR4 und CD14. Zudem konnte in diesen Zellen die Expression von
NOD1 und NOD2 nachgewiesen werden (Abb. 3.4, C und D). Die untersuchten NCI-H727-
Zellen wiesen auf Ebene der mRNA ebenfalls eine Expression von TLR2, TLR4, CD14 und
NOD1 auf, wahrend eine Expression von NOD2 nicht detektiert werden konnte (Abb. 3.4). In
dieser Zelllinie konnte die membranstandige Expression von TLR2 und TLR4, nicht jedoch
die von CD14 gezeigt werden (Abb. 3.5). Diese Zellen reagierten jedoch auf eine Stimulation
mit dem Lipopeptid Pam;C-SK, und LPS mit einer deutlich erhéhten IL-8-Freisetzung, was
bestatigt, dass CD14 die Signaltransduktion zwar verstarkt, fir dieses aber nicht essentiell ist.
Zudem kann CD14 hier auch in der léslichen, nicht membrangebundenen Form vorliegen.
Flar Lungenepithel konnte die Expression von TLR2, 3, 4 und 7 nachgewiesen werden,
jedoch wurden die Rezeptoren als nicht funktionell beschrieben?'®. Die Expression von TLR2
und TLR4 konnte in nasalem Epithel gezeigt werden*®, liber die Expression weiterer PRR in
diesen Zellen ist bislang nichts bekannt®®. Daten beziiglich einer Expression von NOD1 und
NOD?2 in epithelialen Zellen beschrénken sich hauptséchlich auf intestinales Epithel®. Eine
Expression der Rezeptoren in epithelialen Zellen der Lunge wird bestétigt, diese jedoch
wiederum als nicht funktionell beschrieben®'®. Lediglich die Anwesenheit des TLR4-Liganden
LPS innerhalb der Allergenpraparationen konnte Uber das an den LAL-Test angelehnte
Endosafe-PTS Testsystem quantitativ erfasst werden. Es wurden daher transient transfizierte
HEK293-Zellen eingesetzt, um das Vorhandensein weiterer mikrobieller Bestandteile
untersuchen zu kdnnen, da fir Komponenten wie beispielsweise Lipopeptide oder dsRNA
keine geeigneten Testsysteme existieren. HEK293-Zellen exprimieren in nativem Zustand
lediglich TLR1 und TLR6, sodass durch eine Transfektion mit entsprechenden Plasmiden
unter der Verwendung der jeweiligen Positivkontrollen die Existenz weiterer mikrobieller
Komponenten detektiert werden konnte. Bezliglich aller hier getesteten Rezeptoren (TLR2, 3,
5, 7, 8, NOD1, NOD2) war nur die jeweilige Positivkontrolle in der Lage, eine erhdhte IL-8-
Freisetzung in transient transfizierten HEK293-Zellen zu induzieren. Das Allergen bewirkte
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ausschlieBlich in TLR4-CD14-MD-2-transfizierten HEK293-Zellen eine Induktion der IL-8-
Ausschittung, sodass davon ausgegangen werden kann, dass LPS die einzige
immunologisch relevante bakterielle Komponente innerhalb der Allergen-Praparationen
darstellte (Abb. 3.6). Da A549-Zellen auf eine Stimulation mit LPS mit einer erhéhten IL-8-
Freisetzung reagieren, wurde im Weiteren Uberprift, ob der Endotoxingehalt des Allergens
mit der Phl p 1-induzierten Ausschittung von IL-8 korreliert. Eine positive Korrelation konnte
nicht festgestellt werden (Abb. 3.7), sodass die Vermutung nahe lag, dass das Allergen als
ursachlich betrachtet werden kann. Der Einsatz von TLR2- und CD14-blockierenden
Antikérpern, sowie die Verwendung der antagonistischen, synthetischen Lipid-A-Struktur
C406 zeigten, dass die durch das Allergen verursachte Freisetzung von IL-8 nicht abhéangig
ist von TLR2 und TLR4 und somit das Allergen die Aktivierung des respiratorischen Epithels
induzierte (Abb. 3.8). Wie bereits erwdhnt finden bakterielle Komponenten Einsatz als
Adjuvantien. FUr das macrophage-activating lipopeptide 2 (MALP-2) aus Mycoplasma
fermentas konnte gezeigt werden, dass es DC dazu beféhigt, eine Allergen-abhangige Th2-
Reaktion in  Richtung  Thi-Phanotyp zu  verdndern®®.  Fir  detektierte
Endotoxinkonzentrationen in Hausstaub besteht eine inverse Assoziation bezlglich des
Auftretens von Asthma bei Kindern®' und LPS zeigt eine allergieprotektive Wirkung®'?® und
einen Thi-polarisierenden Effekt, welcher jedoch abhangig ist von der Konzentration des
LPS und vom Zeitpunkt der Exposition®*®¢. Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher untersucht,
ob eine Kostimulation von A549-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen an Phl p 1 und
LPS zu einem synergistischen Effekt bezuglich der Mediatorfreisetzung flhrt. Anstatt eines
synergistischen Effektes konnte ein leicht additiver Einfluss der Kostimulation detektiert
werden (Abb. 3.9).

4.2 Graserpollenextrakt- und Phl p 1-induzierte Aktivierung
respiratorischen Epithels

In dieser Arbeit wurde untersucht, inwieweit der Extrakt des Lieschgraspollens, sowie das
isolierte Majorallergen Phl p 1 in der Lage sind, respiratorisches Epithel zu aktivieren. Im
Vordergrund standen dabei respiratorische Epithelzelllinien, sowie primares nasales Epithel
von Nicht-Atopikern, sodass die induzierte Immunantwort der Zellen verstanden werden
kann als eine nicht-atopische Reaktion auf die an sich apathogenen Aeroallergene. Um sich
der in-vivo-Situation anndhern zu koénnen, wurden bewusst Systeme zunehmender
Komplexitat gewdahlt. Es wurden daher zun&chst respiratorische Zelllinien dann primére
nasale Epithelzellen nicht-allergischer Spender und schlieBlich Gewebestlicke der humanen
Lunge und Tracheae der Maus eingesetzt.
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Eine Stimulation von A549-Zellen, welche den Charakter von Typ-ll-Pneumozyten aufweisen
und der bronchialen Epithelzelllinie NCI-H292 mit Extrakt des Lieschgraspollens fihrte zu
einer erhéhten IL-8-Freisetzung (Abb. 3.1). Flr Extrakte verschiedener Pollen konnte bereits
gezeigt werden, dass sie eine Zytokinfreisetzung aus murinem respiratorischem Epithel
verursachen, wobei ebenfalls eine Abldsung der Zellen induziert wurde’. Dagegen konnte
eine Schéadigung der epithelialen Zelllinien durch eine Stimulation mit dem Extrakt des
Lieschgraspollens in dieser Arbeit nicht festgestellt werden. Dies deckt sich mit der
Beobachtung von Tomee et al. die zeigen konnten, dass eine Stimulation von A549-Zellen
mit Extrakten aus Phleum pratense und Betula alba zwar in einer Induktion von IL-6, IL-8 und
MCP-1 resultiert, im Gegensatz zu einem Extrakt der Hausstaubmilbe Dermatophagoides
pteronyssinus (HDM-Extrakt) jedoch nicht abh&ngig ist von einer proteolytischen Aktivitat des
Extraktes®'*. Das in dieser Arbeit im Vordergrund stehende Majorallergen des Lieschgrases
Phl p 1 induzierte ebenfalls schon bei einer Konzentration von 0,5 uM (Abb. 3.2 A) und nach
einer Stimulationsdauer von 2 h (Abb. 3.2 B) eine IL-8-Freisetzung in A549-Zellen. Auch die
verwendeten bronchialen Epithelzelllinien NCI-H292, NCI-H727 und BEAS-2B reagierten auf
eine Stimulation mit Phl p 1 mit einer erhéhten IL-8-Freisetzung (Abb. 3.10). IL-8 (CXCLS8)
wirkt chemotaktisch fiir eosinophile Zellen'?® und dirigiert aktivierte eosinophile und
neutrophile Zellen an den Ort der Inflammation®'*. Es wirkt zudem inhibitorisch beziiglich der
Rekrutierung und Aktivierung von Mastzellen'®®. IL-8 ist das vorherrschende Chemokin in der

brochoalveolaren Lavage-Fliissigkeit (BALF) von Asthmatikern''®'®!

und der dominante,
eosinophile Zellen anlockende Mediator in der BALF von Pollenallergikern wahrend der
Pollenflugsaison. Es konnte zudem gezeigt werden, dass nur aus Allergikern stammende

eosinophile Zellen auf IL-8 antworten'?®

, wahrend eosinophile Zellen gesunder Spender nicht
chemotaktisch auf IL-8 reagieren'®. Dies entspricht der Beobachtung von Vroling et al. die
zeigen konnten, dass in der bronchialen Epithelzelllinie NCI-H292, sowie in nasalen
epithelialen Zellen gesunder Spender nach einer Stimulation mit HDM-Extrakt eine erhdhte

226

Freisetzung von IL-8 nachgewiesen werden konnte”. Auch weisen Nasensekrete von

Allergikern nach einer Provokation mit HDM-Extrakt im Gegensatz zu Sekreten gesunder

%8, So ist die in dieser Arbeit

Spender eine herabgesetzte Konzentartion an IL-8 au
beobachtete erhdéhte Ausschittung von IL-8 nach Stimulation der Zellen mit
Graserpollenextrakt oder Phl p 1 gleichzusetzen mit der Antwort respiratorischen Epithels
nicht-allergischer Individuen.

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass neben IL-8 ebenfalls die
Genexpression (Abb. 3.17) und die Freisetzung (Abb. 3.11) von IL-6 und TGF-B durch eine
Stimulation von A549-Zellen mit Phl p 1 induziert wurde. IL-6 ist involviert in die Rekrutierung
von Leukozyten, unterstiitzt die Differenzierung von B-Zellen'®® und eine erhéhte Expression

des IL-6 resultiert in einer Infiltration von MNC in die Atemwege®®. Zudem ist IL-6 beteiligt an
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der TGF-B-abhéngige Differenzierung von Th17-Zellen®'. Die Rolle des TGF-p innerhalb des
humanen Immunsystems wird kontrovers diskutiert. Es wird zum einen als
proinflammatorisches Zytokin beschrieben, welches die Differenzierung von Th17-Zellen

induziert®'"'*!

und zum anderen als immunsuppressiver Mediator, der einen inhibitorischen
Effekt auf die Entwicklung von Th1-Zellen ausibt und in die Entwicklung von regulatorischen
T-Zellen involviert ist''. TGF-B wird beschrieben als das hauptverantwortliche Zytokin fiir die
Induktion des Isotypwechsels von antikdrperproduzierenden B-Zellen in Richtung IgA™'.
Innerhalb einer Gréaserpollen-spezifischen Immuntherapie (IT) ist die Produktion von IgA
verbunden mit einer erhdhten TGF-B-Freisetzung''. In femtomolaren Konzentrationen wirkt
durch epitheliale Zellen bei einer allergischen Rhinitis freigesetztes TGF-3 chemotaktisch fur
Mastzellen, neutrophile Zellen und Monozyten'®°??°. Im Gegensatz zu Salib et al. die zeigen
konnten, dass eine erhdhte Expression von TGF-f auf Gen- und Proteinebene nach einer
Stimulation mit HDM-Extrakt, nicht jedoch mit Graserpollenextrakt beobachtet werden

konnte'®

, konnte in dieser Arbeit eine hohe Freisetzung von TGF-f gezeigt werden.
Verglichen mit der Phl p 1-induzierten erhéhten Freisetzung von IL-8, kdnnte hier wiederum
die Antwort nicht-allergischen Epithels auf eine Stimulation mit Graserpollenallergenen
reflektiert worden sein. In Kombination mit der induzierten IL-6-Freisetzung ware es mdglich,
das eine tolerogene Antwort erzeugt wurde. Neben seiner immunmodulatorischen Funktion
ist TGF-B in die epithelial to mesenchymal transition (EMT involviert, welche wahrend der
Tumorprogression eine entscheidende Rolle spielt und den Vorgang des Verlustes des

epithelialen Charakters von Epithelzellen beschreibt®

. Die EMT ist gekennzeichnet durch
eine Desintegration und Auflésung von Zell-Zell-Verbindungen, einschlieBlich der tight
junctions und Desmosomen, welche fur die Integritat der epithelialen Einheiten verantwortlich
sind**'. Beisswenger et al. konnten zeigen, dass eine bakterielle Erkennung iiber epithelial in
den Atemwegen exprimierten TLR2 zu einer Phosphorylierung von p38 und einer Aktivierung
von TGF-B fihrt und so eine Schadigung der Barriereintegritat induziert wird, welche die

t'®. Eine Aufnahme der Bakterien

transepitheliale Migration pathogener Bakterien ermdglich
durch respiratorisches Epithel konnte jeweils supprimiert werden, wenn die Phosphorylierung
von p38 oder die Induktion von TGF-f inhibiert wurde, wobei der prazise Mechanismus der
transepithelialen Migration nicht aufgeklart werden konnte. Neben der Induktion von
Zytokinen ist die p38-MAPK-Kaskade ebenfalls in die Dysfunktion der Endothelzellbarriere
involviert?’®*. In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass eine
Stimulation von A549-Zellen mit Phl p 1 die Phosphorylierung von p38 und Erk induziert (Abb.
3.18). Eine Inhibition von p38 und Erk unter Einsatz spezifischer Inhibitoren reduzierte
jeweils die Phl p 1-induzierte IL-8-Freisetzung (Abb. 3.19). Keiner der eingesetzten
Inhibitoren konnte die Allergen-induzierte Ausschuttung von IL-8 komplett reprimieren. Dies

l&sst sich in Einklang bringen mit der Beobachtung, dass der p38-MAPK-Signalweg durch
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eine Stabilisierung der IL-8-mRNA zu einer IL-8-Expression beitragt, fir diese Expression
jedoch nicht essentiell ist?®®. Auch Erk alleine ist kein sehr potenter Aktivator der IL-8-
Expression, tragt jedoch zu dieser bei®®. Eine erhéhte Genexpression und Freisetzung von
TGF-B verbunden mit einer Phosphorylierung von p38 kénnte einen indirekten Mechanismus
darstellen, der dem Allergen die Uberwindung der epithelialen Barriere ermédglicht. Zwar
wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Phl p 1-induzierte epitheliale Desintegration nicht
nachgewiesen, doch kénnte die Allergen-induzierte Erhéhung der TGF-B-Freisetzung auf
molekularer Ebene zu einer Auflésung der tight junctions fihren und dem Allergen so die
Passage durch das Epithel ermdglichen.

Im Gegensatz zu Vroling et al. die zeigen konnten, dass die Genexpression und Freisetzung
von TNF-a durch eine Stimulation von NCI-H292-Zellen mit HDM-Extrakt in erhéhtem MaBe
induziert wird®*, bewirkte eine Stimulation von A549-Zellen mit Phl p 1 keine Erhdhung der
Freisetzung von TNF-o (Abb. 3.11 D). Dies lasst darauf schlieBen, dass Hausstaubmilben-
und Gréaserpollenallergene die Induktion unterschiedlicher Zytokinprofile bewirken. Diese
Vermutung wird bestétigt durch die Tatsache dass sowohl NCI-H292-Zellen (Abb. 3.12), als
auch primére nasale Epithelzellen gesunder Spender (Abb. 3.13 und 3.14) nach einer
Stimulation mit Graserpollenextrakt und isoliertem Phl p 1 neben IL-6 und IL-8 eine erhdhte
Freisetzung von IL1-RA, IL-12 und MCP-1 aufwiesen. Wurden NCI-H292-Zellen dagegen mit
HDM-Extrakt stimuliert, konnte eine nur sehr geringe Freisetzung von MCP-1 detektiert
werden und sowohl IL-12, als auch IL1-RA wurden durch Hausstaubmilbenallergene nicht
induziert®®*.

IL1-RA ist ein Mitglied der IL-1-Familie, bindet an den IL-1-Rezeptor (IL1-R) und blockiert
eine intrazelluldre Antwort'"""®. Die Bindung an den Rezeptor reduziert die inflammatorische
Antwort und reflektiert die wichtige Rolle des IL1-RA innerhalb der Aufrechterhaltung der
Balance zwischen inflammatorischen und antiinflammatorischen Zytokinen®. Eine erhdhte
Expression von IL1-RA wird mit einer Reduktion inflammatorischer Antworten assoziiert,
wahrend die Freisetzung von wenig IL1-RA die Inflammation férdert'®®. Single nucleotide
polymorphisms (SNPs) innerhalb des IL1-RA-Gens konnten mit der Entstehung von Asthma
in Verbindung gebracht werden®’. Da in dieser Arbeit eine erhéhte Freisetzung von IL1-RA
detektiert werden konnte, ist davon auszugehen, dass nicht-allergisches Epithel
antiinflammatorisch auf eine Stimulation mit Graserpollenallergen reagiert.

Das heterodimere Zytokin IL-12p70 besteht aus einer schweren Kette (p40) und einer
leichten Kette (p35)und wird vornehmlich von APC produziert, welche die Entwicklung von

Th1-Zellen induzieren®'%.

Wahrend die Genexpression von [L-12p35 konstitutiv in
verschiedenen Zelltypen vorliegt, wird die Expression des p40-Gens und somit die
Produktion von funktionellem IL-12p70 als spezifisch fir APC betrachtet'*. Zhu et al.

konnten zeigen, dass humanes nasales Epithel IL-12p35 exprimiert, nicht jedoch IL-12p40
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und somit kein funktionelles IL-12p70 vorliegt?®”. Eine Infektion von intestinalen epithelialen
Zellen mit Helicobacter pylori oder Salmonella wiederum fuhrt jedoch zu einer Freisetzung
von IL-12p70'?%_ Die in dieser Arbeit detektierte Freisetzung des typischen Th1-Zytokins
IL-12p70  kénnte daher zum einen aus dem  Vorhandensein  geringer
Endotoxinkonzentrationen innerhalb der Allergenpraparationen resultieren, zum anderen
jedoch auch wieder im Kontext einer nicht-allergischen Reaktion auf Graserpollenallergene
betrachtet werden.

MCP-1 (CCL2) wirkt chemotaktisch auf Monozyten, Makrophagen und T-Lymphozyten und

102218 1n ginem

bewirkt die Rekrutierung und Aktivierung von Mastzellen in der Lunge
Allergie-Mausmodell konnte gezeigt werden, dass MCP-1 durch einer Erhéhung der IL-4-
Produktion zu einer Th2-Differenzierung fiihrt'®. Da jedoch nach einer Stimulation von NCI-
H292-Zellen und primdrem nasalem Epithel mit Graserpollenextrakt und Phl p 1 keine
Freisetzung von IL-4 detektiert werden konnte (Tab. 3.1), ist hier eine potentielle MCP-1-
induzierte TH2-Differenzierung eher unwahrscheinlich. MCP-1 gilt ebenfalls als Hauptfaktor
bei einer Verstarkung der Phagozytose-Funktion durch alveolare Makrophagen'® und die
beobachtete MCP-1-Freisetzung kénnte hier mdglicherweise auf die immunologisch
relevante Endotoxinkonzentration innerhalb derExtrakit- und Phl p 1-Préparation
zurickgefihrt werden.

Weitere Unterschiede zwischen HDM-Extrakt- und Gréserpollen-induizierter Mediator-
freisetzung werden deutlich, wenn man die Zytokine betrachtet, die durch eine Stimulation
mit Graserpollenextrakt oder Phl p 1 nicht in erh6htem MaBe ausgeschiittet wurden (Tab.
3.1). So werden beispielsweise IL-2, IL-17, IFN-y und GC-SF nicht durch Graser-
pollenallergene, sehr wohl jedoch durch eine Stimulation mit HDM-Extrakt induziert?®. Die
beiden prominenten Quellen fur Aeroallergene induzieren demnach unterschiedliche Zytokin-
Profile, was wiederum die Vermutung zulasst, dass unterschiedliche Strategien bezlglich der
Interaktion mit respiratorischem Epithel umgesetzt werden.

In Kooperation mit der Abteilung Klinische und Experimentelle Pathologie des
Forschungszentrums Borstel konnte im Rahmen dieser Arbeit erstmals der Einfluss des
Majorallergens Phl p 1 auf humanes Lungengewebe untersucht werden. Da neben
alveolaren und bronchialen Epithelzellen ebenfalls Makrophagen, einige Clara-Zellen und
wenig Bindegewebe Bestandteil der verwendeten Gewebestlicke waren, lasst sich der Phl p
1-induzierte Einfluss auf die Mediatorfreisetzung und Genexpression nicht ausschlieBlich auf
das respiratorische Epithel zurlickflhren. Unter Einsatz des STST-Modells konnte in
Gewebestlicken der humanen Lunge gezeigt werden, dass epitheliale Zellen des alveolaren
und bronchialen Bereiches mit Phl p 1 interagieren, wobei alveolar eine Interaktion mit
Alveolarmakrophagen dominierte (Abb. 3.16 A und B). Die Untersuchung der Uberstande der
stimulierten Gewebestlcke zeigte eine Phl p 1-induzierte erhéhte Freisetzung von IL-8 (Abb.
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3.16 D). Die Scatterplot-Darstellung der Mikroarray-Analyse von Phl p 1-stimuliertem
Lungengewebe (Abb. 3.20) zeigt, dass eine groBe Anzahl von Genen moduliert wurde. Mehr
als 4000 Gene wurden mindestens 2-fach reguliert und noch 60 Gene mindestens 10-fach
(Tab. 3.2). Eine Einordnung eines Teils der regulierten Gene in funktionelle Genkategorien
zeigte, dass viele der regulierten Gene in den Bereich der Zellkommunikation eingeordnet
werden konnten (Tab. 3.3). Auch die Bereiche Metabolismus, Nukleinsdure-bindende
Molekile und Enzyminhibitoren waren innerhalb der durch Phl p 1 regulierten Gene vertreten
(Abb. 3.21). Die Expression besonders stark regulierter Gene der aufgefihrten funktionellen
Kategorien (Tab. 3.4) wurde mittels real-time PCR Uberpruft (Abb. 3.22). DUSP27 wurde
durch eine Stimulation der Gewebesticke mit Phl p 1 hochreguliert. Diese Klasse von
Phosphatasen agiert als MAPK, aktiviert immunkompetente Zellen und induziert eine erhdhte
Zytokinproduktion'™. Das Th2-Zytokin CCL17, auch genannt thymus and activation-
regulated chemokine (TARC) erfuhr in diesem Modell eine Herunterregulation durch Phl p 1.
Dies kdnnte zum einen die Antwort nicht-allergischen Epithels auf das Allergen reflektieren,
andererseits jedoch auch aus der Stimulation anderer Zelltypen, wie beispielsweise
Makrophagen resultieren. Heijink et al. konnten zeigen, dass eine Stimulation von
Atemwegsepithel mit Der p 1, IL-4 und TGF-B zu einer Erhdhung der CCL17-Produktion und
somit zu einer Beglinstigung eines Th2-Phinotyps beitrdgt’”’. KRT17, ein Keratin und
Bestandteil des Zytoskelettes epithelialer Zellen® zeigte sich sowohl in der Mikroarray-
Analyse, als auch nach Untersuchung der Expression mittels real-time PCR als hochreguliert
durch eine Stimulation mit Phl p 1. Dies geht konform mit der Beobachtung von Lilly et al. die
nachweisen konnten, dass KRT6A in priméren respiratorischen Epithelzellen von Allergikern
nach einer Stimulation mit HDM-Extrakt hochreguliert wurde. In der gleichen Studie konnte

jedoch auch eine Runterregulation von KRT15 detektiert werden'’

. Der Serinprotease-
Inhibitor B4 stellt sich als hochreguliert nach einer Stimulation des Lungengewebes mit Phl p
1 heraus. Nach einer Stimulation von NCI-H292-Zellen mit HDM-Extrakt konnte ebenfalls
eine Hochregulation eines Serinprotease-Inhibitors (SERPINE2) detektiert werden und
wurde der proteolytischen Kapazitat einiger Hausstaubmilbenallergene zugeschrieben®.
Wie in Kapitel 3.5 dargestellt, weist Phl p 1 unter der Bedingung eines neutralen pH-Wertes
keine Protease-Funktion auf. Petersen et al. konnten fur rekombiantes Phl p 1, nicht jedoch
fir das natlrliche Allergen eine Cysteinprotease-Funktion nachweisen und interpretieren
natiirliches Phl p 1 als eine unaktivierte Protease'’’. Mdglicherweise wurde das im STST-
Modell eingesetzte Phl p 1 durch Rickstande epithelialen Mukus, bzw. durch die darin
enthaltenen Enzyme aktiviert, jedoch ware dann eher die Hochregulation eines
Cysteinprotease-Inhibitors zu erwarten gewesen. TNFAIP6 aus dem Bereich der
Nukleinsdure-bindenden Proteine ist mit der Induktion einer Inflammation und Arthritis

2
1236

assoziier Lilly et al konnten eine Hochregulation von TNFAIP6 in primdrem
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Atemwegsepithel von Hausstaubmilbenallergikern nach Stimulation mit einem HDM-Extrakt
nachweisen'® und TNFAIP3 zeigte sich in NCI-H292-Zellen nach einer Stimulation mit HDM-
Extrakt ebenfalls als hochreguliert?®. da in der hier durchgefiihrten Mikroarray-Analyse eine
Herunterregulation von TNFAIP6 detektiert werden konnte, liegt die Vermutung nahe, dass
hier unter Umstanden nicht das respiratorische Epithel als ursachlich betrachtet werden kann.
Generell gilt es zu bedenken, dass die Mikroarray-Analyse zwecks Validierung einer
Wiederholung bedarf und zudem ein geplanter Vergleich zwischen Phl p 1-stimuliertem
Lungengewebe von Allergikern und Nicht-Allergikern eine genauere Einsicht in die Allergen-
induzierten Mechanismen erlaubt.

4.3 Aktives Prinzip des Phl p 1

Um untersuchen zu kdnnen, ob die stimulatorische Kapazitat des Phl p 1 direkt auf den
Proteinanteil des Allergens zurlickgefihrt werden kann, wurde Phl p 1 einer Hitze-
Behandlung unterzogen. Tomee et al. konnten bereits zeigen, das eine Hitze-Behandlung
von Extrakten aus Phleum pratense und Betula alba im Gegensatz zu einem HDM-Extrakt
nicht in einer Deaktivierung der stimulatorischen Kapazitat resultiert?™. Auch Vroling et al.
konnten darstellen ,dass die Aktivitit innerhalb des HDM-Extraktes hitzelabil ist®*.

Vermutlich auf Grund seiner strukturellen Stabilitat'®'®

zeigte sich die Phl p 1-induzierte IL-
8-Freisetzung durch eine Hitze-Behandlung des Allergens kaum beeinflusst (Abb. 3.23). Eine
spezifischere Adressierung des Proteinanteils erfolgte durch einen Verdau des Allergens mit
Proteinase K. Das so behandelte Allergen war weder im Coomassie-gefarbten SDS-PAGE-
Gel, noch im Immunoblot detektierbar (Abb. 3.24 A — C). Der Verdau des Phl p 1 resultierte
in einem deutlichen Rickgang der Allergen-induzierten IL-8-Freisetzung in A549-Zellen (Abb.
3.24 D). Im Gegensatz dazu blieb die schwache LPS-induzierte Ausschittung des IL-8
unbeeinflusst von dem Verdau. Dieses Ergebnis untermauert, dass der Proteinanteil des
Allergens flr die induzierte Mediatorfreisetzung maBgeblich sein kénnte und vorhandenes
Endotoxin hier keine Rolle zu spielen scheint.

Die Extrakte verschiedener Pollen (Lolium perenne, Poa pratensis, Acacia longifolia,
Casuarina distyla) sind bereits als Epithel-schadigend beschrieben worden, wobei die
Schadigung und Abldésung respiratorischem Epithels auf eine proteolytische Aktivitat
innerhalb der Extrakte zuriickgefiihrt werden konnte”?'*. Auch der Extrakt aus Aspergillus
fumigatus zerstdrt respiratorische epitheliale Zellen, abhangig von einer Serinprotease-
Aktivitat des Extraktes®'. Viele Majorallergene konnten bislang als Proteasen identifiziert
werden. Pen ch 13, eine Serinprotease aus Penicillium chrysogenum, induziert eine
Mediatorfreisetzung aus A549-Zellen und primdrem Atenwegsepithel und spaltet das tight
junction-Protein Occludin. Tai et al. konnten zeigen, dass die Aktivitdt des Allergens durch
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den Einsatz eines Serinprotease-Inhibitors supprimiert werden konnte®”. Auch

Majorallergene der Hausstaubmilbe Dermatophagoides pteronyssinus erwiesen sich als
Proteasen. Der p 3 wurde als Trypsin-ahnliche Protease beschrieben und Der p 9 als
Serinprotease. Beide Majorallergene aktivieren respiratorisches Epithel lber eine Interaktion
mit PAR-2°?% Der p 1 wurde als Cysteinprotease identifiziert, welche Atemwegsepithel
ebenfalls Gber PAR-2 aktiviert und durch seine proteolytische Aktivitat tight junctions
degradiern kann'¥****'_ Vergleicht man die Aminosauresequenzen von Der p 1 und Phl p 1
mit der einer klassischen C1 Cysteinprotease wie Papain, wird ein hoher Grad an
struktureller Ahnlichkeit innerhalb der drei Konsensus-Regionen, welche die katalytische
Domane formen ersichtlich (Abb. 4.1). Mit Ausnahme eines Asparaginrestes innerhalb der
dritten Doméane erfillt Phl p 1 die Kriterien einer Cysteinprotease und Petersen et al. gehen
davon aus, dass Phl p 1 eine inaktive Protease darstellt, deren Aktivierungsmechanismus

bislang nicht identifiziert werden konnte'®®.

Position
Papain VKNQG-SCGSCWAFSAVVTIEGII 16 - 38
Derp1 IRMQG-GCGSCWAFSGVAATESAY 25 -47
Phip1 IFKSGRGCGSCFEIKCTKPEACSC 62 -85
Papain CGNKDV--HAVAAVGY 153 - 167
Derp1 NGYQPNY-HAVNIVGYS 160 - 1735
Phip1 EGTKVTF-HVEKGSNPN 143 - 158
Papain PNYILIKNSWGTGWGENGYIRIKR 168 - 191
Derp1 VDYWIVRNSWDTNWGDNGYGYFAA 180 - 203
Phip1 DKWIALKESWGAIWRIDTPEVLKG 184 - 207

Abbildung 4.1: Phl p 1 weist eine hohe Sequenzhomologie zu den Cysteinproteasen Papain
und Der p 1 auf. Verglichen wurden die drei Konsensus-Motive, welche die katalytische Region
ausbilden. Gleiche Aminosauren sind in rot dargestellt, wichtige Aminosaurereste in blau. Nach
Petersen et al., verandert'®.

Rekombinantes Phl p 1 aus Pichia pastoris konnte im Gegensatz zu natiirlichem Phl p 1 als

Cysteinprotease identifiziert werden®®®®, ist jedoch hyperglykosyliert mit einem

Kohlenhydratanteil von 15 % und erwies sich als instabil'’.

Majorallergene mit
proteolytischer Kapazitat kénnen Uber PAR mit respiratorischem Epithel interagieren. Diese
Familie von Rezeptoren wird von epithelialen Zellen, aber auch von Monozyten,
Makrophagen und Mastzellen exprimiert®” ', PAR werden durch die proteolytische Aktivitat

ihrer Liganden gespalten und sind an G-Proteine gekoppelt, welche eine Aktivierung der
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Zellen bewirken. Eine PAR-induzierte Stimulation resultiert in der Produktion von PGE, oder
der Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen®*®. Zusétzlich zur Aktivierung von PAR
kann durch die proteolytische Aktivitat der Allergene die Integritét der epithelialen Barriere
durch Abldsung der Zellen und durch ein Offnen der tight junctions auBer Kraft gesetzt und
dem Allergen so die Passage Uber das Epithel ermdglicht werden?'*?*", Um eine potentielle
proteolytische Kapazitat des natirlichen Phl p 1 untersuchen zu kdnnen, wurde zun&chst
Uberprift, ob die verwendeten Epithelzelllinien der Atemwege die entsprechenden PAR
exprimieren. A549-Zellen exprimierten PAR1 — 4, wahrend NCI-H727-Zellen PAR-1 nicht
exprimieren (Abb. 3.25). Proteinbiochemisch wurde unter Verwendung eines APlzym-Testes
eine mogliche Protease-Funktion des Phl p 1 analysiert. Unter physiologischen Bedingungen
(pH-Wert 7,4) wies Phl p 1 keine proteolytische Funktion auf, wéhrend das Allergen in einem
Aktivierungspuffer unter sauren Bedingungen eine mit Trypsin vergleichbare enzymatische
Aktivitat aufwies (Abb. 3.26). Dies unterstitzt die These, dass es sich bei natlrlichem Phl p 1
maoglicherweise um eine inaktive Protease handeln kdnnte. Phl p 1 kénnte als inaktives
Proallergen vorliegen, welches durch eine enzymatische Aktivitdt, vorhanden im Mukus
respiratorischen Epithels in eine aktive Protease umgesetzt wird. Weitere Allergene liegen
ebenfalls zunachst als Proallergen vor. So wird die Trypsin-dhnliche Protease Der p 3
intermolekular durch die Cysteinprotease Der p 1 aktiviert®® und auch die Allergenitat der
Nuklease Phl p 5 erhéht sich, wenn das Allergen mit nasalen Sekreten inkubiert wird®. Im
Gegensatz zu Der p 1 zeigte Phl p 1 unter neutralen Bedingungen keine Selbstdegradation
(Abb. 3.27) und auch in vitro war Phl p 1 nicht in der Lage, eine Ablésung konfluenter A549-
Zellen zu bewirken, wohingegen Der p 1 eine deutliche Schadigung der Zellen verursachte
(Abb. 3.28). Um sich der in-vivo-Situation weiter anndhern zu kénnen, wurde ein Modell der
murinen Trachea eingesetzt, welches es ermdglichte, den Einfluss der beiden Aeroallergene
Phl p 1 und Der p 1 auf lebendes, zilientragendes tracheales Epithel der Maus zu
untersuchen. Die Stimulation der Tracheae mit Phl p 1 erbrachte keine Verénderung
innerhalb des quantifizierten Partikeltransportes, wahrend die Zugabe von Der p 1 in einer
Beschleunigung des durch die zilientragenden Zellen des Epithels induzierten
Partikeltransportes resultierte (Abb. 3.29). Interpretiert man die Hochregulation von
SERPINB4 als Aktivierung des Phl p 1 durch im respiratorischen Mukus enthaltene Enzyme,
hatte auch in diesem Modell durch Mukus-Reste eine Aktivierung des Phl p 1 stattfinden
kénnen. Nach einer elektronenmikroskopischen Analyse der stimulierten Tracheae wies die
mit Phl p 1 behandelte Trachea keine Schadigungen auf, wahrend Der p 1 zu einer
deutlichen Ablésung des Epithels flihrte (Abb. 3.30). Es lasst sich daher schlussfolgern, dass
Phl p 1 hier keine Aktivierung erfahren hat. Die Verwendung eines Mukus-Imitates oder eine
Prainkubation des Allergens mit Nasensekreten kénnte AufschluB3 dariber geben, ob Phl p 1
als Proallergen in Form einer inaktiven Protease vorliegt. Erste Ergebnisse (Daten nicht
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gezeigt) lassen die Vermutung zu, dass die Der p 1-induzierte Beschleunigung des
Partikeltransportes aus einer ATP-Freisetzung resultiert. Extrazellulares ATP dient als
Gefahrensignal und meldet dem Immunsystem Gewebeschaden durch eine Interaktion mit
entsprechenden Rezeptoren. Purine, insbesondere ATP und das Produkt seines
enzymatischen Abbaus Adenosin sind involviert in inflammatorische Kaskaden in
asthmatischen Atemwegen, wobei Uber die genaue Verteilung von ATP in der asthmatischen
Atemwegsinflammation bislang nur wenig bekannt ist®"'*2. Im Gegensatz zu Phl p 1 kénnte
Der p 1 also, neben der bekannten Aktivierung von PAR-2 auf respiratorischem Epithel eine
ATP-Freisetzung induzieren, welche zum Phanotyp des Asthmas beitrdgt. Da Adenosin
ebenfalls die Freisetzung von IL-6 und IL-8 aus Atemwegsepithel induziert®®, kénnte dies
eine vorstellbare Verbindung zwischen extrazelluldarem ATP-Anstieg und einer Inflamation
der Lunge darstellen.

Fir viele Majorallergene konnte gezeigt werden, dass sie Lipid-bindende Proteine sind®'". So
weist zum Beispiel Der p 2 der Hausstaubmilbe eine Lipidbindeféhigkeit auf. Trompette et al.
konnten darstellen, dass Der p 1 sowohl strukturell, als auch funktionell eine Homologie zu
MD-2 aufweist und auch in Abwesenheit von MD-2 in der Lage ist, den LPS-induzierten

Signalweg zu aktivieren?'®

. Wie bereits dargelegt enthalten die in dieser Arbeit verwendeten
Phl p 1-Praparationen geringe Konzentrationen an Endotoxin, welche auch nach
mehrmaliger Aufreinigung nicht vollstandig entfernt werden konnten. Zudem zeigte sich bei
der affinitdtschromatographischen Minimierung des Endotoxins eine hoher Proteinverlust,
sodass die Vermutung nahe liegt, dass Phl p 1 mit LPS assoziiert ist. Um eine mdgliche
Lipid-Bindeféahigkeit und funktionelle Homologie des Allergens zu MD-2 Uberprifen zu
kénnen, wurden mit TLR4 transient transfizierte HEK293-Zellen mit Phl p 1 und/oder LPS
stimuliert. Im Gegensatz zu Der p 2 wies Phl p 1 nicht die F&higkeit auf, in Abwesenheit von
MD-2 eine TLR4-abhéngige Signaltransduktion zu induzieren und ist somit dem MD-2
funktionell nicht homolog (Abb. 3.31).

Phl p 1 ist ein Glykoprotein mit einer N-Glykosylierung des komplexen Typs an
Aminosaurerest 9. Es handelt sich hier um einen konservierte Tri-Mannosyl-Kern mit einer
o1,3-gebundenen Fucose am inneren N-Acetylglucosamin. Des Weiteren weist das Allergen
eine O-Glykosylierung auf, welche an einem Hydroxyprolin in direkter Nachbarschaft zu der
N- Glykosylierung gebunden ist*®*. Verschiedene PRR binden an Kohlenhydrate. So erkennt
der B-Glukan-Rezeptor Dectin-1 B1,3-gebundene Glukane, Kohlenhydrate, die in der
Zellwand von Pflanzen und Pilzen vorkommen'’®. Auch die Surfactant-Proteine SP-A und
SP-D, welche durch alveolare Typ-IlI-Zellen sekretiert werden, gehdéren in die Familie der
Kohlenhydrat-bindenden Proteine*. Auf Grund seiner Glykosylierung ist es vorstellbar, dass
Phl p 1 mit Kohlenhydrat-bindenden Proteinen interagiert. Da in Gréaserpollenallergikern
Kohlenhydrat-reaktives IgE eine Prévalenz von 20 — 40 % aufweist®®'”®, sollte in dieser
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Arbeit untersucht werden, inwieweit die Glykosylierung des Phl p 1 maBgeblich ist fir seine
stimulatorische Kapazitat. Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine Perjodat-Behandlung
von Gréaserpollenextrakten deren Fahigkeit zu einer IgE-Bindung herabsetzt'. Aus diesem
Grund wurde Phl p 1 einer Natriumperjodat-Oxidation unterzogen und A549-Zellen mit dem
so behandelten Allergen stimuliert. Deglykosyliertes Phl p 1 zeigte sowohl im Coomassie-
gefarbten SDS-PAGE-Gel, als auch im Immunoblot nach einer Inkubation mit einem Pool
aus Patientenseren eine zusatzliche Bande bei einer GroBe von etwa 60 kDa, welche
moglicherweise Phl p 1-Homodimere reprdsentiert. In A549-Zellen flhrte die Natrium-
perjodat-Oxidation des Allergens zu einer erhdhten IL-8-Freisetzung, wéhrend ebenso
behandeltes rekombinantes, in E.coli exprimiertes Phl p 1, welches keine posttranslationalen
Modifikationen aufweist, in seiner Reaktivitdt nicht beeinflusst wird (Abb. 3.32). Bei einer
maoglichen Interaktion von Phl p 1 mit Kohlenhydrat-bindenden Rezeptoren und dadurch
ausgelésten erhdéhten Mediatorfreisetzung ware hier eine Reduktion der IL-8-Ausschittung
zu erwarten gewesen. Weitere strukturelle Modifikationen, entstanden durch die Natrium-
perjodat-Oxidation kénnen nicht ausgeschlossen werden. Fir Bet v 1, einem Majorallergen
der Birke (Betula alba) konnten Schéll et al. zeigen, dass eine Dimerisierung des Allergens
entscheidend ist fUr seine in-vivo-Kapazitat der IgE-Quervernetzung. Da die Natriumperjodat-
Oxidation zu einer vermehrten Dimerbildung des Phl p 1 fihrte (Abb. 3.32), ware es
vorstellbar, dass die erhéhte Kapazitat des Allergens aus dieser strukturellen Veranderung
resultiert.

Im letzten Teil dieser Arbeit wurde die antigene Kapazitat des Phl p 1 genauer betrachtet.
DC gelten als Prototyp professioneller APC. Sie nehmen Antigene aus ihrer Umgebung auf,
prozessieren diese und prasentieren sie Uber MHC-Klasse-I- oder MHC-Klasse-II-Molekile
den T-Zellen. Wé&hrend der Reifung der DC kommt es zu einer Hochregulation
kostimulatorischer Moleklle (CD40, CD80, CD86 und MHC-Molekile). Es wurde bereits
mehrfach publiziert, dass epitheliale Zellen der Atemwege als unprofessionelle APC
fungieren kénnen. Sie zeichnen sich durch die Expression entsprechender
kostimulatorischer Molekile aus und in A549-Zellen, sowie in primdren bronchialen
Epithelzellen konnte eine Kolokalisation von Antigenen und MHC-Klasse-II-Molekilen
nachgewiesen werden'"®". Die in dieser Arbeit verwendeten A549-Zellen zeichneten sich
durch die Expression von CD40 und HLA-DR aus, exprimierten jedoch weder CD80, noch
CD86 (Abb. 3.33). Auch eine Stimulation mit Phl p 1 resultierte nicht in einer Hochregulation
der Molkile (Abb. 3.34). Die Expression von CD40 kdnnte eine Interaktion mit T-Zellen
ermoglichen, wobei gezeigt werden konnte, dass eine CD40-CD40L-Interaktion nicht in eine
Allergen-induzierte TH2-Zytokinexpression in der bronchialen Mukosa von Asthmatikern

t96

involviert ist™. Generell stellt sich die Frage, ob fir residente Zellen eine Funktion als

unprofessionelle APC sinnvoll ware, zumal beschrieben wurde, dass DC der Atemwege ihre
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Dendriten durch intaktes Epithel verlangern und so mit Aeroallergenen in Kontakt kommen
kdnnen®*’_ Im Vergleich mit Keratinozyten konnte in A549-Zellen nur eine sehr schwache
Kolokalisation von Lysosomen und Phl p 1 nachgewiesen werden. Keratinozyten hingegen
zeigten eine Akkumulation des Allergens in Lysosomen, sowie eine Kolokalisation mit MHC-
Klasse-lI-Molekiilen®®. Nach einer Stimulation von humanen DC mit Phl p 1 lieB sich eine
erhohte IL-8-Freisetzung detektieren (Abb. 3.35). Das Allergen ist also in der Lage, DC zu
einer Mediatorfreisetzung zu bewegen, wobei im Rahmen dieser Arbeit nicht geklart werden
konnte, ob eine Stimulation von DC mit dem Allergen zu einer Freisetzung von Thi-
polarisierenden Zytokinen (IL-12, IFN-y) oder zu einer Ausschlttung Th2-polarisierender
Zytokine (IL-4) fuhren wirde. Wurden humane MNC mit Phl p 1 stimuliert, konnte eine
deutliche Allergen-induzierte Proliferation detektiert werden (Abb. 3.36). Da die verwendeten
MNC nicht weiter auf Grund ihrer Oberflachenmarker isoliert wurden, ist davon auszugehen,
dass hier Gedachtnis-T-Zellen proliferierten.

4.4 Fazit

Zusammengefasst betrachtet lasst sich sagen, dass sowohl der Extrakt des Lieschgras-
pollens, als auch das isolierte Majorallergen Phl p 1 in der Lage sind, die Freisetzung
verschiedener Mediatoren aus respiratorischem Epithel zu bewirken. Es konnte erfolgreich
ausgeschlossen werden, dass bakterielle Komponenten, welche auch nach einer
Aufreinigung noch Bestandteil der Allergenpraparationen waren, relevant sind fir die
Allergen-induzierte Freisetzung inflammatorischer Zytokine. Ein Rezeptor fur Phl p 1 konnte
nicht identifiziert werden, jedoch konnte eine Interaktion des Phl p 1 mit PAR, welche
Rezeptoren fur viele Majorallergene einschlieBlich des Der p 1 darstellen, ausgeschlossen
werden. Der Einsatz respiratorischer Epithelzelllinien sowie die Verwendung primarer
nasaler Epithelzellen gesunder Spender ermdglichten hier die Untersuchung des Einflusses
einer Stimulation mit Phl p 1 auf Atemwegsepithel des nicht-allergischen Status und die
erhaltenen Ergebnisse liefern somit neue Erkenntnisses bezlglich der Interaktion von
Aeroallergenen mit gesundem respiratorischem Epithel. Eine Untersuchung der Antwort des
Atemwegsepithels allergischer Spender und der Vergleich mit den im Rahmen dieser Arbeit
erbrachten Daten kann neue Einblicke in die Pathophysiologie der Graserpollenallergie
ermdgliche
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5 Zusammenfassung

Heuschnupfen und Asthma zahlen weltweit zu den h&ufigsten chronischen Erkrankungen.
Etwa 20 % der Bevolkerung westlicher Industriestaaten und bis zu 40 % der atopischen
Individuen weisen eine Graserpollenallergie auf'’*#*¥* Sowoh| aus medizinischer, als auch
aus volkwirtschaftlicher Sicht besteht daher ein groBes Interesse an der néheren
Untersuchung der Gréaserpollenallergie. Da respiratorische Epithelien den Ort des ersten
Kontaktes mit Aeroallergenen darstellen, war es Ziel dieser Arbeit, die Auswirkung von
Graserpollenallergenen auf epitheliale Zellen der Atemwege naher zu charakterisieren.
Sowohl der Extrakt des Lieschgraspollens, als auch das isolierte Majorallergen Phl p 1
zeigten die Fahigkeit, die Freisetzung von Mediatoren aus respiratorischen Epithelzelllinien
und primarem nasalem Epithel gesunder Spender zu induzieren. Da die verwendeten
Allergenpréparationen immunologische relevante Konzentrationen an Endotoxin enthielten,
wurde im Rahmen dieser Arbeit erfolgreich ausgeschlossen, dass bakterielle Komponenten
fir die Allergen-induzierte Aktivierung respiratorischen Epithels verantwortlich sind. Im
Weiteren konnte innerhalb dieser Arbeit erstmals gezeigt werden, dass Phl p 1 die
Phosphorylierung der MAPK Erk und p38 induziert. Die Auswirkung einer Stimulation von
Atemwegsepithel mit Phl p 1 auf die Genexpression wurde bislang nicht publiziert, sodass in
dieser Arbeit erstmals eine Phl p 1-induzierte Genexpression in A549-Zellen dargestellt
werden konnte sowie mittels Mikroarray-Analyse ein erster Eindruck von der Phl p 1-
induzierten Genexpression in primarem humanem Lungengewebe gewonnen werden konnte.
Im Vergleich mit HDM-Extrakt-stimulierten respiratorischen Epithelzelllinien und primaren
nasalen Epithelzellen wiesen Phl p 1-stimulierte Zellen ein unterschiedliches Zytokinprofil auf,
welches sich ebenfalls in der Induktion unterschiedlicher Genexpressionsprofile
wiederspiegelte. Allergene der Hausstaubmilbe und Graserpollenallergene scheinen
unterschiedliche Mechanismen der Aktivierung in Atemwegsepithel zu induzieren.

Far viele Majorallergene konnte bereits gezeigt werden, dass sie Uber eine proteolytische

Aktivitat verfiigen?5471:108:203

und man nimmt an, das die Aktivierung respiratorischen
Epithels und die damit verbundene Freisetzung inflammatorischer Mediatoren aus der
Interaktion mit PAR resultiert. Zudem ermdglicht die proteolytische Kapazitat der Allergene
die Uberwindung der epithelialen Barriere. In dieser Arbeit wurde daher eine potentielle
Protease-Aktivitdt des isolierten Phl p 1 naher analysiert. In direktem Vergleich mit der
Cysteinprotease Der p 1 konnte gezeigt werden, dass Phl p 1 unter der Bedingung eines
physiologischen pH-Wertes kein proteolytisches Potential aufweist. Dies deutet darauf hin,

dass sich das Aeroallergen Phl p 1 sowohl bezlglich der Interaktion mit Atemwegsepithel,
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als auch den Mechanismus einer Uberwindung der epithelialen Barriere betreffend deutlich
von der Cysteinprotease Der p 1 unterscheidet.

Da in dieser Arbeit respiratorische Zelllinien und primares Atemwegsepithel gesunder
Spender eingesetzt wurden, ist die beobachtete Antwort auf das Allergen gleichzusetzen mit
der epithelialen Antwort eines Nicht-Allergikers. Ein Vergleich mit HDM-Extrakt- und
Graserpollenallergen-induzierten Expressionsprofilen in nasalem Epithel gesunder und
allergischer Spender wird hilfreich sein, die generelle allergische Antwort besser zu
verstehen.

Die hier dargestellten Daten sind beziglich eines besseren Verstdndnisses mdglicher,
Allergen-spezifischer Mechanismen sowohl aus immunologischer, als auch aus medizin-
ischer Perspektive im Hinblick auf die Entwicklung von Therapeutika sicherlich hilfreich.
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6 Abstract

Hayfever and asthma belong to the most prominent chronic disorders worldwide. About 20 %
of the population of industrialized countries and up to 40 % of the atopic individuals are
suffering from grass pollen allergy'*#***>_ From the medical as well as from the economic
point of view there is a great interest in a closer investigation of grass pollen allergy. As the
respiratory epithelium is the first place of encounter with aeroallergens, this study aimed on
the detailed characterization of the influence of grass pollen allergens on respiratory
epithelium.

The extract of Timothy grass pollen as well as the isolated major allergen Phl p 1 showed the
ability to induce the release of mediators from respiratory epithelial cell lines and primary
nasal epithelium from healthy donors. As the used allergen preparations contained
immunological relevant concentrations of endotoxin, the responsibility of bacterial
components concerning the allergen-induced activation of respiratory epithelium was
successfully excluded. Furthermore, for the first time was shown that Phl p 1 phosphorylates
the MAPK Erk and p38. The influence of a stimulation of respiratory epithlium with Phl p 1 on
the level of gene expression has not been published so far. In order to that the Phl p 1-
induced gene expression in A549 cells, as well as the allergen-induced gene expression in
tissue from the human lung was shown for the first time. In comparison with HDM extract-
stimulated respiratory epithelial cell lines and primary nasal epithelium Phl p 1-stimulated
cells showed a different cytokine and gene expression profile. According to this, allergens of
the house dust mite and grass pollen allergens seem to induce different mechanisms of
activation.

For many major allergens a proteolytic activity is published?%471:108:203

, Which is supposed to
activate respiratory epithelial cells and induce the release of inflammatory mediators via the
interaction with PAR. Furthermore, the proteolytic capacity of the allergens enables them to
pass the epithelial barrier. Therefore one aim was to analyze a potentiell protease activity of
Phl p 1 in detail. In direct comparison with the knowm cysteine protease Der p 1, Phl p 1
showed no proteolytic properties under physiological conditions. These observations indicate
that the aeroallergen Phl p 1 clearly differs from the cysteine protease Der p 1 with regard to
the interaction with respiratory epithelium as well as the mechanism used to overcome the
epithelial barrier.

As respiratory epithelial cell lines and primary nasal epithelial cells were used, the observed
effects can be regarded as the response of non-allergic individuals. A comparison of HDM
extract- and grass pollen allergen-induced expression profiles in nasal epithelium of healthy
donors and allergic individuals will be helpful towards understanding the allergic response in
general.
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The data obtained will lead to a better understanding of allergen-specific mechanisms and
will be helpful concerning the development of new therapeutic strategies from the

immunological and the medical point of view.
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