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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Unser Korper wird durch mechanische und chemische Barrieren, wie Haut und Schleimhaut sowie
Enzymen, vor dem Eindringen von Pathogenen wie Viren, Bakterien, Parasiten oder auch Toxinen
geschutzt. Werden diese Barrieren von Pathogenen oder Chemikalien Uberwunden, so treffen sie
auf einen dritten Abwehrmechanismus, das Immunsystem. Aber auch vor kdrpereigenen Zellen, die
entarten und zur Tumorentstehung fiihren oder die durch Pathogene infiziert sind, schitzt das
Immunsystem. Um diese Bedrohungen eindammen und beseitigen zu kdénnen, muss unser
Immunsystem in der Lage sein zundchst pathogen von nicht-pathogen und koérpereigen von
korperfremd zu unterscheiden, wodurch die entsprechende Immunantwort eingeleitet und reguliert
werden kann. Fehler in dieser Selbstregulation kénnen zu der Entstehung von
Autoimmunerkrankungen oder Allergien beitragen.

Zur Bewaltigung dieser Aufgaben sind Immunzellen und lymphatische Gewebe Uberall im Korper
verteilt und es wirkt ein komplexes System verschiedener Mechanismen und Zellen zusammen.
Pluripotente hamatopoetische Stammzellen im Knochenmark bilden die Vorlaufer aller Zellen des
Immunsystems bevor sie sich in zwei verschiedene Abstammungslinien aufteilen. Aus den myeloiden
Vorlauferzellen entstehen die Granulozyten, Mastzellen, Makrophagen und dendritischen Zellen, aus
den lymphoiden Vorlauferzellen dagegen B- und T-Lymphozyten sowie Naturliche Killerzellen (NK-
Zellen) und lymphoide dendritische Zellen.

Diese Zellen lassen sich klassischerweise jeweils einem der zwei Bereiche des Immunsystems
zuordnen: dem angeborenen und dem adaptiven Immunsystem.

1.1.1 Das angeborene Immunsystem

Die vorderste Front in der Immunabwehr bilden die Zellen und Mechanismen des angeborenen
Immunsystems. Dazu gehdren Mastzellen, Makrophagen, neutrophile, basophile und eosinophile
Granulozyten sowie dendritische Zellen und NK-Zellen.

Mastzellen finden sich hauptsachlich in Geweben in der Nahe einer Oberflache wie der Haut, dem
Respirationstrakt und dem Verdauungstrakt. In ihren Granula enthalten sie einen Vorrat an
Entziindungsmediatoren, die bei Aktivierung, ausgeldst durch Pathogene oder Verletzung des
Gewebes, freigesetzt werden kénnen. Durch diese unmittelbare Ausschuttung kénnen Mastzellen
eine Immunanwort induzieren. Es kommt so zu einer lokalen Entziindungsreaktion und weitere
Immunzellen, wie Makrophagen und Neutrophile, werden angelockt (Marshall und Jawadat 2004).

Die Hauptfunktionen von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten ist die Eliminierung von
Pathogenen durch Phagozytose. Sie werden deshalb auch als professionelle Phagozyten
bezeichnet. Makrophagen sind auch in gesundem Gewebe vorhanden und kénnen nach ihrer
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Aktivierung durch die Freisetzung verschiedener Zyto- und Chemokine inflammatorische Reaktionen
auslosen (Aderem und Underhill 1999). Neutrophile Granulozyten dagegen wandern erst bei
Inflammation in die betroffenen Gewebe ein, sind dann aber in hoher Zahl vertreten und kénnen die
verschiedenen Pathogene phagozytieren und diese durch, in ihren Granula enthaltene, lytische
Enzyme abbauen (Lee et al. 2003). Die beiden weiteren Granulozyten, die eosinophilen und
basophilen Granulozyten, enthalten in ihren Granula ebenfalls Enzyme und toxische Proteine und
sind wichtig fir die Abwehr von Parasiten, die zu groR3 sind, um durch Phagozytose aufgenommen
werden zu konnen (Konig 1978; Rothwell und Love 1975).

Die einzigen Zellen des angeborenen Immunsystems, die sowohl aus lymphoiden als auch aus
myeloiden Vorlauferzellen entstehen kdnnen, sind die dendritischen Zellen (Ardavin et al. 1993; Caux
et al. 1996). Sie zahlen auch zu den phagozytierenden Zellen. Anders als bei Makrophagen und
Neutrophilen liegt ihre Hauptaufgabe aber nicht in der Eliminierung der Pathogene. Dendritische
Zellen befinden sich in einer unreifen Form in fast allen Geweben (Inaba et al. 1993). Unter
Anwesenheit zusatzlicher Signale sind sie in der Lage zu reifen, Fragmente der Fremdstoffe auf ihrer
Oberflache zu prasentieren und so Zellen des adaptiven Immunsystems zu aktivieren (Sallusto et al.
1995; Svensson et al. 1997). Auch Makrophagen haben diese Fahigkeit, allerdings weit weniger
ausgepragt.

NK-Zellen gehéren ebenfalls zu den lymphoiden Zellen des angeborenen Immunsystems und
nehmen dort eine Sonderstellung ein. lhr Ziel sind kdrpereigene Zellen, die durch Mutation entartet
oder durch Pathogene infiziert wurden. Diese Veranderungen kénnen durch Rezeptoren der NK-
Zellen erkannt werden und resultieren in der Lyse der betroffenen Zellen (Vivier et al. 2008).

Erkennung von Pathogenen durch das angeborene Immunsystem

Mit Ausnahme der NK-Zellen besitzen die Zellen des angeborenen Immunsystems keimbahn-
kodierte Rezeptoren, deren Liganden Strukturen sind, die viele Pathogene gemein haben, jedoch
nicht auf kérpereigenen Zellen vorkommen. Solche Strukturen sind evolutionar stark konserviert und
enthalten zumeist viele repetitive Muster. Beispiele flr diese Pathogen-assoziierten molekularen
Muster (PAMP, pathogen associated molecular pattern) sind Peptidoglycane in der Zellwand von
Bakterien oder Lipopolysaccharide (LPS) an der Oberfliche von gram-negativen Bakterien.
Phagozytierende Zellen wie Makrophagen, Neutrophile und dendritische Zellen erkennen diese
durch Mustererkennungsrezeptoren (PRR, pattern recognition receptors) (Janeway 1992a). Neben
der Erkennung von PAMP kann Phagozytose auch durch Rezeptoren induziert werden, die
entsprechend markierte Pathogene erkennen. Durch Proteine des Komplementsystems opsonisierte
Pathogene werden durch Komplementrezeptoren gebunden (Aderem und Underhill 1999; Carroll
1998; Sengelagv 1995), Fc-Rezeptoren (FcR) erkennen Antikdrper-markierte Pathogene (Aderem
und Underhill 1999; Ravetch und Kinet 1991).

Neben den Phagozytoserezeptoren gibt es solche, die proinflammatorische Signalwege aktivieren
(Aderem und Underhill 1999; Medzhitov und Janeway 1997). Eine wichtige Rolle bei der
Unterscheidung zwischen pathogen und nicht-pathogen spielt die Familie der Toll-like Rezeptoren
(TLR). Bisher wurden zehn verschiedene TLR beschrieben, die sich in ihren Liganden und ihrem
Expressionsmuster unterscheiden. TLR5 zum Beispiel erkennt bakterielles Flagellin (Hayashi et al.
2001), TLR9 bindet unmethylierte CpG-Abschnitte, die in Saugetieren kaum bzw. meist methyliert
vorkommen (Hemmi et al. 2000). Der am meisten studierte TLR ist TLR4, der unter anderem
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Lipopolysaccharide aus der aufleren Membran gram-negativer Bakterien erkennt (Poltorak et al.
1998; Janeway und Medzhitov 2002).

Diese Rezeptoren finden sich auch auf dendritischen Zellen. Die Erkennung eines Pathogens ist ein
Beispiel fur ein sogenanntes Danger-Signal, welches in diesen antigenprasentierenden Zellen nicht
nur zur Ausschuttung inflammatorischer Zytokine, sondern auch zu der Expression
kostimulatorischer Molekule auf der Zelloberflache fuhrt. Dadurch werden sie zu der Aktivierung
naiver T-Zellen fahig und kdnnen eine adaptive Immunantwort initieren (Medzhitov et al. 1997).
Aktivierte dendritische Zellen sind also eine der Verknipfungen zwischen dem angeborenen und
dem adaptiven Immunsystem.

1.1.2 Das adaptive Immunsystem

Koénnen eingedrungene Pathogene durch die Mechanismen des angeborenen Immunsystems nicht
vollstandig beseitigt werden, so kommt es zu einer Aktivierung des adaptiven Immunsystems. Das
adaptive Immunsystem ermdglicht hierbei eine spezifischere Eliminierung der Pathogene und, durch
Bildung eines immunologischen Gedachtnisses, eine schnellere Bekampfung bei einer Reinfektion.

Zu den Zellen des adaptiven Immunsystems gehoren die, aus lymphoiden Vorlauferzellen
entstehenden, Lymphozyten: die B- und T-Zellen. Ihre Rezeptoren sind im Gegensatz zu denen des
angeborenen Immunsystems nicht keimbahn-kodiert, sondern ihre Spezifitdt entsteht durch
somatische Rekombination der, flir den Rezeptor kodierenden, Gensegmente in jedem Lymphozyten
neu (Tonegawa 1983). Dadurch entsteht eine hohe Variabilitat, gleichzeitig ermdglicht es aber auch
die Bildung von Rezeptoren, deren Ligand Fragmente korpereigener Proteine sind. Solche
autoreaktiven Zellen werden bereits bei ihrer Reifung selektioniert. Fliir B-Lymphozyten findet die
Reifung bereits im Knochenmark statt, T-Lymphozyten reifen im Thymus und werden dort
selektioniert (Cornall et al. 1995; Kishimoto und Sprent 2000).

Die auf B-Zellen befindlichen Rezeptoren sind Immunglobuline (lg). Immunglobuline, auch als
Antikérper bezeichnet, kbnnen sowohl membrangebunden also auch 18slich vorkommen (Rogers et
al. 1980). Sie bestehen aus zwei leichten und zwei schweren Polypeptidketten, die durch
Disulfidbricken miteinander verbunden sind, sodass eine Y-ahnliche Struktur mit zwei identischen
Antigenbindestellen entsteht (Edelman 1973). Es kommen finf verschiedene Klassen (lsotypen) vor
(IgM, IgD, IgG, IgA, IgE), die durch die konstante Region des Antikdrpers definiert werden. Neben
der konstanten Region besitzt jeder Antikérper eine variable Region, die seine Antigenspezifitat
bestimmt. Die hohe Variabilitat dieser Antigenspezifitat entsteht hierbei durch irreversible
Rekombination von Gensegmenten wahrend der B-Zell-Differenzierung im Knochenmark (Tonegawa
1983). Jede B-Zelle exprimiert Antikdrper nur einer bestimmten Spezifitat in der variablen Region,
wahrend sich der Isotyp der produzierten Antikérper im Laufe der Lebenszeit der B-Zelle andern
kann (Stavnezer 1996). Die ersten von B-Zellen produzierten Antikdrper sind hierbei immer IgM, ein
Klassenwechsel kann durch Antigenbindung in Kombination mit Aktivierung durch T-Zellen induziert
werden (Parker 1993). Dies fuhrt zur Differenzierung der B-Zelle in ihre Effektorform, die
Plasmazelle. Die von Plasmazellen sekretierten Antikérper haben drei Hauptfunktionen in der
Immunabwehr: Neutralisation von Pathogenen und Toxinen, bei der durch direkte Bindung ein Effekt
auf kdrpereigene Zellen verhindert wird (Brandtzaeg 2003), die Opsonisierung zur Markierung fur
zum Beispiel effektivere Fc-rezeptorvermittelte Phagozytose (Ravetch und Kinet 1991) und die
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Komplementaktivierung, die zur Lyse der Pathogene fihren kann (Cooper 1985; Cooper und
Nemerow 1985).

Der Rezeptor der T-Zellen (TCR) ahnelt in seinem Aufbau Teilen des B-Zell-Rezeptors. Er besteht
aus zwei Polypeptidketten, die aus jeweils einem konstanten und einem variablen Teil bestehen und
auch durch eine Disulfidbriicke verbunden sind. Zusatzlich ist der TCR immer mit einem Komplex
aus CD3-Molekulen assoziiert, der den Rezeptor stabilisiert und fur die Signaltransduktion bei
Antigenbindung zustandig ist (Exley et al. 1991; Janeway 1992b). Der TCR besitzt nur eine
Antigenbindestelle und kommt membrangebunden vor. Im Gegensatz zu den Immunglobulinen der
B-Zellen, die Antigene direkt binden kdénnen, erkennen T-Zell-Rezeptoren Antigene nur in
prozessierter und gebundener Form auf der Oberflache anderer Zellen (Germain 1986). Die Antigene
bestehen dann nur noch aus kurzen Aminosauresequenzen und sind an MHC-Molekile (major
histocompatibility complex) der Klasse | oder || gebunden. MHC-Klasse | Molekiile werden von allen
Zellen exprimiert. Sie bestehen aus zwei Polypeptidketten, einer in der Zellmembran verankerten a-
Kette und einem nichtkovalent daran gebundenem [-Mikroglobulin (Cresswell et al. 1973; Peterson
et al 1974). Die a-Kette besteht aus drei Domanen wobei as und a; die Antigenbindestelle bilden und
az die in der Membran verankerte Domane ist (Bjorkman et al. 1987). Die mit Hilfe von MHC |
prasentierten Peptide stammen von Proteinen aus dem Zytosol oder Zellkern. Sie kénnen also z.B.
auch virale Peptide darstellen (Germain 1986).

MHC-Klasse || Moleklle werden nur auf dendritischen Zellen, Makrophagen und B-Zellen, also den
professionellen antigenpasentierenden Zellen (APCs) exprimiert. Sie bestehen aus zwei
Polypeptidketten, die beide in der Membran verankert und nichtkovalent miteinander verbunden sind.
Die Peptidbindestelle wird hier durch die Domanen a4 und B4, also durch zwei verschiedene Ketten,
gebildet (Kaufman et al. 1984; Brown et al. 1993). Durch MHC-Klasse Il Molekiile prasentierte
Peptide stammen von Proteinen exogenen Ursprungs, die nach der Aufnahme durch z.B.
Phagozytose in Endosomen fragmentiert werden (Germain 1986).

Die MHC-Molekille welcher Klasse durch den TCR erkannt werden, ist abhangig von den
Korezeptoren CD4 und CDS8, die auf der Oberflache der T-Zellen exprimiert werden und anhand
derer sich die zwei Hauptklassen der Effektor-T-Zellen differenzieren lassen. T-Zellen exprimieren
immer nur einen der beiden Korezeptoren. Doppeltpositive Zellen werden, wie die autoreaktiven
Zellen, bereits im Thymus selektioniert (Germain 2002). CD8 bindet als Korezeptor an MHC-
Klasse | Molekille und wird auf zytotoxischen T-Zellen (CTL) exprimiert. MHC-Klasse Il Molekile
werden durch CD4 erkannt (Zamoyska 1998). Zellen, die diesen Korezeptor tragen, kbnnen anhand
der von ihnen sezernierten Zytokine in mehrere Subpopulationen unterteilt werden. Die sogenannten
T-Helferzellen (Tu1 und Tw2) sind nach Initiierung einer Immunantwort in der Lage, Makrophagen
bzw. B-Zellen zu aktivieren (Abbas et al. 1996; Mosmann und Coffman 1989). Ty17-Zellen sind an
der Stimulation einer neutrophilen Antwort beteiligt (Stockinger und Veldhoven 2007) und
regulatorische T-Zellen (Treg) sind essentiell fur die Inhibierung bzw. Limitierung einer Immunantwort
(Sakaguchi und Sakaguchi 2005). Einige der spezifischen Lymphozyten differenzieren im Zuge einer
Immunantwort zu sogenannten Gedachtniszellen. Bei erneutem Kontakt mit dem Antigen
ermdglichen sie eine schnellere und effektivere Immunabwehr. Dieses immunologische Gedachtnis,
das allerdings auf das Individuum beschrankt ist, kommt im angeborenen Immunsystem nicht vor
(Berek und Milstein 1987; Rogers et al. 2000).
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Die Initiilerung einer adaptiven Immunantwort durch Aktivierung der B- und T-Lymphozyten findet
meist in den Lymphknoten oder in der Milz statt und ist streng reguliert.

1.2 Reaktionen im Lymphknoten

Vor ihrer Aktivierung zirkulieren die reifen, naiven Lymphozyten im Blut und den lymphatischen
Organen wie Lymphknoten und Milz. In diesen sekundaren lymphatischen Organen kann bei
Erkennung eines Antigens durch die spezifischen Rezeptoren die Induktion einer adaptiven
Immunantwort stattfinden.

Lymphknoten sind von einer Bindegewebskapsel umgeben, an die sich im Inneren der Cortex
anschlief3t. Im Cortex befinden sich hauptsachlich B-Zellen, die dort die lymphatischen Follikel bilden.
Diese werden zunachst als primare lymphatische Follikel bezeichnet. Bei einer Aktivierung der B-
Zellen kommt es durch Proliferation zur Bildung eines Keimzentrums und der Follikel wird zum
sekundaren lymphatischen Follikel. Angrenzend an die B-Zell-reiche Region des Cortexes schlief3t
sich der Paracortex an, in welchem hauptsachlich T-Zellen lokalisiert sind. In diesem paracortikalen
Bereich befinden sich hochendotheliale Venolen, durch welche die Lymphozyten tiber den Blutstrom
in den Lymphknoten gelangen und sich dann in Cortex und Paracortex verteilen. Neben dem
Paracortex des Lymphknotens befindet sich die Medulla, von der aus die efferenten Lymphgefalle
ausgehen. Wahrend aktivierte T-Zellen den Lymphknoten Uber diese verlassen, verbleiben
Plasmazellen in der Medulla und nur ihre sezernierten Antikdrper werden Uber die Lymphe verteilt.
Efferente LymphgefaRe miinden in den Ductus Thoracicus, von wo aus die Lymphe in den
Blutkreislauf gelangt und sich so im Korper verteilt (Neumann 2008: Immunbiologie. 1. Auflage,
Kap.1.4.1).

Lymphknoten finden sich Uber den ganzen Korper verteilt an Stellen, an denen sich aus dem Gewebe
kommende Lymphbahnen vereinigen. Uber diese afferenten LymphgefaRe, die liber die Kapsel in
den Lymphknoten eintreten, gelangen antigenprasentierende Zellen, besonders dendritische Zellen,
in den Lymphknoten.

Nach ihrer Aktivierung stellen sie Kontakt zu naiven T-Zellen her, die das an MHC-gebundene
Antigen erkennen. Dendritische Zellen tragen dazu auf ihrer Oberflache MHC-Molekile beider
Klassen und sind die einzigen Zellen, die auch Peptide exogenen Ursprungs auf MHC-Klasse |
Molekulen prasentieren kdnnen (Ackerman und Cresswell 2004). Durch diese Kreuzprasentation
sind sie in der Lage, CD8-positive zytotoxische T-Zellen zu aktivieren, die infizierte Zellen eliminieren
kénnen. Wird das Antigen auf MHC-Klasse Il Molekilen auf der Oberflache der dendritischen Zelle
prasentiert, so kdnnen CD4-positive T-Zellen aktiviert werden.

Die Bindung zwischen TCR und dem Antigen:MHC-Komplex auf der dendritischen Zelle ist fur eine
Aktivierung der naiven T-Zelle jedoch allein nicht ausreichend, sondern liefert nur das erste von drei
bendtigten Signalen. Das zweite Signal entsteht durch die Bindung von CD28 auf der Oberflache der
T-Zelle an die kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86 auf der dendritischen Zelle, die nur nach
Aktivierung durch ein Danger-Signal dort exprimiert werden (Medzhitov et al. 1997, Bour-Jordan und
Bluestone 2002). Findet eine TCR:Antigen:MHC-Bindung in Abwesenheit dieser kostimulatorischen
Signale statt, resultiert dies in Anergie der T-Zelle (Schwartz 2003), d.h. sie ist vorubergehend nicht
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mehr aktivierbar. Durch diesen Mechanismus wird eine Uberaktivierung des adaptiven
Immunsystems bei niedriger Antigenmenge verhindert.

Bei erfolgreicher Aktivierung kommt es zur Proliferation der antigenspezifischen T-Zellen und
anschlielenden Differenzierung in Effektor-T-Zellen, wobei weitere Signale in Form von Zytokinen
Uber den Differenzierungsweg der T-Zellen entscheiden. Interferon-y (IFN- y) und Interleukin-12 (IL-
12) bewirken zum Beispiel eine Differenzierung zu Tn1-Zellen. Ist wahrend der Aktivierung
Interleukin-4 (IL-4) in relativ hohen Konzentrationen vorhanden, so wird die Entwicklung zu Tx2
induziert (Murphy und Reiner 2002). Reife Th1-Zellen wiederum sekretieren selbst IFN-y und kdnnen
so Makrophagen aktivieren. Th2-Zellen bewirken das Anschalten der humoralen Immunantwort,
indem sie B-Zellen aktivieren, die fur das gleiche Antigen spezifisch sind wie sie selber (Mosmann
und Coffman 1989). Diese B-Zellen proliferieren und differenzieren zu antikdrperproduzierenden
Plasmazellen.

Nach Beendigung der Immunantwort kommt es zur Apoptose fast aller spezifischen Effektor-T- und
B-Zellen. Sogenannte Gedachtniszellen bleiben allerdings erhalten und reagieren bei erneutem
Kontakt mit dem Antigen mit sofortiger Generierung von Effektorzellen, ohne dass erneut eine
Aktivierung mit allen drei Signalen stattfinden muss (Berek und Milstein 1987; Rogers et al. 2000).

1.3 Hyperreaktionen des Immunsystems

Das adaptive Immunsystem schutzt den Organismus, indem es Antigene in wahrscheinlich harmlos
und potentiell gefahrlich einstuft. Kommt es hierbei zu Fehlregulationen, kann eine bermalige
Immunreaktion auf ein eigentlich harmloses Antigen, wie zum Beispiel Nahrungsmittel, Medikamente
oder Pollen, ausgelost werden. Uberempfindlichkeitsreaktionen kbnnen, je nach Intensitat,
lebensbedrohliche Reaktionen hervorrufen.

Nach Coombs und Gell kdnnen diese anhand verschiedener Kriterien nach Typ |-V unterteilt werden
(Murphy et al. 2007: Janeway’s Immunobiology. 7th Edition, Kap. 13-1). Reaktionen des Typs I-llI
werden durch Antikdrper vermittelt, unterscheiden sich aber in der Klasse der beteiligten Antikérper,
den auslésenden Antigenen und den Effektormechanismen.

Typ | Reaktionen werden durch Antikdrper des IgE-Isotyps vermittelt. IgE wird in den drainierenden
Lymphknoten des betroffenen Gewebes oder am Ort der allergischen Reaktion selbst von
Plasmazellen sezerniert und bindet an den hochaffinen Fc-Rezeptor FceRI an der Oberflache von
Mastzellen (Kinet 1999). Bei erneutem Kontakt mit dem Antigen kommt es zur Degranulierung dieser
Zellen, wodurch unter anderem Entzindungsmediatoren wie Histamine, Leukotriene und
Prostaglandine freigesetzt werden, die wiederum eine inflammatorische Reaktion bewirken (Williams
und Galli 2000). Da diese Reaktionen vom Typ | innerhalb von Minuten zu deutlichen Effekten fiihren
kénnen, werden sie auch als Reaktionen vom Soforttyp bezeichnet. Beispiele hierfur sind die
allergische Rhinitis, allergisches Asthma oder auch systemische Anaphylaxie, zum Beispiel aufgrund
einer Nahrungsmittelallergie (Bellanti und Wallerstedt 2000; Kay 2001).

Reaktionen vom Typ Il und Il werden durch IgG und IgM vermittelt und in beiden spielt das
Komplementsystem und die dadurch vermittelte Lyse und/oder Phagozytose eine wichtige Rolle im

Effektormechanismus. Wahrend Typ Il wie auch schon Typ | durch I6sliche Antigene induziert wird,
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basieren Reaktionen vom Typ Il auf zell- oder matrixassoziierten Antigenen. Ein typisches Beispiel
hierfur ist die hamolytische Anamie, welche durch die Bindung kleiner Molekile an die Oberflache
von Erythrozyten induziert werden kann. Die veranderten Selbstproteine (,altered self‘) werden durch
Antikérper gebunden, die dann z.B. nach Komplementaktivierung zur Lyse der Erythrozyten fihren
(Semple und Freedman 2005). Bekannte Beispiele flir eine Typ Ill Reaktion sind die Serumkrankheit,
bei der es zu einer systemischen Reaktion auf korperfremde Proteine kommt (Lawley et al. 1984),
oder die Arthus Reaktion, welche nur lokal auftritt. In beiden Fallen kommt es zur Bildung von
Immunkomplexen aus 1gG/IgM und dem Antigen, welche zu inflammatorischen Reaktionen und
Gewebeschadigungen flihren kénnen (Kohl und Gessner 1999).

Wahrend die Reaktionen vom Typ | — lll also auf Interaktionen mit spezifischen Antikdrpern basieren,
sind die des Typs IV T-Zell-vermittelt. Anhand des beteiligten T-Zell-Typs kdnnen diese in drei
weitere Gruppen unterteilt werden. In der ersten Gruppe (Typ IVa) erkennen Tu1-Lymphozyten den
Antigen:MHC-Klasse II-Komplex auf antigenprasentierenden Zellen. Dies fuhrt zu einer Freisetzung
inflammatorischer Zytokine, wie IFN-y und TNF-a. Durch die Ausschittung dieser Zytokine werden
wiederum Makrophagen rekrutiert, deren Aktivierung zu einer entziindlichen Reaktion flhrt.
Aulerdem wird die Permeabilitdt der Blutgefalle im betroffenen Gewebe erhéht, wodurch weitere
Zellen und Plasma eindringen kénnen. Zusammen mit einer Lockerung des Gewebes kann dies zum
Beispiel als Hautschwellung sichtbar werden, wie es bei der Kontaktdermatitis der Fall ist (Kimber
und Dearman 2002). Eine weitere Gruppe der T-Helferzellen vermitteln die
Hypersensitivitatsreaktionen vom Typ IVb. Auch die Tw2-Lymphozyten werden durch an MHC-
Klasse Il gebundene Antigene auf antigenprasentierenden Zellen aktiviert, infolgedessen es in
diesem Fall zu einer Ausschuttung von Zytokinen, wie IL-4 und IL-5, kommt. Diese Reaktion bewirkt
die erhohte Produktion von IgE und die Aktivierung eosinophiler Granulozyten und ist unter anderem
bei chronischem Asthma sowie bei der chronischen, allergischen Rhinitis zu beobachten (Kay 2001;
Posadas und Pichler 2007).

Im Gegensatz zu den T-Helferzellen vermittelten Hypersensitivitatsreaktionen vom Typ IVa und IVb
bilden bei Reaktionen vom Typ IVc zytotoxische T-Zellen die Effektorzellen, die zellgebundene
Antigene binden (Posadas und Pichler 2007). In der Kontaktdermatitis werden neben den CD4-
positiven Tu1-Lymphozyten auch solche CD8*T-Zellen aktiviert und pragen dort die Auspragung der
spaten Phase dieser Hypersensitivitatsreaktion (Gober und Gaspari 2008).

Die Wahrscheinlichkeit eine Hypersensitivitatsreaktion zu entwickeln ist nicht fur alle Individuen
gleich. Abgesehen von der gesamtgesundheitlichen Verfassung weisen einige aufgrund einer
genetischen Pradisposition die Tendenz auf, schon bei geringer Exposition eine IgE
Antikoérperantwort auszubilden. Dies wird als Atopie bezeichnet. Bei atopischen Individuen kénnen
somit bereits geringerer Dosen von Allergenen potentiell allergische Reaktionen wie Asthma,
Rhinokonjunktivitis oder Ekzeme hervorrufen (Johansson et al. 2004).

1.3.1 Respiratorische Hypersensitivitatsreaktionen

Wie die Uberempfindlichkeitsreaktionen insgesamt lasst sich auch die Entstehung einer
respiratorischen Hypersensitivitdtsreaktion in zwei Phasen einteilen. In der ersten Phase, auch als
Induktion oder Sensibilisierungsphase bezeichnet, findet der erste Kontakt mit dem Antigen statt und
ein entsprechender Immunstatus wird erzeugt. Die Manifestation der Hypersensitivitat erfolgt nach
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einem erneuten Kontakt mit dem Antigen (Briatico-Vangosa et al. 1994). Ausléser sind meist
Umweltantigene, wie Proteine, Pollen, Exkremente der Hausstaubmilbe oder Hautschuppen
verschiedener Tiere, aber auch niedrigmolekulare Chemikalien, die als Haptene an Proteine
gebunden als Allergen wirken konnen (Boverhof et al. 2008). Respiratorische
Hypersensitivitatsreaktionen kénnen sowohl den oberen als auch den unteren Bereich des
respiratorischen Traktes betreffen.

Als Erkrankung der oberen Atemwege zeichnet sich die allergische Rhinitis durch Niesreiz,
Rhinorroe, nasale Obstruktion sowie Juckreiz der Nase aus. Oft geht sie mit einer Entziindung der
Bindehaut der Augen einher und wird dann auch als allergische Rhinokonjunktivitis bezeichnet
(Johansson et al. 2004). Diese Symptome werden vor allem durch die Freisetzung von Histamin
durch Mastzellen hervorgerufen, welche wiederum durch die Bindung von Antigen und
antigenspezifischem IgE ausgeldst wird (Bellanti und Wallerstedt 2000).

Die Symptome von Asthma dagegen zeigen sich eher im Bereich der unteren Atemwege. Neben
einer Uberempfindlichkeit der Atemwege kommt es zu Atemnot durch Verengung eben dieser. Die
Infiltration von eosinophilen Granulozyten und aktivierten T-Zellen in das betroffene Gewebe und
eine erhdhte Produktion und Sekretion der Th2-typischen Zyokine Interleukin-4, -5 und -13 sowie von
CC-Chemokinen kennzeichnen chronisches Asthma auf zellularer Ebene (Kay 2001; Posadas und
Pichler 2007).

1.3.2 Respiratorische Allergene

Auch wenn Hyperreaktionen auf Deregulationen von Reaktionen des Immunsystems basieren, deren
Ziel eigentlich ungefahrliche Antigene sind, so gibt es neben der genetischen Pradisposition zur
Sensibilisierung auch Substanzen, die eine Induktion der Hyperreaktionen begtlinstigen. Unter diesen
Substanzen finden sich sowohl niedermolekulare Verbindungen als auch hochmolekulare Proteine.

Ein bekanntes solches Protein ist KLH (keyhole limpet hemocyanin), das Hadmocyanin der Grol3en
Kalifornischen Schlussellochnapfschnecke (Megathura crenulata). KLH ist ein kupferhaltiges Protein,
das aus der Hamolymphe dieser Mollusken gewonnen wird. Aufgrund seiner starken
immunstimulatorischen Eigenschaften wird KLH schon seit vielen Jahren in Versuchen zur
Untersuchung der Immunantwort eingesetzt (Curtis et al.1970; Curtis und Hersh 1972; Harris und
Markl 1999; Weigle 1964; Weissmann et al. 1990) und dient auch in dieser Arbeit als
Beispielsubstanz.

Stellvertretend fur niedermolekulare Verbindungen wurden 1-Chlor-2,4-dinitrobenzol (DNCB), ein
lange bekanntes Kontaktallergen (Arts et al. 1996; lkarashi et al. 1993; Landsteiner und Jacobs 1935;
Zeligman 1964), und Trimellitsdureanhydrid (TMA), dessen Wirkung als respiratorischer
Sensibilisierer vielfach dokumentiert ist (Leach et al. 1987; Vohr et al. 2002; Zeiss et al. 1977),
verwendet.
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1.4 Das respiratorische System

Neben der Haut und dem Darm ist das respiratorische System eine der Barrieren, an denen der
Korper mit Fremdantigenen konfrontiert wird. Die Atemluft, mit allen Partikeln und Substanzen die
sie eventuell enthalt, tritt zunachst Uber die oberen Luftwege ein. Diese umfassen Nasen- und
Mundhoéhle, Nasennebenhdhlen, Rachen und Kehlkopf. Bevor die Atemluft die Lunge erreicht,
passiert sie die unteren Luftwege (Trachea und Bronchialbaum). Die oberen und unteren Luftwege
als luftleitende Atmungsorgane dienen dem Transport, der Erwarmung, Befeuchtung und Reinigung
sowie der Kontrolle der Atemluft Giber Geruchsempfindungen.

Die Trachea, deren Wand durch etwa 20 hufeisenférmige, nach hinten offene Knorpelspangen
verstarkt wird, teilt sich nach einer Strecke von 10-12 cm an der Bifurcatio tracheae in die beiden
Hauptbronchien. Der rechte Hauptbronchus spaltet sich in drei Lappenbronchien, der linke
Hauptbronchus nur in zwei Lappenbronchien, die die insgesamt finf Lungenlappen des Menschen
versorgen. Die Lappenbronchien teilen sich weiter in Segmentbronchien und es folgen immer weitere
Verastelungen des Bronchialbaumes. Die letzten Verzweigungen, deren Durchmesser weniger als
1 mm betragen, werden als Bronchioli bezeichnet. Diese minden in die Alveolengange und
schlief8lich in die Alveolarsackchen, in denen sich die Alveolen als Ort des Gasaustausches befinden.

Partikel, die mit der Atemluft in das verzweigte System der Bronchien gelangt sind, kdnnen mit Hilfe
der Schleimhaut (Mucosa) mit Flimmerepithel wieder hinaustransportiert werden. Die
Flimmerharchen schlagen hauptsachlich rachenwarts und bewegen so den von Becherzellen
gebildeten Schleim und alle gebundenen Partikel nach auRen (Faller und Schinke 2008: Der Korper
des Menschen. 15. Auflage, Kap. 8.3 und 8.5).

Da die Barriere zum Korperinneren in den Endverzweigungen des Bronchialbaumes fir den
Gasaustausch besonders dunn und durchlassig sein muss, ist ein funktionierendes Abwehrsystem
hier extrem wichtig. Das Schleimhaut-assoziierte Immunsystem, das dreiviertel aller Lymphozyten
beinhaltet, schitzt neben dem oberen und unteren respiratorischen Trakt auch den
Gastrointestinaltrakt und den Urogenitaltrakt, in denen ahnlich durchlassige Barrieren vorhanden
sind (Murphy et al. 2007: Janeway’s Immunobiology. 7™ Edition, Kap. 11-1).

Der Grofiteil der in der Lunge enthaltenen Immunzellen sind Alveolarmakrophagen (Agostini et al.
1993), deren Hauptaufgabe die Beseitigung von inhalierten Partikeln und Pathogenen ist, die nicht
mehr vom Flimmerepithel der Schleimhaut beseitigt werden kénnen (Hocking und Golde 1979).
Obwohl sie in der Lage sind, Antigene zu prozessieren und zu den drainierenden Lymphknoten zu
transportieren, scheinen Alveolarmakrophagen in der Immunantwort in der Lunge weniger an der
Initiierung, sondern eher an der Regulation beteiligt zu sein (Holt 1986; Kirby et al. 2009; Lyons et al.
1986). Weitere phagozytierende Zellen in der Lunge sind die dendritischen Zellen. Im Gegensatz zu
den Alveolarmakrophagen, die auch im Alveolarraum lokalisiert sind, befinden sie sich im Gewebe
(Holt und Schon-Hegrad 1987). Auch sie nehmen inhalierte Antigene auf und transportieren sie zum
Lymphknoten, um sie dort T-Zellen zu prasentieren (Burchell et al. 2010; Holt et al. 1990; Vermaelen
et al. 2001). Die differenzierten T-Zellen wiederum wandern zurtck in die Lunge (Agostini et al. 1993;
Roman et al. 2002; Weninger et al. 2001).

Neben den frei im Lungengewebe befindlichen Immunzellen sammelt sich ein Teil der Zellen an
Orten organisierten lymphatischen Gewebes, das sich als Follikel entlang des gesamten
Bronchialbaumes finden lasst und auch als BALT (bronchus-associated lymphoid tissue) bezeichnet
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wird. Die Follikel bestehen aus B-Zell-Keimzentren, die von T-Zellen, Makrophagen und
dendritischen Zellen umgeben sind. In ihnen kommt es zur Differenzierung von antigenspezifischen
Effektor- und Gedachtniszellen, dhnlich den Peyer'schen Plaques am Darm. Damit ist das BALT,
neben den drainierenden Lymphknoten der Lunge, ein weiterer Ort, in dem die Initiierung einer
Immunantwort stattfinden kann (Agostini et al. 1993; Bienenstock et al. 1974).

1.4.1 Das respiratorische System der Ratte

Das respiratorische System der Ratte istim Grundsatz dem des Menschen sehr &hnlich. Die Trachea
hat einen Durchmesser von 1,6 — 1,7 cm und ihre Form wird auch von 18-24 unelastischen
Knorpelspangen aufrechterhalten. Auch die Zahl der Lungenlappen stimmt mit der des Menschen
Uberein, allerdings besteht die Aufteilung hier aus einem linken und vier rechten Lungenlappen
(Lobus cranialis, L. medius, L. caudalis, L. accessorius) (Abb. 1) (Suckow et al. 2006: The laboratory
rat. 2" Edition, Kap. IV A und B).

Abb. 1: Die Lunge der Ratte

a) linke Lunge; b — e) rechte Lunge mit b) kranialem, c) mittlerem, d) kaudalem
und e) akzessorischem Lobus

(entnommen aus und modifiziert nach Liebich (1974))

Diese Ahnlichkeiten und die, im Vergleich zur Maus, einfacher zu handhabende GréRe, macht die
Ratte zu einem geeigneten Versuchstier im Bereich respiratorischer Hyperreaktionen.

1.5 Identifizierung respiratorischer Allergene

Asthma, Rhinokonjunktivitis und COPD (chronic obstructive pulmonary disease) sind weitverbreitete
Krankheitsbilder in allen Industrielandern. Eine akzeptierte und validierte Methode fir die
Identifikation respiratorischer Sensibilisierer fehlt allerdings. Die derzeit verbreiteten Methoden sind
kaum miteinander vergleichbar und variieren in den verwendeten Spezies (Maus, Ratte,
Meerschweinchen), der Art der Exposition und Applikation sowie den untersuchten Endpunkten
(Boverhof et al. 2008).

FUr Substanzen, die auf der Haut sensibilisierend wirken, ist der lokale Lymphknotentest (local lymph
node assay, LLNA) der derzeitige Goldstandard (Kimber und Weisenberger 1989). Bei diesem Test
wird nach mehrfacher lokaler Applikation die Proliferation in den drainierenden Lymphknoten
bestimmt. Wahrend fir den LLNA Mause zum Einsatz kommen, ist die Spezies der Wahl bei
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Untersuchungen zu respiratorischen Hypersensitivitatsreaktionen oft auch die Ratte. Neben ihrer
Grofde und dem ahnlichen Aufbau der Lunge spricht auch die Analogie zur humanen respiratorischen
allergischen Reaktion, wie die Produktion von IgE, die Akkumulation von Neutrophilen, Lymphozyten
und Eosinophilen in der Lunge und eine Tn2-Reaktion basierte Ausschuittung von Zytokinen fir eine
Verwendung dieser Spezies. Besonders die Brown Norway Ratte als IgE-high-responder kommt oft
zum Einsatz (Pauluhn und Mohr 2005). Die Sensibilisierung von Brown Norway Ratten mit
Trimellitsdure (TMA) via dermaler und respiratorischer Applikation hat gezeigt, dass auch fir die
respiratorische Sensibilisierung frihe Ereignisse in den drainierenden Lymphknoten detektierbar
sind (Vohr et al. 2002), was eine Identifikation via eines Kurzzeitmodels wie dem LLNA mdglich
macht. Arts et al. zeigten, dass sowohl bekannte respiratorische als auch dermale Sensibilisierer in
einem respiratorischen LLNA, in dem die Substanzapplikation inhalativ erfolgte, identifiziert werden
koénnen (Arts et al. 2008).

Neben der Inhalation ist die intratracheale Applikation eine weitere Méglichkeit der Administration
von Substanzen in den Respirationstrakt. Der Vorteil liegt hier in der Einfachheit der Bestimmung
des Applikationsvolumens, da kein Aerosol hergestellt werden muss, sondern ein Volumen von
bestimmter Konzentration direkt in die Lunge appliziert werden kann. In einer Studie an
Meerschweinchen zeigten Ritz et al., dass bei der Untersuchung des respiratorisch
sensibilisierenden Potentials von Proteinen die intratracheale Applikation eine geeignete Methode
im Vergleich zur Inhalation darstellt (Ritz et al. 1993).

Ansatze zur Identifikation respiratorischer Hypersensitivitatsreaktionen induzierend wirkender
Substanzen mittels in vivo Versuchen sind also vorhanden, allerdings sind diese, wie in vivo
Versuche im Allgemeinen, sehr kosten- und zeitintensiv und stehen aullerdem aus ethischen
Grinden oftin der Diskussion. Daher gibt es ein starkes Bestreben, auch im Rahmen des von Russell
und Burch eingefiihrten Prinzips der 3 Rs (Refinement, Reduction, Replacement),
Alternativmethoden zu entwickeln und zu etablieren.

Auch hier ist die Entwicklung von Methoden zur Evaluierung von hautsensibilisierenden Substanzen
denen von respiratorischen Sensibilisierern voraus. Ansatze sind Assays die Schlisselreaktionen
innerhalb der komplexen Reaktion der Induktion einer Hypersensitivitats-reaktion nachbilden.
Beispiel sind Tests zur Proteinbindung, da Chemikalien in der Hautsensibilisierung meist als Hapten
wirken, zur Aktivierung dendritischer Zellen, weil Reifung und Aktivierung dieser essentiell fur die
Induktion ist, oder Assays, bei denen die T-Zell-Aktivierung im Fokus steht (Aeby et al. 2010).

Da die Induktion einer Hypersensitivitdtsreaktion immer auf komplexen Interaktionen zwischen
antigenprasentierenden Zellen und T-Zellen basiert, gibt es auch Modelle, deren Ziel es ist, das
Zusammenspiel in einer dreidimensionalen Struktur, einem kunstlichen Lymphknoten (artificial lymph
node, ALN), widerzuspiegeln (Giese et al. 2010; Higbee et al. 2009). In diesen Reaktoren wurden
u.a. Untersuchungen zur Immunogenitat von Impfstoffen und anderen Substanzen durchgefihrt.
Idealerweise sollten Versuchsansatze zur Untersuchung respiratorisch sensibilisierend wirkender
Substanzen Zellen enthalten, die aus der Lunge stammen. Eine Mdglichkeit, einen Durchschnitt an
in der Lunge enthaltenen Zellen zu gewinnen und in ihrer dreidimensionalen Struktur zu erhalten sind
die sogenannten Prazisionslungenschnitte (precision cut lung slices, PCLS). Neben einfachen
Zytotoxizitatsassays wurden humane sowie Maus-PCLS zur Untersuchung der Immunantwort auf
Immunmodulatoren wie LPS eingesetzt (Henjakovic et al. 2008a; Switalla et al. 2010). Eine
allergische Sofortreaktion in Form von Bronchokonstriktion konnte in PCLS aus der Wistar-Ratte
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nach Inkubation mit Serum sensibilisierter Ratten nachgewiesen werden (Wohlsen et al. 2001). Auch
Versuche an PCLS aus zuvor in vivo sensibilisierten Tieren mit Proteinen (Dandurand et al. 1994)
und niedermolekularen Substanzen (Henjakovic et al. 2008b) resultierten in messbaren
Hyperreaktionen der Bronchien nach ex vivo Restimulation. AuRerdem konnten Lauenstein et al. in
ihrer Studie allergeninduzierte Zytokinsekretion in humanen PCLS nach Inkubation mit
niedermolekularen Substanzen zeigen (Lauenstein et al. 2014). Die Eignung von PCLS fir die
Identifikation hochmolekularer sensibilisierend wirkender Substanzen wurde allerdings bisher nicht
untersucht.

1.6 Ziel der Arbeit

Im Rahmen der Arbeit sollen anhand eines in vivo Kurzzeitmodells mit intratrachealer Applikation
Parameter bestimmt werden, die die Immunantwort in Form einer respiratorischen Hyperreaktion auf
das Immunogen KLH darstellen. Bei erfolgreicher Durchfiihrung ist es das Ziel, die Induktionsphase
dieser Hyperreaktion mittels organoider in vitro Kulturen abzubilden. Fir die Reaktionen am
Applikationsort werden Prazisionslungenschnitte aus der Ratte verwendet. Die Reaktionen im
Lymphknoten sollen mit Hilfe einer Kokultur von dendritischen Zellen und Lymphozyten innerhalb
eines dreidimensionalen Modells in Form eines kunstlichen Lymphknotens und auf
zweidimensionaler Ebene im Well analysiert werden. Untersucht wird, welche Reaktionen der
Induktionsphase darstellbar sind und inwiefern die Modelle zur Identifizierung respiratorisch
sensibilisierend wirkender Substanzen geeignet sind.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Tiere

Stamm
Brown Norway Rat (BN/Crl)
Wistar RCC (RccHan®:WIST)

Wistar Unilever Outbred Rat
(HsdCpb:WU)

2.1.2 Laborgerite und Software

Produkt
Analysewaage AE 200
autoMACS Separator

Durchlichtmikroskop Zeiss Axioskop
FACSCanto™ Il

Handsttckzahler

Inkubator Heraeus™ BBD6220
Krumdieck Tissue Slicer MD6000

Magnetriihrer IKA®-Combimag RET®

MSD® SECTOR Imager 2400
Multisizer™ 3 Coulter Counter®

Neubauer Zahlkammer

Objektiv Zeiss Achroplan 100%/1,25 Qil
Objektiv Zeiss Achrostigmat 40%/0,65

Otoskop
Pipetus® Pipettierhilfe

Lieferant

Charles River
Harlan Laboratories

Harlan Laboratories

Firma
Mettler Toledo
Miltenyi Biotec

Zeiss

BD Biosciences
Baumer

Thermo Fisher Scientific

Alabama Research &
Development

IKA

Meso Scale Discovery
Beckman Coulter
Brand GmbH

Zeiss

Zeiss

Heine

Hirschman Laborgerate

Ort

Sulzfeld, Deutschland
Horst, Niederlande

Horst, Niederlande

Ort

Gielen, Deutschland

Bergisch Gladbach,
Deutschland

Gottingen, Deutschland
San Jose, CA, USA
Friedberg, Deutschland
Waltham, MA, USA
Munford, AL, USA

Staufen, Deutschland
Gaithersburg, MD, USA
Brea, CA, USA
Wertheim, Deutschland
Gottingen, Deutschland
Gottingen, Deutschland
Hersching, Deutschland

Eberstadt, Deutschland
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Reagenzglasschuttler REAX2000
IKA®-Schittler MTS4
Sicherheitswerkbank HERAsafe ™
Thermomixer

Ultraschallreinigungsgerat
Transsonic TP 690

Zentrifuge Heraeus® Megafuge 1.0R
Zentrifuge Heraeus® Multifuge 4KR
Zytozentrifuge Shandon Cytospin® 4

Software

FACSDiva Software

FCAP Array™ Software v1.0.1
FlowCytomix™ Pro 2.4
GraphPad Prism 5

2.1.3 Standardlabormaterialien

Produkt

12-Well-Platten mit Siebeinsatz, steril,
MaschengroéfRe 74 um

Seraflex® (3/0), chirurgischer Faden

Combitips advanced® 5,0 ml und 10 ml,
Eppendorf Biopur®

Deckglaser 24 x 50 mm, Starke No.1

Einfriergerat Mr.Frosty™
Eppendorf Pipetten

Filcon Filtereinheit (200 um)
Kanulen

Knopfkanulen

Kryoréhrchen (1 ml) Nunc™

Heidolph Instruments GmbH
IKA

Thermo Fisher Scientific
Eppendorf

Elma

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

Thermo Electron Corporation

Hersteller

BD Biosciences
BD Biosciences
eBioscience

GraphPad Software, Inc.

Hersteller

Corning

Serag Wiessner

Eppendorf

Marienfeld-Superior

Thermo Fisher Scientific
Eppendorf

BD Biosciences
Terumo

Acufirm

Thermo Fisher Scientific

Schwabach, Deutschland

Staufen, Deutschland
Waltham, MA, USA
Hamburg, Deutschland

Singen, Deutschland

Waltham, MA, USA
Waltham, MA, USA
Waltham, MA, USA

Ort

San Jose, CA, USA
San Jose, CA, USA
Wien, Osterreich

La Jolla, CA, USA

Ort
Acton, MA, USA

Naila, Deutschland

Hamburg, Deutschland

Lauda-Kdnigshofen,
Deutschland

Waltham, MA, USA
Hamburg, Deutschland
Erembodegem, Belgien
Somerset, NJ, USA
Dreieich, Deutschland

Roskilde, Danemark
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Matrix™Lagerungsréhrchen 0,75 ml

Medizinische
Untersuchungshandschuhe Nitril

Objekttrager Superfrost

Petrischale, mit Nocken, 94x16 mm und
60x15 mm

Serologische Pipetten, 5 ml, 10 ml,
25 ml

Pipettenspitzen epT.l.P.S.®
Praparierbesteck

Probengefale fir Coulter

Roéhrchen, (Polypropylene, steril),
Corning® Falcon™, 15 ml und 50 ml

Réhrchen fur Durchflusszytometrie
(FACS Rohrchen)

Safe-Lock Tubes, Eppendorf Quality™,
farblos, 0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 mi

Matrix™ SepraSeal Septa
Sterile Skalpellklingen
Shandon™ Double Cytofunnel™

Einmalspritzen NORM-JECT 10 ml
(12 ml)

TBC-Spritzen ERSTA, 1 ml

Transferpipetten

Vasofix® Brauntle 18G, 1,3 x 45 mm

Zellkulturflaschen, beliiftet, Corning®
Falcon®, 50 ml, 250 ml

Zellkulturplatten, Corning® Costar®, 12-
Well, 24-Well, 48-Well, 96-Well

Nunc™ Zellschaber

Zellstofftupfer Pur-Zellin®

Thermo Fisher Scientific

Novodirect

Gerhard Menzel GmbH

greiner bio-one

Corning

Eppendorf
Aescolab

greiner bio-one

Corning

Sarstedt

Eppendorf

Thermo Scientific
Otto Rittgers GmbH
Thermo Scientific

Henke Sass Wolf

CODAN Medical
Sarstedt

Braun

Corning

Corning

Thermo Scientific

HARTMANN

Waltham, MA, USA
Kehl/Rhein, Deutschland

Braunschweig,
Deutschland

Frickenhausen,
Deutschland

Acton, MA, USA

Hamburg, Deutschland
Tuttlingen, Deutschland

Frickenhausen,
Deutschland

Acton, MA, USA

Nimbrecht-Rommelsdorf,
Deutschland

Hamburg, Deutschland

Waltham, MA, USA
Solingen, Deutschland
Rockford, IL, USA
Tuttlingen, Deutschland

Lensahn, Deutschland

Nimbrecht-Rommelsdorf,
Deutschland

Melsungen, Deutschland

Acton, MA, USA
Acton, MA, USA
Rockford, IL, USA

Wiener Neuendorf,
Osterreich
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2.1.4 Chemikalien

Substanz
1-Chloro-2,4-dinitrobenzol (DNCB)
Aceton

Agarose, niedrigschmelzend
Antisedan®

Concanavalin A

Coulter® Isoton® Il Diluent
Dimethylsulfoxid

DMEM/F12 (1%; 1:1) mit HEPES, ohne
Phenolrot

Domitor®

Dulbecco’s Phosphat-gepufferte Saline
(DPBS, 1x)

Earle’s Balanced Salt Solution (EBSS,
1x)

Ethanol
FACSFlow™

Flachendesinfektionsmittel
Antifect® N Liquid

Foétales Kalberserum (FCS)

Gentamicinsulfat (G418)-Ldsung
CELLPURE®

Giemsa's Azur-Eosin-
Methylenblaulésung

Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS)
Imject® Alum

Immersionsél nach DIN ISO 8036-1
Isotone Kochsalzlésung

Ketavet®

Keyhole Limpet Hemocyanin
(endotoxinfrei)

Stellar KLH™ Native High Molecular
Weight

L-Glutamin

Hersteller
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Orion Pharma
Sigma-Aldrich
Beckman Coulter
Sigma-Aldrich
Gibco

Pfizer

Gibco

Sigma-Aldrich

Merck
BD Biosciences

Schiilke & Mayr

PAA Laboratories
Carl Roth

Merck

Gibco
Thermo Scientific

Merck

Baxter Healthcare SA

Pfizer

Merck Chemicals GmbH

Stellar Biotechnologies

Gibco

Ort

Saint Louis, MO, USA
Darmstadt, Deutschland
Saint Louis, MO, USA
Espoo, Finnland

Saint Louis, MO, USA
Krefeld, Deutschland
Saint Louis, MO, USA
Paisley, UK

Berlin, Deutschland

Paisley, UK

Saint Louis, MO, USA

Darmstadt, Deutschland
San Jose, CA, USA
Norderstedt, Deutschland

Pasching, Osterreich

Karlsruhe, Deutschland

Darmstadt, Deutschland

Paisley, UK

Rockford, IL, USA
Darmstadt, Deutschland
Zurich, Schweiz

Berlin, Deutschland

San Diego, CA, USA

Port Hueneme, CA, USA

Paisley, UK

16



Material und Methoden

Lipopolysaccharid aus Escherichia coli
055:B55

May-Griinwald‘s Eosin-
Methylenblaulésung modifiziert

Methanol

Narcoren® (Pentobarbital-Natrium)
Natriumdodecylsulfat

Natriumpyruvat (100 mM)

Nicht essentielle Aminosauren (100x%)
Ovalbumin (Albumin aus Hihnereiweif})
Penicillin-Streptomycin (100x)

Puffertabletten pH 7,2 zur Herstellung
von Pufferlésung nach WEISE

Primocin™

Propan-2-ol (Isopropanol)

RPMI 1640 mit L-Glutamin
rrGM-CSF

rriL-4

Trimellitsdureanhydrid (98 %)
Triton™ X-100
Trypanblau-Lésung (0,4 %)
Tween® 20

ZAP-OGLOBIN®

3-Mercaptoethanol

2.1.5 Antikorper

Antikorper

CD3 FITC Maus anti-Ratte
CD4 PE Maus anti-Ratte
CD8a FITC Maus anti-Ratte
CD11b/c PE Maus anti-Ratte

Sigma Aldrich

Merck

Merck
Merial GmbH
Sigma-Aldrich
Gibco
Gibco
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck

InvivoGen

VWR Chemicals

Gibco
immunotools
immunotools
Abcr GmbH
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Beckman Coulter

Sigma-Aldrich

Saint Louis, MO, USA

Darmstadt, Deutschland

Darmstadt, Deutschland

Hallbergmoos, Deutschland

Saint Louis, MO, USA
Paisley, UK
Paisley, UK
Saint Louis, MO, USA
Saint Louis, MO, USA

Darmstadt, Deutschland

Toulouse, Frankreich

Fontenay-sous-Bois,
Frankreich

Paisley, Schottland
Friesoythe, Deutschland
Friesoythe, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Saint Louis, MO, USA
Saint Louis, MO, USA
Saint Louis, MO, USA
Brea, CA, USA

Saint Louis, MO, USA

Klon
1F4
0X-35
OX-8
OX-42

Hersteller

BD Pharmingen™
BD Pharmingen™
BD Pharmingen™

BD Pharmingen™

Ort

San Diego, CA, USA
San Diego, CA, USA
San Diego, CA, USA
San Diego, CA, USA
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CD25 FITC Maus anti-Ratte
CD45RA FITC Maus anti-Ratte
CD45RC FITC Maus anti-Ratte
CD80 (B7-1) APC Maus anti-Ratte
CD86 (B7-2) FITC Maus anti-Ratte
RT1b FITC Maus anti-Ratte

2.1.6 Kits

Kit

Cell Proliferation Reagent WST-1
Cell Signaling Master Buffer Kit
Cytotoxicity Detection Kit (LDH)

MULTI-SPOT® 4 Spot Cytokine Custom
Rat SP Triplex (MCP-1, IL-1a, GM-CSF)

Pierce™ BCA Protein Assay Kit
Phospho p38 (T180/Y182) Flex Set
Phospho ERK1/2 (T202/Y204) Flex Set
Phospho PLC-y (Y783) Flex Set
Phospho JNK1/2 (T183/Y185) Flex Set
Phospho Stat1 (Y701) Flex Set

Proinflammatory Panel 1 (rat) V-
PLEX™

Rat Cytokine 5plex Kit FlowCytomix

0OX-39 BD Pharmingen™
OX-33 BD Pharmingen™
0OX-22 BD Pharmingen™
3H5 Invitrogen™

24F BD Pharmingen™
OX-6 BD Pharmingen™
Hersteller

Roche Diagnostics GmbH

BD Biosciences

Roche Diagnostics GmbH

Meso Scale Discovery

Thermo Scientific

Ort

San Diego, CA, USA
San Diego, CA, USA
San Diego, CA, USA
Frederick, MD, USA
San Diego, CA, USA
San Diego, CA, USA

Mannheim, Deutschland

San Jose, CA, USA

Mannheim, Deutschland

Gaithersburg, MD, USA

Rockford, IL, USA

BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences

Meso Scale Discovery

Bender MedSystems GmbH

San Jose, CA, USA
San Jose, CA, USA
San Jose, CA, USA
San Jose, CA, USA
San Jose, CA, USA

Gaithersburg, MD, USA

Wien, Osterreich
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2.1.7 Medien und Lésungen

Medium fiir die Kultivierung der Prazisionslungenschnitte

o DMEM/F12 (1%; 1:1) mit HEPES
o 100 U/ml Penicillin; 100 pg/ml Streptomycin

Einfriermedium

o FCS
20 % DMSO

Differenzierungsmedium

o RPMI 1640 mit L-Glutamin
10 % FCS
o 100 U/ml Penicillin; 100 pg/ml Streptomycin

Komplettmedium fiir die Kokultur

RPMI 1640 mit L-Glutamin

10 % FCS

1 mM Natriumpyruvat

1% nicht-essentielle Aminosauren
2 mM Glutamin

50 pM R-Mercaptoethanol

100 pg/ml Primocin

O O O O O O O

Medium fiir den kiinstlichen Lymphknoten

RPMI 1640 mit L-Glutamin
10 % FCS

50 uM R-Mercaptoethanol
50 pg/ml Gentamicin

O O O O

Concanavalin A (ConA)

ConA [1 mg/ml], in PBS” gelost

1-Chloro-2,4-dinitrobenzen (DNCB)
DNCB [0,01 /ml], in DMSO gel6st

Lipopolysaccharid (LPS)

LPS [5 mg/ml], in PBS"- geldst
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PBS-Tween (0,05 %)
Tween® 20 in PBS”- verdinnt auf 0,05 %

Trimellitsédure (TMA)
10 % TMA: 0,5 ml Aceton ad 10 ml PBS- trépfchenweise auf 1 g TMA geben und im Ultraschallbad 16sen

WEISE-Puffer zur Verdiinnung von Giemsa‘s Azur-Eosin-Methylenblaulésung

Eine Puffertablette in 1 | A.bidest geldst

R-Mercaptoethanol (2-ME)

2-ME [50 mM] in PBS verdlinnt
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2.2 Methoden

2.2.1 In vivo Versuche

2.2.1.1 Versuchstiere

Fur die Versuche wurden weibliche Brown Norway Ratten von Charles River und weibliche Wistar
RCC und Wistar Unilever von Harlan verwendet, die in Gruppen von zwei bis vier Tieren gehalten
wurden. Nahrung und Wasser wurde ad libitum bereitgestellt. Aus Griinden der Akklimatisierung
wurden die Versuche friihestens sechs Tage nach Lieferung durchgefihrt. Die Haltung der Tiere und
die Durchfihrung der in vivo Experimente folgten den allgemeinen Bestimmungen des
Tierschutzgesetzes.

Das Abtdten der Tiere erfolgte, je nach anschlieRender Organpraparation, mit Hilfe von CO-
Inhalation oder einer Uberdosis des Narkotikums Narcoren®, um durch Euthanasie die
Unversehrtheit der Lunge sicherzustellen.

2.2.1.2 Intratracheale Applikation

Um Reflexfreiheit flr die intratracheale Applikation zu gewahrleisten, wurden die Ratten zunachst in
Narkose versetzt. Hierzu wurde ein Anasthetikum und Hypnoanalgetikum (Ketavet®, Wirkstoff
Ketamin) in Kombination mit einem Sedativum mit analgetischer und myorelaxierender Wirkung
(Domitor®; Wirkstoff: Medetomidin) im Verhaltnis 12,5:1 in einer Dosierung von 0,7 ml/kg
Kérpergewicht intraperitoneal injiziert. Fur die Applikation wurde die Ratte an den Schneidezahnen
aufrecht am Applikationstisch befestigt. Unter Fixierung der Zunge und Stabilisierung des Kopfes
wurde der Trichter eines Otoskops in den Rachen eingefihrt. Durch diesen Trichter konnte die
Kandile, mit Sichtkontakt durch die am Otoskop befindliche VergréRerungslinse, vorsichtig in die
Trachea eingefuhrt werden.

Bei Erreichen des Bifurcatio tracheae, am distalen Ende der Trachea, wurden 100 pl der Substanz
bzw. des Vehikels appliziert. Nach erfolgter Substanzapplikation wurde ein Antagonist des
Sedativums (Antisedan®; Wirkstoff: Antipamezol), 1:10 in PBS verdiinnt, intraperitoneal injiziert. Die
Dosierung betrug hierbei 0,6 ml’lkg Koérpergewicht. Wahrend des Aufwachvorgangs wurden die
Ratten durch Infrarotlicht gewarmt.

2.2.1.3 Bronchoalveolare Lavage

Fir die bronchoalveolare Lavage wurden Lunge und Luftréhre freigelegt. Durch einen Schnitt
zwischen die Knorpelspangen der Trachea lie3 sich eine Knopfkanule einfiUhren und mit sterilem
Faden fixieren. Die Lunge wurde dreimal mit je 5 ml physiologischer Kochsalzldsung gespdilt. Hierbei
wurde die erste Lavage getrennt von den folgenden beiden Durchgangen aufgefangen, um nach
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Zentrifugation Proben fiir die Zytokinanalyse aus dem Uberstand (bronchoalveolar lavage fluid;
BALF) zu gewinnen. Die Zellen der gesamten Lavage (bronchoalveolar lavage cells; BALC) wurden
in 1 ml PBS resuspendiert und die Zellzahl durch Konduktometrie bestimmt.

2.21.4 Lymphknotenenthahme und Herstellung der Zellsuspension fir die
durchflusszytometrische Analyse

Im Rahmen der in vivo Versuche wurden pro Tier vier mediastinale Lymphknoten (zwei pro Seite)
entnommen und in PBS auf Eis aufbewahrt. Nach der Gewichtsbestimmung der Lymphknoten mit
einer Analysewaage wurden diese zur mechanischen Dissoziation mit einem Spritzenstempel durch
einen Siebeinsatz einer 12-Well-Platte gedrickt und das Sieb mit 1 ml PBS gespullt. Die
Zellzahlbestimmung erfolgte durch Konduktometrie.

2.2.1.5 Konduktometrische Zellzahlbestimmung

In den in vivo Versuchen wurden die Zellzahlen der aus der bronchoalveolaren Lavage und den
Lymphknoten erhaltenen Zellen konduktometrisch mit Hilfe des Multisizer™3 Coulter Counter®
bestimmt. Bei dieser Zellzahlbestimmung stromen die Zellen in einer niedrig konzentrierten
Elektrolytidsung durch eine Kapillaréffnung und passieren eine Messzone. Diese Messzone liegt
zwischen zwei Elektroden, zwischen denen, durch Anlegen eines elektrischen Feldes, ein
elektrischer Strom flie3t. Die Impedanz zwischen diesen beiden Elektroden wird gemessen. Jede
passierende Zelle erhdht durch ihre niedrigere Leitfahigkeit kurzzeitig den Widerstand, was als
Spannungsimpuls gemessen werden kann. Die Hohe des Spannungsimpulses entspricht dabei der
GroRRe der Zelle. Mit dem Multisizer kénnen so Zellen und Partikel von 0,4 um bis 1200 um gezahit
werden.

2.2.1.6 Zellcharakterisierung mittels durchflusszytometrischer Analyse

Bei der Analyse mittels Durchflusszytometer flieRen die zu untersuchenden Zellen nacheinander in
einem feinen Strahl durch eine diinne Messkammer, in der sie von einem Laser angestrahlt werden.
Jede Zelle verursacht dabei Streulicht, welches detektiert wird und Informationen lber bestimmte
Eigenschaften der Zelle liefert. Zwei verschiedene Arten von Streulicht kénnen gemessen werden;
das Vorwartsstreulicht (forward scatter, FSC) und das Seitwartsstreulicht (side scatter, SSC).
Wahrend das Vorwartsstreulicht zur Bestimmung der Gréf3e der Zelle benutzt werden kann, ist das
Seitwartsstreulicht ein Mal fur ihre Granularitat. Die dadurch erhaltenen Daten kénnen in Graphen
gegeneinander aufgetragen werden. In einem sogenannten Dot-Plot entspricht jeder Punkt einer
Zelle. Sollen weitere Merkmale der Zellen im Durchflusszytometer detektiert werden, so kénnen
diese vorher durch Inkubation mit, fir bestimmte Oberflachenmerkmale spezifische,
fluoreszenzmarkierten Antikdrpern markiert werden. Beim Passieren des Laserstrahls kann dieses
Fluoreszenzsignal dann zusatzlich zu den anderen Eigenschaften (Gréfie und Granularitat) fur jede
einzelne Zelle analysiert werden. Haufig verwendete Fluoreszenzfarbstoffe sind hierbei Fluorescein-
Isothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE) oder Allophycocyanin.
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Fir die durchflusszytometrischen Analysen wurden 1-20 x 10° Zellen in FACS-R6hrchen Uberfiihrt,
zentrifugiert und mit Antikdrperldsung (Antikdrper in PBS-Azid, 0,02 %) fur 15-30 Minuten im Dunkeln
inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Proben mit 1 ml PBS gewaschen, zentrifugiert
und anschlief’end, je nach Zellzahl, in 300-500 pl FACSflow resuspendiert. Die Analyse der Proben
erfolgte am FACSCanto™ I, die Auswertung mit Hilfe der Software FACSDiva.

2.2.1.7 Cytospin und panoptische Farbung nach Pappenheim

Mit Hilfe der Cytospin-Zentrifuge lassen sich Zellen durch geringe Zentrifugalkrafte in einem
Monolayer auf Objekttrager aufbringen. Es wurden 2 x 10° Zellen aus der bronchoalveolaren Lavage
in 400 ul PBS Uber Einweg-Probenkammern (Cytofunnel) auf einen definierten Bereich eines
Objekttragers sedimentiert. Pro Probe und Objekttrager wurden zwei Spots erstellt, welche an der
Luft getrocknet, flir sieben Minuten in einem Gemisch aus Aceton und Methanol (Verhaltnis 3:2)
fixiert und nach erneuter Trocknung nach folgendem Schema gefarbt wurden:

Pappenheim-Farbung: May-Grinwald-Lésung 5 Min.
PCS*™ 2 Min.
Giemsa-Ldsung (1:20 in Weise-Puffer) 15 Min.
A. dest. spulen

Das, in den Farbelésungen enthaltene, positiv geladene Methylenblau bindet an negativ geladene
Zellbestandteile, wie zum Beispiel Nukleinsauren im Kern, und farbt diese blau. Eosin dagegen farbt
basische Zellbestandteile, wie die Granula der eosinophilen Granulozyten, orange-rot.

I

20um Abb. 2: BALC-Cytospin nach Pappenheim-Farbung
e —

Eosinophiler Granulozyt (a), Neutrophiler Granulozyt (b) und
Makrophagen (c).

Nach der Farbung sind Makrophagen als grof3e, runde Zellen mit dunkelblauem Kern zu erkennen
(Abb. 2c). Neutrophile sind segmentkernig mit fast farblosem Zytoplasma (Abb. 2b), Eosinophile
enthalten orange-rote Granula (Abb. 2a).

Pro Spot wurden 300 Zellen gezahlt und der Anteil der verschiedenen Zelltypen in Prozent bestimmt.
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2.2.2 In vitro Kulturen

2.2.2.1 Praparation und Kultivierung der Prazisionslungenschnitte

Fur die Praparation der Prazisionslungenschnitte (PCLS; Precision Cut Lung Slices) wurden
zunachst Lunge und Trachea freigelegt. Durch einen Schnitt zwischen die Knorpelspangen der
Trachea wurde der Kunststoffkatheter einer Venenverweilkanule eingefiihrt und durch einen sterilen
Faden fixiert. Mit gleichmaligem Druck wurde etwa 37 °C warme Agarose (1,5 %) bis zur
gleichmaRigen Fullung aller Lungenlappen in die Lunge appliziert (ca. 10 ml/200 g Kdrpergewicht).

Um ein Ausstromen der flissigen Agarose zu verhindern, wurde nach Entfernen der
Venenverweilkanule die Trachea mit einer Gefal3klemme verschlossen. Lunge und Herz wurden im
Verbund prapariert, um eine Schadigung der Lunge zu vermeiden, und fir mindestens 20 Minuten
zur Gelierung der Agarose auf Eis gekuhlt. Im Anschluss wurden die Lungenlappen separiert und
aus diesen Gewebezylinder mit einem Durchmesser von 8 mm gestanzt (Abb. 3 A und B). Die
Gewebezylinder wurden mit Hilfe eines Krumdieck Tissue Slicers in einer gekihlten Pufferlésung zu
Gewebeschnitten von etwa 250 um Dicke geschnitten.

Abb. 3: Praparation von Gewebezylindern aus der Rattenlunge
A: gekihlte, Agarose-gefiillte Lunge (bereits ohne Herz); B: linker Lungenlappen wahrend des Stanzvorgangs; C: linker
Lungenlappen mit ausgestanztem Gewebezylinder

Der Krumdieck Tissue Slicer ist ein automatisiertes Mikrotom zur Fertigung von Schnitten lebender,
nicht fixierter Gewebe. Wahrend des Schneidevorgangs befinden sich die Gewebezylinder,
beschwert durch ein Gewicht, in einem Metallzylinder, welcher mit einem motorisierten Arm
(Abb. 4 B(3)) verbunden ist. Dieser bewegt sich Uber eine oszillierende Klinge, wobei die
Geschwindigkeit des Armes sowie der Grad der Oszillation variiert werden kénnen. Die Schnittdicke
wird durch den Abstand von Klinge und Tisch definiert und kann Uber eine Einstellschraube reguliert
werden (Abb. 4 A(2)).

Nach dem Schneidevorgang werden die Gewebeschnitte durch einen Flussigkeitsstrom innerhalb
der Pufferlésung in einen Auffangbehalter (Abb. 4 A(1)) gespult und der Vorgang wiederholt, bis alle
Lungenlappen eines Tieres verarbeitet sind.
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Abb. 4: Der Krumdieck Tissue Slicer MD6000
A: Frontansicht mit Auffangbehalter (1) und Einstellschraube zur Regulierung der Schnittdicke (2); B: Ansicht von oben auf
das Puffer-Reservoir mit motorisiertem Arm (3).

AnschlieBend wurden die PCLS in Petrischalen mit warmem Medium (DMEM/F-12 mit
Penicillin/Streptomycin) Uberflhrt. Nach vier jeweils halbstiindigen Waschschritten, in denen die
PCLS gleichzeitig selektiert wurden (gleichmafiger Randbereich, kein Einrollen, wenig Blutgefalie),
wurden diese in 24-Well-Platten Uberfihrt. Hierbei wurden immer zwei PCLS in 500 yl Medium pro
Well inkubiert.

Die Substanzgabe erfolgte, je nach Versuchsablauf, zum Start der Inkubation am Tag 0 oder zu
einem spateren Zeitpunkt. Die Viabilitat der PCLS wurde im Zuge des taglichen Mediumwechsels
mit Hilfe des LDH-Assays und/oder des WST-1-Assays Uberpruft.

Abb. 5: PCLS in Kultur
Jeweils zwei Prazisionslungenschnitte werden in einem Well einer
24-Well-Platte inkubiert.

2.2.2.2 WST-1-Assay
Mit Hilfe des WST-1 (water soluble tetrazolium)-Assays kann die mitochondriale Aktivitdt und somit

die Vitalitat der Zellen in einer Kultur bestimmt werden. In vitalen Zellen wird das hellrote WST-1 (4-
[3-(4-lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-3H-5-tetrazolio]-1,3-Benzol-Disulfonat) durch mitochondriale
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Dehydrogenasen zu dem wasserléslichen Formazan gespalten (siehe Abbildung 6), welches in den
Zellkulturiberstand sezerniert wird und photometrisch bestimmt werden kann.
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Abb. 6: Reaktionsschema des WST-1-Assays
Reduktion von  WST-1 zu  Formazan durch  mitochondriale = Dehydrogenasen  (modifiziet  nach
www.gbiosciences.com/ResearchUploads/ResearchProductsimages/mediumimages/WST1%20Reaction.jpg [02.10.2014])

Zur Bestimmung der Vitalitdt der PCLS wurde 50 yl WST-1-Reagenz ad 500 yl Medium zu jeweils
zwei PCLS pro Well gegeben. Nach zwei Stunden wurden 2 x 100 ul des Uberstandes in eine 96-
Well-Platte Uberflhrt und die Absorption bei 450 nm (Referenzwellenlange 630 nm) photometrisch
bestimmt.

2.2.2.3 Kolorimetrische Zelltod-Quantifizierung/ Laktatdehydrogenase-Assay

Laktatdehydrogenase (LDH) ist ein universell vorkommendes, zytoplasmatisches Enzym. Bei Verlust
der Integritat der Zellmembran wird dieses Enzym freigesetzt. Der Assay basiert auf der Bestimmung
der LDH-Aktivitat. LDH katalysiert die Umwandlung von Laktat zu Pyruvat, wodurch NAD* zu
NADH/H* reduziert wird. AnschlieBend wird H/H* von NADH/H* auf das Tetrazoliumsalz INT (2-[4-
iodophenyl]-3-[4-nitrophenyl]-5-phenyltetrazolium  Chlorid) transferiert, welches zu dem
wasserldslichen, roten Formazan reduziert wird (siehe Abbildung 7). Dessen Gehalt wiederum kann
photometrisch bestimmt werden.

Da eine erhohte LDH-Aktivitat mit der Menge an toten oder beschadigten Zellen korreliert, ermoglicht
der LDH-Assay die Quantifizierung des Zelltods in der Zellkultur anhand des Zellkulturiberstandes.
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Abb. 7: Reaktionsschema des LDH-Assays

Die von LDH katalysierte Umwandlung von Laktat zu Pyruvat fiihrt zur Reduktion von NAD* zu NADH/H* und ermdglicht
die Reduktion des Tetrazoliumsalzes INT zu Formazan.

(modifiziert nach: https://cssportal.roche.com/LFR_PublicDocs/ras/11644793001_en_08.pdf [03.10.2014])

In den Versuchen wurden aus den Zellkulturiiberstdnden der PCLS je 2 x 50 ul Uberstand fiir den
Assay verwendet, mit je 50 ul der Arbeitslosung versetzt und fir 20 Minuten inkubiert. Anschliefsend
wurde die Absorption bei 490 nm (Referenzwellenlange 630 nm) im Photometer gemessen. Als
Positivkontrolle (100 % LDH-Ausschuttung) wurden PCLS vor Beginn des Assays flr eine Stunde
mit 0,1 % Triton X-100 bei 37 °C inkubiert. Die weitere Durchflihrung erfolgte nach Protokoll des
Herstellers.

2.2.2.4 Gesamtproteinisolation aus den PCLS

Zur Bestimmung des Gesamtproteingehaltes und fur die Signaltransduktionsanalyse wurden die
PCLS nach Ablauf der Inkubationszeit in 1,5 ml Eppendorf-Gefalde tberflihrt. Es wurden jeweils die
Schnitte aus zwei gleichbehandelten Wells, somit also vier PCLS, in 250 ul Lysepuffer (1 % Triton
X-100 in PBS) bei 4-8 °C inkubiert. Nach 45 Minuten wurden 200 pl in ein neues Gefaly Uberfuhrt,
50 ul 5% Denaturierungspuffer aus dem Cell Signaling Master Buffer Kit zugegeben und 5 Minuten
bei 99 °C inkubiert. Die denaturierten Proben wurden in Aliquots bei -80 °C bis zur weiteren
Verwendung aufbewahrt.

2.2.2.5 Gesamtproteinbestimmung mittels des BCA Protein Assays

Mit Hilfe des Thermo Scientific Pierce BCA Protein Assays kann die Gesamtproteinkonzentration
kolorimetrisch detektiert werden. Der Assay basiert auf der Biuret-Reaktion, bei der in alkalischer
Umgebung zweiwertiger Kupfer (Cu?*) durch Proteine zu Cu' reduziert wird. Die Reaktionslosung
des Assays enthélt das Reagenz BCA (Bicinchoninsaure). Das Kupferkation bildet ein Chelat mit
zwei BCA-Molekiilen, welches lila gefarbt ist und photometrisch bestimmt werden kann.
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Fir die Quantifizierung der Gesamtproteinmenge wurden 2 x25ul der, fur die
Signaltransduktionsanalyse 1:4 in Assaypuffer aus dem Cell Signaling Master Buffer Kit verdinnten,
Proben verwendet. Die weitere Durchfuhrung erfolgte nach den Vorgaben des Herstellers.

2.2.2.6 Signaltransduktionsanalyse

Mit Hilfe des Cell Signaling Flex Sets von BD Biosciences kann die Phosphorylierung von Proteinen
detektiert und quantifiziert werden, die beispielsweise in bekannten Signalwegen der B- und T-Zell-
Aktivierung oder anderer Immunantworten beteiligt sind. Der Assay ist ein beadbasierter Multiplex-
Assay. Die antikdrpergekoppelten Beads variieren in ihrem Fluoreszenzspektrum und kénnen so im
Durchflusszytometer differenziert werden. Der Nachweis und die Quantifizierung der Analyt-Bead-
Bindung wiederum erfolgt mit PE-gekoppelten Sekundarantikorpern.

Fur die Signaltransduktionsanalyse wurden Proben aus der Gesamtproteinisolation der PCLS 1:4 in
Assaypuffer verdinnt und Beads flir den Nachweis der phosphorylierten Form der Proteine ERK1/2,
JNK1/2, p38, PLC-y und Stat1 verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte nach Protokoll des Herstellers,
die Analyse der Proben am FACSCanto™ Il. Die Auswertung erfolgte mit der Software FCAP Array™
v1.0.1 und die Daten wurden mit Hilfe des mittels BCA-Assay bestimmten Gesamtproteingehaltes
auf einen Gesamtproteingehalt von 1 mg/ml normalisiert.

2.2.2.7 Lymphknotenentnahme und Herstellung der Zellsuspension fiir die Zellkultur

Im Rahmen der in vitro Versuche wurden den Ratten die mediastinalen Lymphknoten enthommen
und in PBS auf Eis aufbewahrt. Alle folgenden Schritte erfolgten steril. Nach mehrmaligem Spulen
mit sterilem PBS wurden die Lymphknoten zur mechanischen Dissoziation mit einem
Spritzenstempel durch einen Siebeinsatz einer 12-Well-Platte gedrickt und das Sieb mit 1 ml PBS
gespult. Die Zellzahlbestimmung erfolgte mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer.

2.2.2.8 Praparation von Milzzellen fiir die Zellkultur

Zur Praparation der Milzzellen wurde die Milz nach Entnahme in sterilem PBS mit Hilfe eines
Spritzenstempels Uber ein Metallsieb mechanisch dissoziiert und die Zellsuspension danach Uber
eine sterile Filtereinheit von gréberen Bestandteilen gereinigt. Die Separation der mononukleéren
Zellen erfolgte durch Dichtegradientenzentrifugation tber Ficoll (10 Min., 1000 x g, RT), die Zellzahl
wurde mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die Milzzellen wurden nach Gewinnung
zunachst kryokonserviert.

2.2.2.9 Praparation von Knochenmark fiir die Zellkultur

Zur Gewinnung von Zellen aus dem Knochenmark wurden Femur und Tibia der Hinterbeine der Ratte
entnommen und von Muskeln und Sehnen gesaubert. Unter der Sterilbank wurden die Knochen mit
Hilfe einer Knochenzange in der Nahe der Epiphysen gedffnet. Aus der dann als Réhre vorliegenden
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Diaphyse wurde mit sterilem PBS das Knochenmark mit einer Einmalspritze mit Kandle in eine
Petrischale gespulilt.

Die so erhaltene Zellsuspension wurde Uber eine sterile Filtereinheit gegeben und Gber Zentrifugation
(10 Min., 400 x g, 4 °C) mehrfach gewaschen. Die Zellzahl wurde mit der Neubauer-Zahlkammer
bestimmt. Die Knochenmarkzellsuspension wurde im Anschluss direkt fir Versuche zur
Differenzierung eingesetzt oder kryokonserviert.

2.2.2.10 Kryokonservierung von Primarzellen

Fur die Kryokonservierung wurden die Zellen auf das Zweifache der gewiinschten Zellzahl/ml
eingestellt und dann langsam mit eiskaltem Einfriermedium (Verhaltnis 1:1) versetzt. Die
Zellsuspension wurde in Kryoréhrchen gegeben, mit Hilfe eines Mr.Frosty™-Einfriergerates auf -
80 °C heruntergekuhlt und dann zur Aufbewahrung in flissigen Stickstoff tberflhrt.

2.2.2.11 Bestimmung der Zellzahl mit der Neubauer-Zahlkammer

Bei allen in vitro Versuchen wurden die Zellzahlen mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer bestimmt.
Hierzu wurde ein Aliquot der Zellsuspension 1:10 mit Trypanblau (1:10 verdinnt in PBS) versetzt,
um tote Zellen anzufarben und so die Lebendzellzahl ermitteln zu konnen.

2.2.2.12 Generierung und Reifung dendritischer Zellen aus dem Knochenmark der Ratte

Zur Generierung dendritischer Zellen Gber einen Zeitraum von 7 Tagen wurde ein abgewandeltes
Protokoll nach Muthana et al. (2004) verwendet. Nach der Praparation oder dem Auftauen der aus
dem Knochenmark isolierten Zellen wurden diese mit einer Dichte von 0,6 x 10% Zellen/ml in Wells
einer 6-Well-Platte oder in Zellkulturflaschen ausgesat und mit 10 ng/ml rrGM-CSF und 5 ng/ml rriL-
4 inkubiert. Nach zwei Tagen wurde die Mediummenge verdoppelt und die Zytokine erneut zugesetzt.
Am Tag 4 erfolgte ein Mediumwechsel, wobei die Halfte des Mediumvolumens entnommen und
durch frisches Medium mit doppeltkonzentrierten Zytokinen ersetzt wurde. Am Tag 7 wurden nicht-
adharente und adhéarente Zellen getrennt geerntet und mittels durchflusszytometrischer Analyse
charakterisiert. Daftur wurden nicht-adhdarente Zellen vorsichtig mit PBS abgespilt und die
adharenten Zellen mit Hilfe von Zellschabern geldst.

Zur Reifung der dendritischen Zellen wurden die nicht-adharenten Zellen durch Spilen mit PBS
entfernt. Die verbleibenden adharenten Zellen wurden mit frischem Medium, 5 ng/ml rrGM-CSF und
2,5 ng/ml rriL-4 fUr weitere 24 Stunden inkubiert. Zur spezifischen Reifung wurden zusatzlich
100 pg/ml KLH und 0,3 pg/ml LPS zugegeben. Danach wurden die Zellen erneut
durchflusszytometrisch charakterisiert und fur die Kokultur oder den kunstlichen Lymphknoten
eingesetzt.
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2.2.2.13 Kokultur von Lymphozyten und dendritischen Zellen aus dem Knochenmark

Fur die Kokultur wurden zunachst dendritische Zellen aus dem Knochenmark der Ratte generiert und
ein Teil dieser am Tag vor Beginn der Kokultur mit KLH und LPS gereift. Diese wurden dann im
Verhaltnis 1:10 mit zuvor gewonnenen Zellen aus den Lymphknoten der Ratte in 48-Well-Platten mit
einer Gesamtzellzahl von 4 x 10* Zellen pro Well mit oder ohne Antigenstimulus ausgesét und tber
einen Zeitraum von 14 Tagen Kkultiviert. Die Nahrstoffversorgung wurde durch einen taglichen
Wechsel der Hélfte des Mediums gewahrleistet, wobei jeweils Aliquots des Uberstandes fir
Zytokinanalysen bei -80 °C aufbewahrt wurden. Am Tag 7 erfolgte eine Restimulation mit dem
Antigen oder Medium als Kontrolle sowie mit neu generierten und gereiften dendritischen Zellen. Die
Zellzahl entsprach dabei einem Zehntel der am Tag 0 eingesetzten Zellzahl.

2.2.2.14 Der kiinstliche Lymphknoten

Der kiinstliche Lymphknoten ist ein Bioreaktor, in dem Zellen, eingeséat in Matrices auf Agarosebasis,
Uber einen Zeitraum von 2 - 3 Wochen kultiviert werden kdnnen. Die Sauerstoffversorgung im
System wird Uber Hohlfasern gewahrleistet, die zwischen den beiden Matrices des Reaktors
verlaufen. Die Nahrstoffversorgung erfolgt Uber einen Mediumfluss, der den Reaktor mit einer
Geschwindigkeit von 1 ml/ Tag durchstrémt. Uber diesen Mediumzustrom kénnen zu verschiedenen
Zeitpunkten Stimuli mit Substanzen erfolgen oder dem Reaktor neue Zellen zugesetzt werden.

Das ausstromende Medium wird in einem Reservoir gesammelt, aus dem sich Proben fur
beispielsweise Zytokinanalysen entnehmen lassen.

Abb. 8: Der Bioreaktor
1: Der Bioreaktor in der Aufsicht mit Anschluss flir den Mediumzufluss; 2: Riickansicht, Probenreservoir oben; 3: Der
Kulturraum mit Hohlfasern firr die Sauerstoffversorgung (Abbildung entnommen aus Giese et al. (2010))

Fur den Reaktor wurden aus dem Knochenmark generierte, dendritische Zellen in Kombination mit
Lymphknotenzellsuspensionen und Milzzellsuspensionen aus der Ratte verwendet. Es wurden
jeweils 1 x 108 Zellen pro Matrix ausgesat, wobei das Verhaltnis von dendritischen Zellen zu
Leukozyten aus Milz und Lymphknoten 1:10 betrug. Das verwendete Medium (RPMI 1640) enthielt
10 % FCS und 50 pg/ml Gentamicin als Antibiotikum. Der Reaktor wurde fur jeweils 14 Tage
inkubiert, die Probenentnahme des Zellkulturiberstandes erfolgte taglich, wobei an den
Wochenenden an nur einem Tag Proben entnommen wurden.

Die Zellpraparation und Analyse der Zellkulturiberstande erfolgten durch mich im Labor bei der
Bayer Pharma AG, die Reaktorlaufe wurden durch Mitarbeiter der ProBioGen AG in Berlin
durchgeflhrt.
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2.2.3 Methoden zur Chemokin- und Zytokinanalyse

2.2.3.1 Beadbasierte zytometrische Multiplexanalyse

Mit Hilfe des ,Flow Cytomix rat Cytokine 5-plex” kdnnen Zytokine in einer Probe quantitativ bestimmt
werden. Dazu werden die Proben mit, in ihrem fluoreszierenden Spektrum und ihrer Gréle
variierenden, antikdrpergekoppelten Beads inkubiert und mit einem zweiten, biotingekoppelten
Antikorper versetzt, welcher an die bereits durch den ersten Antikdrper gebundenen Analyte bindet.
Diese Biotin-Konjugate kénnen durch das Fluoreszenzsignal von zugegebenem Streptavidin-
Phycoerythrin nachgewiesen werden.

Quantifiziert wurde das Vorkommen der Zytokine IL-1q, IL-4, TNF-a und IFN-y sowie des Chemokins
MCP-1 im BALF. Die Durchflihrung erfolgte nach Protokoll des Herstellers, die Aufnahme der Proben
am FACSCanto™ [l. Nach durchflusszytometrischer Messung wurde die Auswertung mit Hilfe des
Programms FlowCytomixPro durchgeflhrt.

2.2.3.2 Elektrochemilumineszenz-basierter Sandwich-Immunoassay (Meso Scale Discovery,
MSD)

In den MSD-Assays befinden sich die Antikérper gegen das zu quantifizierende Zielprotein auf einem
Spot am Boden einer Well-Platte, wobei ein Well, je nach Assay, bis zu 10 Spots mit verschiedenen
Antikorpern enthalten kann. Nach Inkubation mit dem Probenmaterial, wahrend der die Proteine an
die Antikorper binden und somit immobilisiert werden, werden diese mit Hilfe eines
Detektionsantikdrpers erneut gebunden und bilden damit den sogenannten ,Sandwich®. Am Fc-Teil
des Detektionsantikdrpers befindet sich die MSD SULFO-TAG™-Markierung. Wird innerhalb des
MSD Sector Imagers an den Elektroden der Platte Strom angelegt, emittiert diese Markierung Licht,
welches einem entsprechenden Spot zugewiesen und quantifiziert werden kann. Die Lichtintensitat
korreliert mit dem Gehalt des entsprechenden Proteins in der Probe und kann durch entsprechende
Standards in pg/ml bestimmt werden.

Mit Hilfe des Proinflammatory Panel 2 (rat) V-PLEX™ sowie eines speziell angefertigten MULTI-
SPOT® 4 Spot Cytokine Rat Triplex wurde der Gehalt von IFN-y, IL-13, IL-4, IL-5, IL-6, KC/GRO, IL-
10, IL-13, TNF-a, MCP-1, IL-1a und GM-CSF in einem Probenvolumen von jeweils 25 pl
Zellkulturuberstand bestimmt. Die Durchfuhrung erfolgte nach Protokoll des Herstellers.
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3 Ergebnisse

3.1 Induktion respiratorischer Hyperreaktionen durch das Immunogen KLH in vivo

In tierexperimentellen Versuchen wurden Parameter bestimmt, welche die respiratorische
Sensibilisierung durch KLH darstellen kénnen. Das Behandlungsschema sowie die verwendeten
Dosierungen wurden durch friihere Versuche im Rahmen meiner Diplomarbeit definiert (Daten nicht
gezeigt). Um Einflisse der Reinheit des Proteins auf das Sensibilisierungspotential zu untersuchen,
wurde KLH zwei verschiedener Hersteller verwendet: das weitgehend endotoxinfreie KLH der Firma
Merck Millipore (Endotoxingehalt: < 12 EU/mg) sowie das hochreine KLH in GMP-Qualitat der Firma
Stellar (Endotoxingehalt: < 5 EU/mg). Die Ratten wurden dabei nach folgendem Schema behandelt:

Tag 1 2 13 16
| ||
| |

* t l
imtratracheal (it} it
Behandlung: int - 1i.p.)
Lymphiknoten «—— Sektion
Gewmar‘/’ i
Zelizahi _
) Bronchoalveoldre Lavage
Durchflusszylometnische
Analyse

Zelizahl l Cytospin
Zytokinanalyse
Abb. 9: Behandlungsschema der in vivo Versuche zur Induktion respiratorischer Hyperreaktionen durch KLH

Die Dosis in der Induktionsphase (Tag 1 & 2) betrug 40 pg/ml KLH und 20 pg/ml in der Challenge an Tag 15.
i.p.: intraperitoneale Applikation; i.t.: intratracheale Applikation

An Tag 1 und 2 wurden die Tiere zunachst durch intraperitoneale und intratracheale Applikation der
Substanz induziert. Die Behandlung erfolgte hierbei nicht an beiden Tagen intratracheal, da die
hierfir nétige Narkose starken Stress fir die Tiere bedeutet und nicht immer gut vertragen wird. An
Tag 15 wurde durch eine weitere intratracheale Applikation eine sogenannte Challenge durchgefuhrt,
in der es in den induzierten Tieren zu einem Zweitkontakt mit dem Antigen kommt. 24 Stunden spater
erfolgte die Sektion, in der bei jedem Tier eine bronchoalveolare Lavage durchgefuihrt wurde und
Lymphknoten aus dem oberen Mediastinum entnommen wurden.

Jeder Versuch wurde mit Gruppen a 5 oder 6 Tieren durchgefuhrt. Die erste Kontrollgruppe erhielt
zur Induktion und Challenge nur das Vehikel (PBS™). Eine weitere Kontrollgruppe wurde nicht bzw.
nur mit dem Vehikel induziert. Zum ersten Kontakt mit dem Antigen kam es hierbei erst in der
Challengephase am Tag 15. Diese Gruppe zeigt somit die Primarantwort auf das Antigen. Die dritte
Gruppe wurde an den Tagen 1 und 2 mit dem Antigen induziert. Die Reaktion auf die Challenge am
Tag 15 zeigt folglich die Sekundarantwort auf das Immunogen.
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Dieser Versuchsablauf wurde fir beide KLH-Produkte zweimal durchgeflihrt. Dargestellt sind
stellvertretend die Ergebnisse je eines tierexperimentellen Versuches. In Fallen, in denen die
erhaltenen Ergebnisse voneinander abwichen, sind beide Resultate gezeigt.

Im Rahmen der Versuche kam es gruppenunabhangig zu geringen Tierverlusten, welche sich
lediglich durch Atemdepression im Rahmen der Narkose und nicht spontan in den Tagen nach
Behandlung der Tiere ergaben.

3.1.1 Lymphknoten-Parameter

Als erster Parameter wurde das Gewicht von vier Lymphknoten aus dem oberen Mediastinum
bestimmt.

Lymphknotengewicht

A) Merck-KLH B) Stellar-KLH
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o Vehikel o Vehikel
e n Primar 80- . Primar-
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. 604 s Sekundar- — 604 . s Sekundar-
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Abb. 10: Lymphknotengewicht nach intratrachealer Behandlung mit KLH
Lymphknotengewicht von jeweils vier mediastinalen Lymphknoten pro Tier (Einzelwerte und Mittelwert; t-Test mit ** fur
p <0,01)

Das durchschnittliche Lymphknotengewicht der Brown Norway Ratte liegt zwischen 30 und 45 mg
(Abb. 10 Vehikelgruppen). In nur einem der vier Versuche kommt es bei der Sekundarantwort zu
einer signifikanten Erhdhung des mittleren Lympknotengewichts auf 69,51 mg (£18,21) (Abb. 10 A,
1. Versuchsdurchgang).

Die, nach mechanischer Dissoziation, erhaltenen Zellsuspensionen korrelieren in ihrer
Gesamtzellzahl mit den entsprechenden Lymphknotengewichten und liegen im Gruppendurschnitt
zwischen 1,7 x 107 (Vehikelgruppe, Merck-KLH 1. Durchgang; Daten nicht gezeigt) und 5,8 x 107
(Sekundarantwort, Merck-KLH 1. Durchgang; Daten nicht gezeigt).
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Fir die durchflusszytometrische Analyse der Lymphknotenzellen wurde fiir jede Antikérperfarbung
pro Gruppe eine Zellsuspension von 2 x 10° Zellen erstellt. Dafiir wurden gleiche Anteile von Zellen
jedes Tieres in der Gruppe eingesetzt. Vor der Aufnahme der Zellen wurde die Population der
Leukozyten anhand ihrer Grofie und Granularitat identifiziert. An einer definierten Zellzahl wurde der
Anteil der flrr verschiedene Marker positiven Zellen bestimmt.

Durchflusszytometrische Analyse
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Abb. 11: Durchflusszytometrische Analyse von CD4* T-Zellen in den drainierenden Lymphknoten
Expression von CD4 in Kombination mit dem Leukozytenmarker CD45RC (A+B) und dem Aktivierungsmarker CD25 (C+D)
nach intratrachealer Applikation von KLH im Vergleich zur Kontrolle (Daten aus dem jeweils 1. Versuchsdurchgang)

Die CD4-positiven Zellen wurden hinsichtlich ihrer GrofRe analysiert. Hierbei standen die
Uberdurchschnittlich vergréoRerten Zellen im Focus, die sogenannten Blasten. In der Primarantwort
auf Merck-KLH kommt es zu einer Zunahme der CD4*-Blasten auf das 1,28-fache der Kontrolle, in
der Sekundarantwort sogar auf das 1,6-fache. Dieser Anstieg fallt in diesem Versuchsdurchgang
nach Applikation von Stellar-KLH deutlich geringer aus (Primarantwort: 1,05-fach; Sekundarantwort:
1,13-fach). Im zweiten Versuchsdurchgang war jedoch auch hier die Zunahme starker
(Primarantwort: 1,38-fach; Sekundarantwort: 1,62-fach; Daten nicht gezeigt) und entspricht damit der
nach Applikation von Merck-KLH.

Bei Betrachtung der CD45RC"" CD4*-Blasten bewirkt sowohl Merck-KLH als auch Stellar-KLH in
der Primarantwort eine Zunahme, welche bei Merck-KLH etwas starker ausfallt (1,31-fach) als bei
Stellar-KLH (1,15-fach). In der Sekundarantwort kommt es nach Applikation von Merck-KLH zu einer
Abnahme auf das 0,91-fache der Kontrolle, eine durch Stellar-KLH induzierte Sekundarantwort fihrt
zu einer Zunahme auf das 1,1-fache (Abb. 11 B). die jedoch geringer ausféallt als die der
Primarantwort.
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Der Anteil von CD45RC"" CD4*-Blasten steigt nach wiederholter Applikation von Merck-KLH kaum
an (1,09-fach), in der Primarantwort kommt es zu einer Reduktion (0,67-fach). Nach Applikation von
Stellar-KLH ist sogar in beiden Gruppen eine Reduktion von CD45RC'“ CDA4*-Blasten zu
beobachten (Primarantwort: 0,84-fach; Sekundarantwort: 0,89-fach).

Die Koexpression des Aktivierungsmarkers CD25 mit CD4 zeigt in den Primarantworten keinen
Unterschied zur Kontrolle (Merck-KLH: 1,06-fach; Stellar-KLH: 1,05-fach), in der Sekundarantwort
kommt es zu einer geringen Zunahme (Merck-KLH: 1,25-fach (Abb. 11 C); Stellar-KLH: 1,05-fach
(Abb. 11 D); im zweiten Versuchsdurchgang allerdings 1,14-fach (Daten nicht gezeigt)). Der Anteil
CD25"e"-exprimierender CD4*-Blasten dagegen steigt nach der Challenge deutlich an
(Abb. 11 C+D). Bei Merck-KLH kommt es hier in der Sekundarantwort zu einer Zunahme um das
2,66-fache von 8,3 % auf 22,1 %, bei Stellar-KLH betragt der Anstieg das 1,83-fache im Vergleich
zur Kontrolle (von 8,8 % auf 16,1 %).

In einem weiteren Ansatz wurden verschiedene T-Zelltypen, die CD4-positiven T-Helferzellen und
die CD8-positiven zytotoxischen T-Zellen, markiert und deren Anteil im Lymphknoten prozentual
bestimmt.

Vehikel Primarantwort Sekundarantwort
CD4 - CD8 PROBEN-GR 1 CD4-CD8 PROBEN-GR 2 CD4 - CD8 PROBEN-GR3 :
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Abb. 12: Durchflusszytometrische Analyse von CD4* und CD8*-Zellen in den drainierenden Lymphknoten von
Vehikelkontrolle, Primarantwort und Sekundarantwort am Beispiel der Applikation von Stellar-KLH
CD4- und CD8-exprimierende Zellen im Density-Plot; Q1: CD4*/CD8-, Q2: CD4*/CD8*, Q3: CD4-/CD8-, Q4: CD4/CD8*

In der Vehikelkontrolle betragt der Anteil CD4-positiver T-Helferzellen (Abb. 12 jeweils Q1) 67,7 %,
nach Erstkontakt mit Stellar-KLH 69,4 %. In der Sekundarantwort sinkt dieser auf 53,4 %. Der Anteil
CD8-positiver Zellen (Abb. 12 jeweils Q4) ist deutlich niedriger und liegt in der Kontrolle bei 3,9 %, in
der Primarantwort bei 3,8 %. In der Sekundarantwort kommt es hier zu einem leichten Anstieg von
CD8-exprimierenden, CD4-negativen Zellen auf 4,3 %.
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Aus den prozentualen Anteilen von CD4"- und CD8*-Zellen wurde fir alle Versuchsdurchgange der
Quotient errechnet.

Tabelle 1: Quotient von CD4*- zu CD8*-T-Lymphozyten in den drainierenden Lymphknoten
(Ergebnisse der vier Versuchsdurchgéange)

Vehikel Primarantwort Sekundarantwort
1 17,0 18,1 14,7
Merck-KLH
2 18,8 16,1 13,4
1 17,4 18,3 12,4
Stellar-KLH
2 16,0 15,7 13,5

Der Quotient von CD4*- zu CD8*-T-Lymphozyten liegt in den Kontrollgruppen zwischen 16 und 18,8
(Tab. 1), wobei der Anteil CD4*-Zellen jeweils Uber 65 % betragt (Daten nicht gezeigt). Im Zuge der
Primarantwort zeigt sich keine Beeinflussung dieses Quotienten. In der Sekundarantwort hingegen
sinkt der Quotient auf 14,7, was in allen Fallen auf eine Abnahme des Anteils CD4-exprimierender
Zellen im Lymphknoten zurtckzufuhren ist.

Neben der Analyse der T-Zellen wurde auch der Einfluss auf antigenprasentierende Zellen in den
drainierenden Lymphknoten untersucht.

Durchflusszytometrische Analyse

Merck-KLH Stellar-KLH
3 Primarantwort EE Sekundarantwort I Primérantwort B Sekundarantwort
A) l-a (RT1B) B) l-a (RT1B)
l-a* l-a*
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
x-faches der Kontrolle x-faches der Kontrolle

Abb. 13: Durchflusszytometrische Analyse der antigen-prasentierenden (l-a*) Zellen in den drainierenden
Lymphknoten

Anteil I-a-exprimierender Zellen nach intratrachealer Applikation von Merck-KLH (A) und Stellar-KLH (B) im Vergleich zur
Kontrolle

Nach Challenge mit Merck-KLH (Abb. 13 A) kommt es zu einer Zunahme der |-a-exprimierenden
Zellen im Lymphknoten um das 1,21-fache. Die einmalige Applikation hingegen hat keinen Effekt
bzw. fuhrt zum 0,89-fachen der Kontrolle an |-a*-Zellen. Auch im Versuchsdurchgang mit Stellar-KLH
kommt es in der Sekundarantwort zu einer Zunahme I-a-positiver Zellen (1,45-fach), wahrend sich
in der Primarantwort eine leichte Reduktion zeigt (0,92) (Abb. 13 B).
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3.1.2 Parameter aus der bronchoalveoldren Lavage

Neben der Entnahme der mediastinalen Lymphknoten wurde eine Lavage der Lunge durchgefihrt.
Danach wurde die Gesamtzellzahl der in der Lavage enthaltenen Zellen sowie ihre

Zusammensetzung bestimmt und das Vorkommen verschiedener Zytokine im Fluid der Lavage
analysiert.

Gesamtzellzahl in der bronchoalveoldren Lavage
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Abb. 14: Gesamtzellzahlen im BALF nach intratrachealer Behandlung mit KLH
Gesamtzellzahl aus der Lungenlavage. Die Zellzahl wurde konduktometrisch bestimmt. (Einzelwerte und Mittelwert)

Im Versuch mit Merck-KLH liegt die Zellzahl der Kontrolle im Durchschnitt bei 10,9 x 108
(#2,33 x 10°), in der Primarantwort, trotz eines abweichenden Wertes (24,6 x 10%), mit
durchschnittlich 11,9 x 108 (£7,4 x 10) nur knapp darliber (Abb. 14 A). Die Zellzahl in der
Sekundarantwort zeigt mit 11,3 x 108 (+3,45 x 10°) keinen Unterschied zu diesen beiden Gruppen.

In der Kontrollgruppe des Versuches mit Stellar-KLH variieren die Werte der einzelnen Tiere starker
(9 - 23,8 x 10°) und flihren zu einem Mittelwert von 17,3 x 108 (5,35 x 10°) Zellen in der Lavage
(Abb. 14 B). Die Primarantwort entspricht mit 11,5 x 10° (6,16 x 10%) den Durchschnittswerten aus
den Versuchen mit Merck-KLH. Wie in diesen Versuchen unterscheiden sich die Zellzahlen der

Sekundarantwort auch nach Applikation von Stellar-KLH (13,1 x 108 (+3,98 x 108)) nicht von denen
der Kontrollen.
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Nach Bestimmung der Gesamtzellzahl wurde mit Hilfe von Cytospin und Pappenheim-Farbung
verschiedene Zelltypen differenziert und der Anteil eosinophiler Granulozyten bestimmt. Anhand von
Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten waren keine Unterschiede in Primar- oder
Sekundarantworten detektierbar. Die Daten sind daher nicht gezeigt.

Anteil eosinophiler Granulozyten in der bronchoalveoldren Lavage
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Abb. 15: Anteil eosinophiler Granulozyten im BALF nach intratrachealer Behandlung mit KLH
Bestimmung an Cytospins mit 1 x 10° Zellen/Spot. 300 Zellen = 100 % (Einzelwerte und Mittelwert; t-Test mit * fir p < 0,05)

In den Versuchen mit Merck-KLH liegt der Anteil der Eosinophilen in den Vehikelkontrollen bei etwa
5% (Abb.15A) und die Einzelwerte weisen eine geringe Streuung auf (SD <1,9). Die
Primarantworten unterscheiden sich hiervon jeweils nicht. Bei der Sekundarantwort dagegen kommt
es zu einem Anstieg der eosinophilen Granulozyten auf 17,1 % bzw. 24,9 %. Das Ergebnis des
2. Durchgangs ist, aufgrund der hohen Standardabweichung, nicht signifikant (+17,16). Bei
Betrachtung der Einzelwerte zeigt sich allerdings, dass alle Tiere der Gruppe einen héheren Anteil
Eosinophiler aufweisen als die Kontrolltiere.

Aufgrund einer Pradisposition der Brown Norway Ratten ist der Anteil Eosinophiler im BALF nicht in
allen Kontrolltieren konstant niedrig. Wahrend im zweiten Versuch mit Stellar-KLH nur eines der
Kontrolltiere einen leicht erhdhten Anteil Eosinophiler zeigen, liegen im ersten Durchgang die Werte
dreier Tiere deutlich héher, wodurch es zu einem Mittelwert von 15,4 % (£9,97) kommt (Abb. 15 B).
Diese Werte liegen somit bereits im unteren Bereich der Werte der Sekundarantwort. Dennoch
kommt es im Durchschnitt in beiden Durchgangen zu einer signifikanten Erhéhung von Eosinophilen
im BALF nach Zweitkontakt mit dem Antigen (Abb. 15 B; 1. Versuchsdurchgang: 36,2 % £13,01 und
2. Versuchsdurchgang: 19,8 % +3,96). Der Anteil eosinophiler Granulozyten in den Primarantworten
unterscheidet sich in keinem der Versuche von dem der Kontrollen.

Auf die Anzahl von neutrophilen Granulozyten zeigte die Applikation keinen Einfluss. Die Daten
sind daher nicht dargestellt.
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Im Fluid der ersten der drei Lavagedurchgange wurde der Gehalt des Chemokins MCP-1 und der
Zytokine TNF-q, IL-1a, IL-4 und IFN-y bestimmt und sind im Folgenden dargestellt. Die Ergebnisse
enthalten keine Daten des Zytokins IFN-y, da dieses in den Proben nicht detektiert werden konnte.

Zytokingehalt im Fluid der broncholaveoladren Lavage
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Abb. 16: Zytokingehalt im Fluid der bronchoalveoldren Lavage nach Applikation von Merck-KLH
Quantifiziert mittels CBA (Einzelwerte und Mittelwert; ANOVA mit * fiir p < 0,05, ** fir p < 0,01)

Nach Applikation von KLH der Firma Merck kommt es in keiner der Behandlungsgruppen zu einer
Induktion der Sekretion der inflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-1a. Der Gehalt von TNF-a
schwankt in allen drei Gruppen stark, liegt aber im Mittel bei allen bei etwa 60 pg/ml (Abb. 16 A). Die
Varianz ist bei IL-1a weniger stark, die Mittelwerte der Primarantwort (16,6 pg/ml) und der
Sekundarantwort (20,6 pg/ml) sind gegenulber der Kontrolle (9,6 pg/ml) leicht erhdht (Abb. 16 B).

Fir IL-4 und das Chemokin MCP-1 dagegen kann eine induzierte Sekretion in der Sekundarantwort
detektiert werden. In den Kontrollen und der Primarantwort liegt der Gehalt von MCP-1 in beiden
Versuchen im Mittel unter 100 pg/ml. Im ersten Versuch kommt es zu einer signifikanten Erhéhung
der Ausschittung auf 495,9 pg/ml (+421,4). Aufgrund der hohen Standardabweichung im zweiten
Durchgang genugt der Anstieg auf 920,5 pg/ml (£725,8) nicht zur Signifikanz. Dennoch ist hier das
Ergebnis eindeutig, da die Werte aller Tiere der Gruppe oberhalb des Bereiches der Werte der
Kontrolltiere liegen (Abb. 16 C). Der Gehalt von IL-4 ist in den Kontrollgruppen und auch nach
einmaliger Applikation von KLH sehr gering (<1 pg/ml). In der Sekundarantwort steigen die
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Mittelwerte des IL-4-Gehaltes im BALF auf 5,7 pg/ml (5,9) und 14,8 pg/ml (£19,8), wobei in beiden
Gruppen die IL-4-Sekretion einzelner Tiere noch im Bereich der Kontrollen liegt (Abb. 16 D).

Zytokingehalt im Fluid der broncholaveolédren Lavage
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Abb. 17: Zytokingehalt im Fluid der bronchoalveoldren Lavage nach Applikation von Stellar-KLH
Quantifiziert mittels CBA (Einzelwerte und Mittelwert; ANOVA mit * fir p < 0,05, ** fiir p < 0,01)

Auch nach Applikation des KLH der Firma Stellar wird keine verstarkte Sekretion von TNF-a und IL-
1a induziert. Im ersten Versuchsdurchgang zeigt der TNF-a-Gehalt deutlich geringere
Schwankungen und ist insgesamt niedriger. Die Mittelwerte liegen hier unter 2 pg/ml TNF-a
(Abb. 17 A). Der zweite Versuchsdurchgang dagegen entspricht etwa den Ergebnissen der Versuche
mit Merck-KLH. Auch IL-1a wird in der Kontrolle und der Primarantwort entsprechend der Versuche
mit Merk-KLH sekretiert. Der Mittelwert der Sekundarantwort allerdings ist aufgrund eines
abweichenden Wertes auf 59,7 pg/ml (£106,3) erhéht (Abb. 17 B).

Der Durchschnittsgehalt an MCP-1 im BALF liegt in beiden Versuchen in der Kontrolle bei etwa
200 pg/ml und in der Primarantwort bei etwa 120 pg/ml und unterscheidet sich deutlich von der
Sekundarantwort (1. Versuchsdurchgang: 591,7 pg/ml +268,5; 2. Versuchsdurchgang: 501,1 pg/ml
1+325,1) (Abb. 17 C). Fur IL-4 ist die Sekretion in Kontrolle und Primarantwort im Mittel jeweils
<1,2 pg/ml. Im ersten Versuchsdurchgang steigt diese auf 35,6 pg/ml (£25,2) und unterscheidet sich
damit signifikant von Kontrolle und Primarantwort. Im zweiten Durchgang ist dieser Anstieg deutlich
geringer und betragt mit 3,9 pg/ml (+4,5) nur etwa eine Zehntel.
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3.1.3 Untersuchung des Induktions- bzw. Induktionspotentials des KLH von Merck und Stellar

Um zu untersuchen, ob sich eine Sekundarreaktion auch in, mit dem KLH des anderen Herstellers
induzierten Tieren, auslésen la8sst, wurden die Tiere in den Versuchsdurchgangen analog zur
Sekundarantwort induziert und dann in der Challenge mit dem jeweils anderen KLH in Kontakt
gebracht (gekreuzte Sekundarantwort). In den Versuchsdurchgangen mit Merck-KLH erfolgte also
die Induktion mit Merck-KLH und die Challenge mit Stellar-KLH, in den Versuchsdurchgangen mit
Stellar-KLH vice versa. Dabei galt es zu analysieren, ob das KLH eines Herstellers ein héheres
Potential zur Induktion, eventuell abhdngig vom Grad der Endotoxin-verunreinigung, zeigt als das
andere. Gezeigt sind nur Parameter, in denen bereits im vorherigen Teil eine Reaktion in der
Sekundarantwort detektierbar war.

Durchflusszytometrische Analyse
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Abb. 18: Durchflusszytometrische Analyse von CD4*-T-Zellen der drainierenden Lymphknoten in der
Primérantwort und nach Challenge mit KLH beider Hersteller

Expression von CD4 auf Blasten (A+B) und in Kombination mit dem Leukozytenmarker CD45RC (C+D) nach intratrachealer
Applikation von KLH im Vergleich zur Kontrolle (Daten aus jeweils beiden Versuchsdurchgéangen). Fur die Sekundar- als
auch die gekreuzte Sekundarantwort wurden die Tiere zunachst identisch induziert, lediglich die Challenge wurde mit dem
jeweils anderen KLH durchgefiihrt.

In der Sekundarantwort zeigt sich in allen Versuchen eine Erhéhung des Anteils von CD4-positiven
Blasten in den drainierenden Lymphknoten (Abb. 18 A+B). Fur beide KLH ist in jeweils einem
Versuchsdurchgang der Anteil von CD4*-Blasten in der gekreuzten Sekundarantwort héher als in der
Sekundarantwort. Im anderen Versuchsdurchgang tritt der umgekehrte Fall ein. Fir Merck-KLH
betragt die Sekundarantwort im ersten Durchgang das 1,6-fache der Kontrolle, die gekreuzte
Sekundarantwort das 1,96-fache. Im zweiten Durchgang liegt die Sekundarantwort fir CD4*-Blasten
beim 1,78-fachen der Kontrolle, wahrend eine Challenge mit Stellar-KLH nur zu einer Induktion um
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das 1,24-fache fuhrt, was nur geringfligig uber der Primarantwort (1,19-faches der Kontrolle) liegt
(Abb. 18 A). Nach Induktion und Challenge mit Stellar-KLH liegt der Anteil CD4-positiver Blasten im
ersten Versuchsdurchgang mit einem Wert um das 1,13-fache im Vergleich zu den anderen
Sekundarantworten recht niedrig, im zweiten Durchgang mit dem 1,62-fachen etwa auf dem mit
Merck-KLH erreichten Niveau. Eine Challenge mit Merck-KLH fihrt zu einem Anstieg auf das 1,76-
fache. Im ersten Durchgang dagegen entspricht die gekreuzte Sekundarantwort mit dem 0,97-fachen
etwa dem Wert der Primarantwort (1,05-faches der Kontrolle).

Der Anteil CD45°“CD4*-Blasten im Lymphknoten Ubersteigt in der gekreuzten Sekundarantwort in
allen Versuchsdurchgangen den der Sekundarantwort. Die Werte liegen hier jeweils bei dem etwa
1,2-fachen der Kontrolle (Abb. 18 C+D).

Durchflusszytometrische Analyse
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Abb. 19: Durchflusszytometrische Analyse von antigenprédsentierenden (I-a*) Zellen in den drainierenden
Lymphknoten

Expression von CD4 auf Blasten in Kombination mit dem Aktivierungsmarker CD25 (A+B) und der Anteil I-a-exprimierender
Zellen (C+D) nach intratrachealer Applikation von KLH im Vergleich zur Kontrolle (Daten aus jeweils beiden
Versuchsdurchgéngen). Fir die Sekundar- als auch die gekreuzte Sekundarantwort wurden die Tiere zunachst identisch
induziert, lediglich die Challenge wurde mit dem jeweils anderen KLH durchgefihrt.

Wie auch schon bei den CD4*-Blasten unterscheiden sich die Ergebnisse der beiden
Versuchsdurchgange jeweils eines KLH in der gekreuzten Sekundarantwort bei der Betrachtung der
Anteile CD25"9"-positiver CD4*-Blasten. Die Induktion mit Merck-KLH fiihrt in der Sekundarantwort
zu um das 2,66-fache (1. Versuchsdurchgang) bzw. um das 2,1-fache (2. Versuchsdurchgang)
héheren Werten als in der Vehikelkontrolle (Abb. 19 A). Im ersten Durchgang nimmt der Anteil
CD25"e"-positiver CD4*-Blasten noch weiter zu (3-faches der Kontrolle), im zweiten Durchgang
dagegen kommt es nur zu einer Erhdhung um das 1,24-fache. Die Induktion und Challenge mit
Stellar-KLH fiihrt zu einer Zunahme von CD25""CD4*-Blasten um das 1,83- bzw. 1,93-fache im
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Vergleich zur Kontrolle. Auch hier liegt die gekreuzte Sekundarantwort im ersten Durchgang daruber
(2,15-fach) und im zweiten Durchgang darunter (1,38-fach) (Abb. 19 B).

Wahrend der Anteil I-a*-Zellen in den drainierenden Lymphknoten in den Primarantworten jeweils
geringer als in der Kontrolle ist, kommt es in allen Sekundarantworten zu einer Induktion von |-a um
das maximal 1,51-fache der Kontrolle (Abb. 19 C: 2. Versuchsdurchgang Merck-KLH). Die
gekreuzten Sekundarantworten fllhren ebenfalls zu einer Zunahme, die im zweiten
Versuchsdurchgang mit Merck-KLH und in beiden Versuchsdurchgangen mit Stellar-KLH mit Werten
zwischen dem 1,12- und 1,36-fachen der Kontrolle jeweils etwas geringer ausfallt als die
Sekundarantwort.

Tabelle 2: Quotient von CD4*- zu CD8*-T-Lymphozyten in den drainierenden Lymphknoten in den gekreuzten
Sekundarantworten (Ergebnisse der vier Versuchsdurchgange)

) . gekreuzte
Vehikel Sekundarantwort Sekundirantwort

1 17,0 14,7 14,8
Merck-KLH

2 18,8 134 127

1 17,4 12,4 13,2
Stellar-KLH

2 16,0 13,5 9,2

Bezlglich des, aus den Anteilen CD4- und CD8-positiver Zellen in den mediastinalen Lymphknoten,
gebildeten Quotienten entspricht die gekreuzte Sekundarantwort in der Tendenz den
Sekundarantworten in den jeweiligen Versuchen. In allen Fallen kommt es ebenfalls zu einer
Reduktion (Tab.2). Der starkste Effekt ist nach Induktion mit Stellar-KLH und Challenge mit Merck-
KLH zu beobachten (2. Versuchsdurchgang). Hier betragt der Quotient von CD4* zu CD8* nur 9,2.
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Auch die, aus der bronchoalveolaren Lavage bestimmten, Parameter wurden im Hinblick auf die
gekreuzte Sekundarantwort untersucht.

Anteil eosinophiler Granulozyten in der bronchoalveolaren Lavage

A) Merck-KLH B) Stellar-KLH
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Abb. 20: Anteil eosinophiler Granulozyten im BALF nach intratrachealer Behandlung mit KLH

A: Versuchsdurchgange mit Merck-KLH, B: Versuchsdurchgange mit Stellar-KLH. Bestimmung anhand von Cytospins mit
1 x 10° Zellen/Spot. 300 Zellen = 100 %. Fir die Sekundér- als auch die gekreuzte Sekundarantwort wurden die Tiere
zunachst identisch induziert, lediglich die Challenge wurde mit dem jeweils anderen KLH durchgefihrt. (Einzelwerte und
Mittelwert; t-Test mit * fir p < 0,05, * fir p < 0,01)

Nach Applikation von Merck-KLH liegt der Anteil eosinophiler Granulozyten in der Sekundarantwort
des ersten Durchgangs bei durchschnittlich 17,1 % (£8,49) und der des zweiten Durchgangs bei
24,86 % (+24,86). Die gekreuzte Sekundarantwort, in der die Induktion mit Merck-KLH, die Challenge
aber mit Stellar-KLH durchgefiihrt wurde, unterscheidet sich mit 20,65 % (£11,49) und 20,75 %
(£5,95) davon kaum, ist allerdings in beiden Fallen signifikant unterschiedlich zur Vehikelkontrolle
(Abb. 20 A).

Auch nach Induktion mit Stellar-KLH zeigen sich keine Unterschiede zwischen einer Challenge mit
Stellar- oder Merck-KLH (Abb. 20 B). Der Anteil Eosinophiler in der Sekundarantwort betragt hier
36,2 % (£13,01) und 19,1 % (£6,69), in der gekreuzten Sekundarantwort 36,2 % (+8,24) und 21,14 %
(x11,73). Alle Sekundarantworten unterscheiden sich somit signifikant von der Kontrolle.

44



Ergebnisse

Zytokingehalt im Fluid der broncholaveoldren Lavage
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Abb. 21: Zytokingehalt im Fluid der bronchoalveoldren Lavage nach gekreuzter Applikation von KLH

Quantifiziert mittels CBA. Fir die Sekundar- als auch die gekreuzte Sekundarantwort wurden die Tiere zunachst identisch
induziert, lediglich die Challenge wurde mit dem jeweils anderen KLH durchgefiihrt. A+C: Induktion mit Merck-KLH; B+D:
Induktion mit Stellar-KLH (Einzelwerte und Mittelwert; multiple t-Tests mit * fiir p < 0,05, ** fir p < 0,01, *** fiir p < 0,001)

Auch in Bezug auf die Zytokinsekretion ist die gekreuzte Sekundarantwort nach Challenge mit dem
jeweils anderen KLH mit der bisher betrachteten Sekundarantwort vergleichbar. MCP-1 wird in der
gekreuzten Sekundarreaktion im ersten Durchgang mit Merck-KLH starker sekretiert (1058,8 pg/ml
+580,4) als in der Sekundarantwort (495,9 pg/ml £421,4), im zweiten Durchgang ist es umgekehrt
(Sekundarantwort:  920,5 pg/ml +725,8; gekreuzte Sekundarantwort: 645,4 pg/ml 1456,4)
(Abb. 21 A). Dies entspricht auch den Ergebnissen der Quantifizierung von IL-4 in diesen Versuchen.

Im ersten Versuchsdurchgang liegt die Ausschuttung von IL-4 in der Sekundarantwort bei 5,7 pg/ml
(x6) und die der gekreuzten Sekundarantwort mit 10,7 pg/ml (£5,1) fast doppelt so hoch. Im zweiten
Durchgang kommt es in der Sekundarantwort zu einer Sekretion von 14,8 pg/ml (£19,8), in der
gekreuzten Sekundarantwort liegt diese mit 5,7 pg/ml (+6,6) deutlich niedriger. Dennoch
unterscheiden sich alle Reaktionen nach Challenge deutlich von der Kontrolle, die jeweils bei etwa
1 pg/ml liegt (Abb. 21 C).

Nach Induktion mit Stellar-KLH erhoht eine Challenge mit Merck-KLH die Ausschittung der Zytokine
MCP-1 und IL-1 im Vergleich zu der nach Challenge mit Stellar-KLH (Abb. 21 B+D). In dieser
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Sekundarantwort kann ein MCP-1-Gehalt von 591,7 pg/ml (+268,5) detektiert werden (Kontrolle:
182,5 pg/ml £141,7). In der gekreuzten Sekundarantwort dagegen steigt MCP-1 auf 826,8 pg/ml
(x440,3) (Abb. 21 B). Auch IL-4 wird in der gekreuzten Sekundarantwort starker sekretiert
(79,7 pg/ml £38,4) als in der eigentlichen Sekundarantwort (35,6 pg/ml £25,15). Die Vehikelkontrolle
liegt hier bei 1,2 pg/ml (£2,1).

Die Sekundarantworten unterscheiden sich also unabhdngig von dem, in der Challenge
verwendeten, KLH in der Sekretion von IL-4 und MCP-1 signifikant von der Vehikelkontrolle.
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3.2 Prazisionslungenschnitte als in vitro Modell zur Untersuchung der
Induktionsphase

3.2.1 Vitalitat der PCLS-Zellen in Kultur

Um stabile Voraussetzungen fur die Versuche zur Stimulation der PCLS in vitro zu gewahrleisten,
wurden zunachst die Kulturbedingungen optimiert. Als Parameter fir die Vitalitdt wurden die
Freisetzung von LDH in Prozent sowie die mitochondriale Aktivitat mittels WST-1-Assay bestimmt.

A) LDH-Freisetzung B) Mitochondriale Aktivitat
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Abb. 22: LDH-Freisetzung und mitochondriale Aktivitidt der PCLS in Kultur iiber einen Zeitraum von 96 h
A: LDH-Freisetzung in % in Bezug auf die Positivkontrolle (100 % LDH-Freisetzung = 1 h Inkubation mit 0,1 % Triton X-
100); B: Ergebnisse des WST-1-Assays; jeweils n=4; Mittelwerte +SD

Bei einer Kultivierung Uber funf Tage liegt die Freisetzung von LDH an den Tagen 1-4
(24 - 72 Stunden nach Beginn der Inkubation) zwischen 11 und 15 % (Abb. 22 A). Nach 96 Stunden
steigt diese auf 20 %. Die mitochondriale Aktivitat, gemessen am Umsatz von WST-1 zu Formazan,
liegt nach 24 Stunden bei einer optischen Dichte (OD) von 1,67 (£0,18). Nach 48 Stunden betragt
die OD 2,36 (+0,29) und an den weiteren Tagen steigt diese weiter leicht an (72 h: 2,57 +0,31; 96 h:
2,69 1£0,55) (Abb. 22 B). Die Vitalitat wurde in allen folgenden Versuchen parallel zu der dargestellten
Zyokinanalyse bestimmt.

Um Einflisse der Vitalitat der Schnitte auf die Versuchsergebnisse auszuschlie®en, wurde eine LDH-
Freisetzung von maximal 25 % definiert. Ergebnisse bei erhéhter LDH-Freisetzung wurden nicht
verwendet. Aufgrund der erhohten LDH-Freisetzung nach 96 Stunden sind im Folgenden
uberwiegend die Daten bis 72 Stunden nach Beginn der Inkubation dargestellt.
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3.2.2 Stimulation mit Lipopolysaccharid und Concanavalin A

Um die Stimulierbarkeit der PCLS zu testen und auch Rickschlisse auf vorhandene und
funktionsfahige Zelltypen ziehen zu konnen, wurden diese zunachst mit verschiedenen
Konzentrationen des Endotoxins Lipopolysaccharid (LPS) (0,3; 3; 30 ug/ml) oder des Mitogens
Concanavalin A (ConA) (0,2; 1; 2 ug/ml) inkubiert und die Zytokinsekretion nach 24 - 72 h mittels
CBA bestimmt. Als Kontrolle dienten PCLS, die Uber den gleichen Zeitraum in Medium ohne
zusatzliche Stimulation kultiviert wurden.

A) IL-1o B) TNF-a
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= 10004 Abb. 23: Zytokinsekretion nach Stimulation mit LPS am Tag 0
Bestimmung an Zellkulturiiberstdnden mittels CBA (n=4, Mittelwerte
+SD, multiple t-Tests mit * fir p < 0,05; ** fiir p < 0,01; *** fir p < 0,001
0- vs. Kontrolle); LOD (limit of detection; Nachweisgrenze): IL-1a: 8,5 pg/ml,
q’s.k‘ br‘s&‘ ,\q“ﬁ‘ TNF-a: 4,3 pg/ml, MCP-1: 0,8 pg/ml

24 Stunden nach Stimulation mit LPS zeigt sich eine dosisabhangige, signifikant erhohte
Ausschittung von IL-1a bis auf 222,52 pg/ml (£78,79) bei Stimulation mit 30 ug/ml LPS im Vergleich
zur Kontrolle (6,28 pg/ml £12.56) (Abb. 23 A), wobei bereits die niedrigste Dosis von 0,3 pg/ml einen
Anstieg auf 136,57 pg/ml (+68,86) bewirkt. Auch nach 48 Stunden wird die Dosisabhangigkeit
deutlich, allerdings liegt hier das Maximum nach Stimulation mit der hdchsten Dosis bei nur
164,78 pg/ml (£95,12). Die Werte der Kontrolle steigen nach 48 und 72 Stunden auf 38,3 pg/ml
(+41,48) bzw. 48,19 pg/ml (£39,85) an und unterscheiden sich nach 72 Stunden kaum noch von
denen der stimulierten PCLS.

Die Sekretion von TNF-a liegt in der Kontrolle zu allen Zeitpunkten unter 15 pg/ml. Nach Stimulation
mit LPS steigt diese nach 24 Stunden auf > 150 pg/ml an, wobei hier keine Dosisabhangigkeit
erkennbar wird (Abb. 23 B). Wahrend die Sekretion von IL-1a auch nach 48 h noch detektierbar ist,
liegt die von TNF-a nach 48 und 72 Stunden mit Werten < 4 pg/ml bei allen Dosierungen unter denen
der Kontrolle.
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Anhand des Chemokins MCP-1 lasst sich keine Induktion durch LPS nachweisen. Die Konzentration
im ZellkulturGberstand liegt nach 24 und 48 Stunden bei allen Proben zwischen 1684,98 pg/ml (24 h
nach Stimulation mit 3 pg/ml LPS) und 1924,55 pg/ml (24 h nach Stimulation mit 0,3 pg/ml LPS).
Nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden sinkt die Sekretion in allen Proben auf 1536,5 pg/ml
(Kontrolle) bis 1729,4 pg/ml (3 pg/ml LPS) (Abb. 24 C). Die Zytokine IL-4 und IFN-y wurden durch
die Stimulation mit LPS nicht beeinflusst und waren nicht detektierbar.
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Die Sekretion von IL-1a der Zellen der Kontroll-PCLS
betragt am 24 Stunden nach Beginn der Kultur 24,33 pg/ml (£3,03). An den weiteren Tagen steigt
diese auf 45,66 pg/ml (£28,71) und 41,93 pg/ml (£31,55) an (Abb. 24 A). Wahrend die Stimulation
mit 0,2 ug/ml ConA keinen Effekt auf die Sekretion von IL-1a aufweist, kommt es in den héheren
Konzentrationen teilweise zu einer erhéhten Ausschittung von IL-1a. Mit 32,35 pg/ml (x6,44) nach
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24 Stunden, 53,67 pg/ml (£9,58) nach 48 Stunden und 52,93 pg/ml (£25,86) nach 72 Stunden
Ubersteigt der Gehalt von IL-1a nach Stimulation mit 2 pg/ml ConA zu allen Zeitpunkten die Werte
der Kontrolle. Bei Stimulation mit 1 pg/ml ConA kommt es hierzu nur nach 48 Stunden (54,75 pg/mi
+24,29). Nach 24 und 72 Stunden liegen die Werte im Bereich der Kontrolle.

Im Gegensatz zur Stimulation mit LPS kommt es nach der Stimulation mit ConA nicht zu einer
erhohten Sekretion von TNF-a (Abb. 24 B) und die Werte liegen zu allen Zeitpunkten im Bereich der
Kontrolle. Wahrend allerdings die Zytokine IFN-y und IL-4 nach LPS-Stimulation nicht nachweisbar
waren, wird durch die Inkubation mit 1 und 2 pg/ml ConA die Ausschuttung dieser (Abb. 24 C+D)
induziert. In der Kontrolle und auch bei 0,2 uyg/ml ConA liegen die Werte flr IFN-y unterhalb der
Nachweisgrenze von 0,8 pg/ml bzw. sind nicht detektierbar. 24 Stunden nach Stimulation mit 1 ug/ml
ConA sind 10,62 pg/ml (+0,53) IFN-y im Uberstand nachweisbar, nach Stimulation mit 2 ug/ml ConA
mit 21,42 pg/ml (£12,03) etwa doppelt so viel. Diese Dosisabhangigkeit zeigt sich auch nach 48 und
72 Stunden, wobei die maximale Sekretion hier auf 19,46 pg/ml (£5,14) nach 48 Stunden und
5,25 pg/ml (+4,9) nach 72 Stunden als Antwort auf Stimulation mit 2 pg/ml ConA abnimmt
(Abb. 24 C).

Auch die Produktion und Ausschittung von IL-4 zeigt sich dosisabhangig und nimmt Uber die Zeit ab
(Abb. 24 D). Wahrend nach 24 Stunden die Konzentration von IL-4 in der Kontrolle und bei 0,2 ug/ml
ConA nicht detektierbar ist, liegt sie nach Stimulation mit 1 ug/ml ConA bei 1,45 pg/ml (£0,37) und
nach 2 ug/ml ConA bei 2,23 pg/ml (+1,07). Nach 48 und 72 Stunden liegen die Werte von Kontrolle,
0,2 ug/ml und 1 ug/ml ConA etwa im Bereich der Nachweisgrenze von 0,3 pg/ml. Nur nach
Stimulation mit 2 ug/ml ConA bleibt IL-4 bis zu 72 Stunden nachweisbar, sinkt aber nach 72 Stunden
auf 0,62 pg/ml (£0,32).

Auf die Ausschuttung von MCP-1 hat die Stimulation mit ConA, wie auch die mit LPS, keinen Einfluss
(Abb. 24 E).

Wahrend eine Behandlung der PCLS mit LPS die Sekretion der Zytokine IL-1 a und TNF-a induziert,
bewirkt eine Inkubation mit ConA insbesondere die Ausschuttung von IFN-y und IL-4. Beide Effekte
treten dosisabhangig auf.
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3.2.3 Induzierbarkeit der Zytokinsekretion liber die Kulturdauer

Nachdem gezeigt wurde, dass in PCLS in vitro durch Stimulation zu Beginn der Kulturperiode mit
dem Endotoxin LPS und dem Mitogen ConA eine spezifische Zytokinausschittung induzierbar ist,
wurde untersucht, ob diese auch zu spateren Zeitpunkten wahrend der Kultur hervorgerufen werden
kann. Die Stimulation mit beiden Substanzen erfolgte nach 0, 24, 48 oder 72 Stunden, und der
Zytokingehalt im Medium wurde jeweils 24 Stunden nach Stimulation (Tag 1, 2, 3 und 4) bestimmt.
Dargestellt sind die Zytokine, bei denen bereits nach einer Stimulation am Tag 0 ein Effekt
detektierbar war.
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Abb. 25: Zytokinsekretion 24 h nach Stimulation mit LPS zu verschiedenen Zeitpunkten
Bestimmung anhand von Zellkulturiiberstanden mittels CBA (n=4; Mittelwerte +SD; multiple t-Tests mit * fir p < 0,05; ** flr
p <0,01; *** fur p < 0,001 vs. Kontrolle) LOD (limit of detection; Nachweisgrenze): IL-1a: 8,5 pg/ml, TNF-a: 4,3 pg/ml

Die Sekretion von IL-1a 24 Stunden nach Stimulation mit 30 ug/ml LPS bleibt Gber den gesamten
Verlauf der Kultur unverandert induzierbar und unterscheidet sich mit Werten tber 400 pg/mi
signifikant von der der Kontroll-PCLS, die zu allen Zeitpunkten unter 100 pg/ml liegt (Abb. 25 A). Die
Sekretion von IL-1a bei Stimulation mit LPS nach 72 Stunden (Tag 3) in Kultur (Analyse am Tag 4)
Ubersteigt mit 637,4 pg/ml (x278,13) sogar die nach Stimulation zu Beginn der Kultur (Analyse Tag 1;
404,18 pg/ml £66,67). Die hdochste induzierbare IL-1a-Sekretion lasst sich am Tag 2 (Zeitpunkt der
Stimulation nach 24 Stunden in Kultur) detektieren (744,4 pg/ml £285,7).

Das Sekretionsmuster von TNF-a zeigt ein ahnliches Bild (Abb. 25 B). Die Kontrolle liegt hier an allen
Tagen unter 45 pg/ml, wahrend nach LPS-Stimulation die Sekretion auf mindestens 227 pg/ml
ansteigt. Zeitpunkt der starksten Sekretion ist auch hier Tag 2 (612,67 pg/ml £192,62).
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Anders stellt sich die Induzierbarkeit der Zytokinsekretion Uber die Kulturdauer als Reaktion auf die
Stimulation mit ConA dar. Die Sekretion von IFN-y nach 24-stiindiger Inkubation mit 2 ug/ml ConA

sinkt im Zeitverlauf von 26,52 pg/ml (x9,89) am Tag 1 bis auf 1,7 pg/ml (£2,21) am Tag 4 stetig
(Abb. 26 A).
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Abb. 26: Zytokinsekretion 24 h nach Stimulation mit ConA zu verschiedenen Zeitpunkten
Bestimmung in Zellkulturiberstdnden mittels CBA (n=3; Mittelwerte £SD; multiple t-Tests mit * fur p < 0,05 vs. Kontrolle)
n.d.: nicht detektierbar; LOD (/imit of detection; Nachweisgrenze): IFN-y: 0,8 pg/ml, IL-4: 0,3 pg/ml)

Auch die, bei Stimulation zu Beginn der Kultur, bewirkte Ausschittung von IL-4 (3,51 pg/ml £1,72)
I&sst sich nicht Uber den gesamten Zeitraum induzieren. Bereits am Tag 2 liegt der IL-4-Gehalt bei
nur noch 0,98 pg/ml (£0,86). Bei einer Stimulation spater als 24 Stunden nach Kulturbeginn kann
keine ConA-bedingte Sekretion von IL-4 mehr detektiert werden.
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3.2.4 Behandlung mit den sensibilisierenden Substanzen DNCB und TMA

Durch Titration von DNCB und TMA wurde eine Konzentration fir nachfolgende Versuche bestimmt.
Dabei sollte eine moglichst hohe Konzentration gewahlt werden, die jedoch keine Auswirkungen auf
die Vitalitat der Zellen in den PCLS hat. Da DNCB zunachst in DMSO gelést und anschliefend in
Medium verdiinnt wurde, wurde hier auch der Einfluss der maximalen Endkonzentration von DMSO
im Kulturmedium auf die Vitalitat mitbestimmt.
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Abb. 27: Titration von DNCB und TMA nach 48 h Inkubation
A+B: Titration von DNCB und DMSO; C+D: Titration von TMA (100 % LDH-Freisetzung entspricht 1 h Inkubation mit 0,1 %
Triton X-100; die mitochondriale Aktivitat zeigt die Ergebnisse des WST-1-Assays (Mittelwerte +SD, n=2) n.d.: nicht

detektierbar)

Bei einer Konzentration von 4 ug/ml DNCB liegt die Freisetzung von LDH nach 48 h Inkubation bei
25,1 % und die mitochondriale Aktivitat der Zellen nimmt um mehr als 50 % ab (Abb. 27 A+B). Daher
wurde die Konzentration von 2 ug/ml DNCB fur weiterflihrende Versuche ausgewahlt. DMSO zeigt
bei einer maximal verwendeten Konzentration von 0,2 % keine Auswirkungen auf die Vitalitat. Bei
TMA bewirkt eine Inkubation mit 0,1 % einen Anstieg der LDH-Freisetzung auf 32,9 % und einen fast
vollstandigen Verlust der mitochondrialen Aktivitat. 0,01 % TMA zeigt keinen Einfluss auf die Vitalitat
(Abb. 27 C+D). Bei anschlielienden Versuchen zeigte sich eine Konzentration von 0,05 % TMA noch
als geeignet und wurde fortan verwendet (Daten nicht gezeigt).
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Nach Stimulation der PCLS mit 2 yg/ml DNCB zeigt sich nur nach 24 Stunden eine leicht erhdhte
Ausschuttung von IL-1a (29,39 pg/ml £26,31) im Vergleich zur Kontrolle (20,05 pg/ml £11,12). Far
MCP-1 und IL-4 wird keine Induktion der Sekretion sichtbar (Abb. 28 A-C). Die Zytokine TNF-a und
IFN-y waren nach DNCB-Behandlung im Uberstand nicht detektierbar und sind daher nicht
dargestellt.

Werden die PCLS mit TMA (0,05 %) stimuliert, so kommt es nach 24 Stunden zu einer leichten
Erhéhung von IL-1a um 10 pg/ml im Zellkulturiberstand, ahnlich der nach DNCB-Inkubation. Nach
48 Stunden steigt die Ausschuttung von IL-1a auf 128,46 pg/ml (£117,6), wahrend in den Kontroll-
PCLS nur 38,76 pg/ml detektiert werden (Abb. 28 D). Dieser Anstieg wird allerdings durch die hohe
Standardabweichung etwas relativiert. Fir MCP-1 und IL-4 ist nach Inkubation mit TMA, wie bei
Inkubation mit DNCB, keine Induktion der Sekretion nachweisbar (Abb. 28 E-F).
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TMA bewirkt einen geringen Anstieg des Gehalts an TNF-a im Medium (Abb. 28 G), wobei die Werte
nach 24 und 72 Stunden unter der Nachweisgrenze (4,3 pg/ml) liegen. Nur nach 48 Stunden steigt
TNF-a auf 9,04 pg/ml, ein Wert der, verglichen mit der Induktion durch LPS (>150 pg/ml), sehr gering
ist. Auch IFN-y wird durch Inkubation mit TMA schwach induziert. Nach 24 Stunden liegt der Wert
hier bei 1,66 pg/ml (£1,912), wahrend IFN-y in der Kontrolle nicht nachweisbar ist (Abb. 28 H).
Insgesamt kommt es auch hier nur zu einer schwachen Induktion.

3.2.5 Behandlung der PCLS mit dem Immunogen KLH

Nachdem die sensibilisierenden, niedermolekularen Verbindungen DNCB und TMA keinen oder nur
wenig Einfluss auf die Zytokinsekretion der Zellen in den PCLS hatten, wurden diese mit dem Protein
KLH inkubiert, um Effekte eines hochmolekularen Sensibilisierers auf die Ausschuttung der Zytokine
zu untersuchen.

Daflir wurden, wie schon in den in vivo Versuchen, die Produkte zweier verschiedener Hersteller
verwendet: das praktisch endotoxinfreie KLH der  Firma Merck Millipore
(Endotoxingehalt: £ 12 EU/mg) sowie das hochreine KLH in GMP-Qualitdt der Firma Stellar
(Endotoxingehalt: < 5 EU/mg). Beide KLH zeigten in einem Dosisbereich von 0,2-100 pg/ml keinen
Einfluss auf die Vitalitat (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 29: Zytokinsekretion nach Stimulation mit KLH am Tag 0
A,C.E,G: Merck-KLH; B,D,F,H: Stellar-KLH (n=4; Mittelwerte +SD) n.d.: nicht detektierbar; LOD (limit of detection;
Nachweisgrenze): IL-1a: 8,5 pg/ml, TNF-a: 4,3 pg/ml, IL-4: 0,3 pg/ml, MCP-1: 0,8 pg/ml, IL-4: 0,3 pg/ml
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Sowohl das KLH der Firma Merck als auch das der Firma Stellar bewirken nur geringfligige
Veranderung ender Zytokinsekretion bei Start der Substanzinkubation am Tag 0. Bei den Zytokinen
IL-1a und TNF-a liegen die Werte zu allen Zeitpunkten im Bereich der Kontrolle. Nur 24 Stunden
nach Inkubation mit 20 ug/ml Stellar-KLH ist die Sekretion von IL-1a auf 40,68 pg/ml (£63,49;
Kontrolle: 16,12 pg/ml £10,12) und TNF-a auf 36,22 pg/ml (£63,49, Kontrolle: 11,78 pg/ml £15,72)
erhoht (Abb. 29 A - D).

Der Gehalt von IL-4 im Uberstand nach Inkubation mit Stellar-KLH liegt zu allen Zeitpunkten
unterhalb der Nachweisgrenze von 0,3 pg/ml (Abb. 29 F). Die Werte nach Inkubation mit Merck-KLH
liegen leicht oberhalb dieser Grenze (Abb. 29 E). Nach 24 Stunden betragt die Menge von IL-4
0,38 pg/ml (x0,49) bei 2 pg/ml KLH und 0,5 pg/ml (x0,313) bei 20 pg/ml KLH. In der Kontrolle liegt
die Sekretion mit 1,53 pg/ml (x1,8) deutlich darUber. Allerdings gibt es hier eine sehr hohe
Standardabweichung. Nach 48 und 72 Stunden bewirkt eine Inkubation mit 2 pg/ml Merck-KLH einen
leichten Anstieg von IL-4 auf 0,7 pg/ml (£0,53) bzw. 0,89 pg/ml (£0,8) und liegt damit geringfligig
uber den Werten nach Inkubation mit 20 pg/ml Merck-KLH.

Fir das Chemokin MCP-1 kommt es zu keinem Zeitpunkt zu einer Beeinflussung der Sekretion
(Abb. 29 G+H), das Zytokin IFN-y ist in keiner der Proben nachweisbar.

3.2.6 Stimulation in vitro nach Induktion in vivo

Da eine Inkubation mit KLH kaum einen detektierbaren Effekt auf die Zytokinsekretion der PCLS-
Kulturen von unbehandelten Ratten zeigte, folgten Versuche, bei denen der Erstkontakt mit dem
Antigen in vivo stattfand und im Anschluss PCLS der behandelten Ratten prapariert wurden. Hierzu
wurden die Tiere zunachst analog zu den vorher gezeigtem in vivo Versuchen nach folgendem
Schema sensibilisiert:

Tag1 2 5 15 16
L -
Behandlung: ip. it l fLL) l
Sektion Sektion
PCLS | PCLSH& I

Abb. 30: Behandlungsschema zur Herstellung von PCLS aus sensibilisierten Tieren

Den Ratten wurde am Tag 1 intraperitoneal und am Tag 2 intratracheal die Substanz zur Induktion
appliziert. PCLS aus induzierten Tieren wurden am Tag 5 (I) und am Tag 16 (Il) gewonnen. Eine
weitere Gruppe von Tieren erhielt am Tag 15 eine Challenge (l1l) und die PCLS wurden am Tag 16
prapariert.

Fir die Sensibilisierung mit KLH wurde in Anlehnung an eingangs beschriebenen in vivo Versuche
eine Dosis von 40 pyg/ml gewahlt. Die Challenge am Tag 15 und auch die Restimulation in vitro
erfolgten mit 20 pg/ml KLH.
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Abb. 31: Zytokinsekretion nach Stimulation von PCLS-Zellen aus in vivo-sensibilisierten Ratten mit Merck-KLH am
Tag 0

A-C: PCLS [; D-F: PCLS Il (n=2; Mittelwerte +SD) n.d.: nicht detektierbar; LOD (limit of detection; Nachweisgrenze): IL-
1a: 8,5 pg/ml, MCP-1: 0,8 pg/ml, IL-4: 0,3 pg/ml, IFN-y: 0,8 pg/ml

Da sich die am Tag 16 ohne vorherige Challenge praparierten PCLS (PCLS II, Abb. 30) in ihrer
Zytokinsekretion nicht von den am Tag 5 gewonnenen PCLS unterschieden, sind die Daten aus
Griinden der Ubersichtlichkeit nicht gezeigt.

Bei den am Tag 5 praparierten PCLS kommt es nur nach 48 Stunden zu einer messbaren Sekretion
von IL-1a von etwas uUber 20 pg/ml, wobei sich die Werte der Kontrolle und der stimulierten PCLS
allerdings nicht unterscheiden (Abb. 31 A). Wurden die PCLS erst nach der Challenge prapariert, so
wird zu allen drei Zeitpunkten durch die mit KLH stimulierten PCLS-Zellen mehr IL-1a ausgeschiuittet,
als durch die Kontrollen (Abb. 31 D; 24 h Kontrolle: 15,86 pg/ml £31,73, KLH-stimuliert: 30,43 pg/ml
139,7; 48 h: Kontrolle 45 pg/ml +18,24, KLH-stimuliert: 75,48 pg/ml +56,95; 72 h: Kontrolle:
26,38 pg/ml £7,21, KLH-stimuliert: 32,60 £23,06). Der Gehalt von MCP-1 im Medium entspricht,
unabhangig vom Zeitpunkt der PCLS-Praparation und der Vorbehandlung der Ratten, Gber den
Verlauf der Kultur etwa dem der Kontrollen (Abb. 31 B+E).

IFN-y ist in den am Tag 5 praparierten PCLS nicht detektierbar (Daten nicht gezeigt) und auch IL-4
zeigt keine messbaren Ergebnisse (Abb. 31 C). In den nach Challenge praparierten PCLS (PCLS IlI)
ist IL-4 ebenfalls nicht nachweisbar (Daten nicht gezeigt), aber es kommt zu einer leicht erhdhten
IFN-y-Sekretion nach Stimulation mit Merck-KLH (Abb. 31 D). Auch in diesem Fall ist allerdings die
Standardabweichung relativ hoch, sodass diese Erhéhungen lediglich als Tendenzen gewertet
werden koénnen.
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Weder bei einer Praparation der Gewebeschnitte am Tag 5 noch am Tag 16 nach Sensibilisierung
mit Merck-KLH zeigt sich also eine eindeutige Beeinflussung der Zytokinsekretion der quantifizierten
Zytokine nach in vitro-Restimulation (Abb. 31 A-C). Auch eine Challenge-Behandlung am Tag 15
bewirkt keine deutliche Veranderung. Analog wurden die Versuche mit dem KLH der Firma Stellar
durchgeflihrt, wobei die Ergebnisse im Grundsatz den oben gezeigten entsprachen. Da es sich hier
um einen genehmigungspflichtigen Tierversuch handelt, gab es nach zwei Durchgangen ohne
detektierbare Veranderungen im Zytokinmuster keine Grundlage fir weitere Versuche.

3.2.7 Zusatzliche Aktivierung mit Endotoxin

Da KLH weder allein noch mit vorheriger in vivo Sensibilisierung der Lunge in den PCLS eine
nachweisbare Reaktion auslést, wurde der Stimulation ein sogenanntes Danger-Signal zugesetzt,
das in den Gewebeschnitten vorhandene dendritische Zellen zusatzlich aktivieren und so zu einer
verstarkten Reaktion auf das KLH fuhren soll. Hierfur wurde eine geringe Dosis LPS (0,3 pg/ml)
verwendet, die zeitgleich mit dem KLH zu den PCLS-Kulturen gegeben wurde.

A) IL1- B) MCP-1
4000+ Em Kontrolle
B3 Merck-KLH [20 pg/ml]
3000 g Merck-KLH [20 pgimi]
= +LPS[0,3 pg/ml]
<, 2000-
&
1000-
0-
o o N
C) TNF- D) IL-4

Abb. 32: Zytokinsekretion nach Stimulation der PCLS-Kulturen mit Merck-KLH und LPS am Tag 0

Kontrolle: n=4; Merck-KLH [20 pg/ml]: n=3; Merck-KLH [20 pg/mI] + LPS [0,3 pg/ml]: n=2 (Mittelwerte £SD; multiple t-Tests
mit * fir p < 0,05; ** fur p < 0,01 vs. Kontrolle) n.d.: nicht detektierbar; LOD (limit of detection; Nachweisgrenze): IL-
1a: 8,5 pg/ml, MCP-1: 0,8 pg/ml, IL-4: 0,3 pg/ml, IFN-y: 0,8 pg/ml

IL-1a wird durch die zusatzliche Stimulation mit LPS verstarkt sekretiert (323,7 pg/ml £137,02 nach
24h) und nimmt im Kulturverlauf ab (Abb. 32 A). Damit entsprechen die Ergebnisse denen nach
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reiner LPS-Stimulation (vgl. Abb. 23 A). Die Ausschuttung in der Kontrolle und nach Stimulation mit
KLH liegt zu allen drei Zeitpunkten zwischen 6,3 und 18,98 pg/ml (Abb. 32 A). Auch fur TNF-a
entspricht das Ausschuttungsmuster dem der Stimulation mit reinem LPS (190,53 pg/ml £164,76
nach 24 h, danach nicht mehr detektierbar; vgl. Abb. 23 B) und Ubersteigt deutlich den Gehalt von
TNFa der anderen Proben (5 — 19,44 pg/ml) (Abb. 32 C).

Eine Reaktion, die sich bei reiner LPS-Stimulation nicht zeigt, ist die, im Vergleich zu den Kontrollen,
erhdhte Sekretion von MCP-1 nach 72 Stunden. Wahrend nach 24 und 48 Stunden kein Unterschied
sichtbar wird, liegt die Ausschuttung nach 72 Stunden bei 2411,46 pg/ml (x587,65) und damit fast
doppelt so hoch wie nach reiner KLH-Stimulation (1382,8 pg/ml +410,78), die in etwa der Kontrolle
entspricht (1302,43 pg/ml £725,91) (Abb. 32 B). IL-4 ist nach Stimulation mit KLH in Verbindung mit
LPS nicht detektierbar (Abb. 32 D). Wie bereits in den Versuchen mit reiner KLH-Stimulation ist IFN-
y ebenfalls nicht nachweisbar und daher nicht dargestellit.
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3.2.8 Signaltransduktion

In den vorherigen Versuchen wurde deutlich, dass anhand des Zytokinmusters allein keine Aussage
Uber das Sensibilisierungspotential verschiedener Substanzen maoglich ist. Um zu untersuchen, ob
eine friihere Reaktion der PCLS-Zellen als die der Zytokinsekretion auf die Stimuli detektiert werden
kann, wurde die Gesamtproteinmenge der PCLS-Kulturen isoliert und anschlieffiend eine
Signaltransduktionsanalyse durchgefiihrt. Hierbei wurde die Phosphorylierung von Stat1 (signal
transducer and activator of transscription 1), der Phospholipase C-y (PLC-y) und der MAP (mitogen
activated protein)-Kinasen JNK1/2 (c-Jun N-terminale kinases 1/2), ERK1/2 (extracellular-signal
regulated kinases 1/2) und p38 quantifiziert.
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Abb. 33: Phosphorylierung von Signalmolekiilen nach Stimulation der PCLS-Kulturen mit verschiedenen
Substanzen am Tag 0
LPS [30 pug/ml] n=2; DNCB [2 pug/ml] n=2; TMA [0,05 %] n=2; Stellar-KLH [20 ug/ml] n=4; Merck-KLH [20 ug/ml] n=2; Merck-
KLH [20 pg/ml] + LPS [0,3 pg/ml] n=4 (Mittelwerte der Doppelbestimmungen)
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Nach Stimulation mit LPS (30 ug/ml; lila) kommt es nach 24 Stunden bei allen analysierten Proteinen
zu einer leichten Induktion der Phosphorylierung im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 33), die zwischen
1,1 (STAT1, Abb. 33 A) und 1,29 (PLC-y, Abb. 33 B) liegt. Nach 48 Stunden zeigt sich aulRer fur p38
fur alle Proteine eine Reduktion der Phosphorylierung, die mit dem 0,64-fachen der Kontrolle am
starksten ist. Nach 72 Stunde nach LPS-Stimulation ist keine Veranderung mehr zu beobachten.
Eine Ausnahme bildet ERK1/2, bei dem es nach 72 Stunden LPS-Inkubation zu einer Induktion um
das 1,17-fache kommt (Abb. 33 D).

DNCB (2 pg/ml; gelb) bewirkt bei allen gemessenen Proteinen und zu allen Zeitpunkten eine
Reduktion der Phosphorylierung, die am deutlichsten bei JNK1/2 nach 48 Stunden zu beobachten
ist (0,7-fache Induktion; Abb. 33 C). Auffallig ist, dass nach Inkubation mit 0,05 % TMA (orange)
dagegen bei allen Proteinen eine Induktion der Phosphorylierung erfolgt (Ausnahme: ERK1/2 nach
48 Stunden, 0,99-fache Induktion), die nach 72 Stunden jeweils am hochsten ist und bis zu 1,74-fach
fur PLC-y betragt (Abb. 33 B). Die Stimulation mit 20 ug/ml KLH (blau und griin), unabhangig vom
Hersteller, wirkt sich auf die Phosphorylierung der analysierten Proteine kaum aus bzw. zeigt eher
eine Reduktion der Phosphorylierung. Gleiches gilt fir die Stimulation mit KLH in Kombination mit
0,3 ug/ml LPS (rot). Nur bei ERK1/2 kommt es nach 48 Stunden zu einer Induktion der
Phosphorylierung um das 1,24-fache der Kontrolle (Abb. 33 D).

Insgesamt zeigt sich also, dass nur TMA durchgehend zu einer relevanten Erhohung der
Phosphorylierung der analysierten Proteine fuhrt.
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3.3 Kokultivierung von aus dem Knochenmark generierten, dendritischen Zellen mit
Zellsuspensionen aus Lymphknoten und Milz

Die in den bisherigen Experimenten verwendeten Prazisionslungenschnitte spiegelten mit ihrer
dreidimensionalen Struktur den Ort der Antigenaufnahme wider. Ein weiterer wichtiger Ort der
Entstehung einer Immunantwort, und somit auch einer eventuellen Hyperreaktion, ist der
Lymphknoten, in dem antigenprasentierende Zellen auf Lymphozyten treffen. Diese werden dort
spezifisch aktiviert und bilden damit die Grundlage fir die Initiation der adaptiven Immunreaktion. Die
Bedingungen im Lymphknoten diente daher als Vorlage fur den kunstlichen Lymphknoten als
dreidimensionales Modell sowie fur die zweidimensionale Kokultur im Well.

In beiden Fallen wurden zunachst Zellen aus dem Knochenmark zu dendritischen Zellen (BMDCs,
bone marrow-derived dendritic cells) differenziert und in Anwesenheit des Antigens KLH gereift. Der
Kontakt mit den Lymphozyten unter erneuter Antigenzugabe erfolgte im kinstlichen Lymphknoten
oder im Well, wo auch am Tag 7 der Kultur jeweils eine Restimulation mit weiteren dendritischen
Zellen und einem erneuten Antigenbolus erfolgte.

3.3.1 Generierung und Reifung dendritischer Zellen aus dem Knochenmark der Ratte

Zur Generierung der dendritischen Zellen wurde eine Zellsuspension aus dem Knochenmark der
Ratten unter Zugabe der Zytokine IL-4 und GM-CSF Uber einen Zeitraum von acht Tagen inkubiert.
Am Tag 8 der Generierung wurde mit Hilfe der durchflusszytometrischen Analyse die Expression der
Oberflachenmarker RT1b (I-a), CD80 und CD86 auf den adharenten und nicht-adharenten Zellen
untersucht. Als Kontrolle dienten ohne Beigabe von Zytokinen kultivierte Zellen.

Tabelle 3: RT1b-, CD80- und CD86-exprimierende Zellen am Tag 8 der Differenzierung
(Angaben in % der Gesamtpopulation am Beispiel einer Differenzierung zum Start der Kokultur im Well)

RT1b (l-a)* cD8o* CcD86"
Kontrolle (undifferenziert) 28,9 33,9 29,9
Nicht-adharente Zellen 44.5 48,2 15,8
Adharente Zellen 82,6 75,6 36,2

Bei der durchflusszytometrischen Analyse der Zellen am Tag 8 zeigt sich, dass ohne Zugabe von
Zytokinen der Anteil RT1b-, CD80- und CD86-exprimierender Zellen bei jeweils etwa 30 % liegt
(Tab. 3). Auf den nicht-adharenten, der unter Zugabe von IL-4 und GM-CSF kultivierten Zellen, ist
der Anteil RT1b- und CD80-positiver Zellen auf 44,5 % bzw. 48,3 % erhdht, wahrend der Anteil
CD86-exprimierender Zellen mit 15,8 % unter dem Wert der Kontrolle liegt.

Bei Analyse der adharenten Zellen ist in Bezug auf alle drei untersuchten Marker der Anteil positiver
Zellen erhéht. Die Population besteht mit 82,6 % hauptsachlich aus RT1b-exprimierenden Zellen.
Auch der Anteil CD80-positiver Zellen ist mit 75,6 % im Vergleich zur Kontrolle deutlich erhoéht,
wahrend die CD86-positiven Zellen mit 36,2 % weniger stark ansteigen.
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Auch bei Betrachtung der Histogramme der Fluoreszenzintensitat der drei Oberflachenmarker zeigen
sich die Expressionsunterschiede.
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Abb. 34: Durchflusszytometrische Analyse zur Uberpriifung der Differenzierung

Expression der Oberflachenmarker RT1b (I-a), CD80 und CD86 am Tag 8 der Differenzierung auf Kontrollzellen (keine
Zugabe von Zytokinen wahrend der Kultivierung), nicht-adharenten und adharenten Zellen im Histogramm am Beispiel
einer Differenzierung zum Start der Kokultur im Well.

Fir den FITC-markierten anti-RT1b liegt die mittlere Fluoreszenzintensitat in der Kontrolle bei 696
(Abb. 34 RT1b). In den nicht-adharenten Zellen gibt es eine Umverteilung in Richtung einer héheren
Fluoreszenzintensitat (mean 1192); die Populationsspitze liegt allerdings noch zwischen 0 und 100.
Bei den adharenten Zellen ist die Umverteilung am deutlichsten. Die mittlere Fluoreszenzintensitat
liegt hier bei 3783, der Populationspeak bei fast 10000.

Fir CD80 fallt diese Verschiebung in der Spitze der Fluoreszenzintensitat weniger stark aus,
dennoch ist in der mittleren Fluoreszenzintensitat eine deutliche Umverteilung detektierbar (Abb. 35
CD80). In der Kontrolle liegt diese fur CD80 bei 816, durch Zytokinzugabe steigt sie fur die nicht
adharenten-Zellen auf 1957, fur die adharenten Zellen auf 4103. Bei CD86 dagegen kommt es zu
einer leichten Reduzierung der mittleren Fluoreszenzintensitat. Wahrend diese in den
undifferenzierten Zellen der Kontrolle bei 1391 liegt, sinkt sie in den differenzierten Zellen auf 566
(nicht-adharente Zellen) und 997 (adharente Zellen).

Nach der Kontrolle der Differenzierung wurden in weiteren Kulturflaschen die nicht-adharenten Zellen
entfernt und die adharenten Zellen fir die Reifung verwendet. Hierbei wurden die Zellen fir weitere
24 Stunden unter Zugabe der Halfte der fir die Differenzierung eingesetzten Zytokinmenge inkubiert.
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Eine Population erhielt hierbei zusatzlich 100 yg/ml KLH und 0,3 yg/ml LPS fir eine
antigenspezifische Reifung.

Tabelle 4: RT1b-, CD80- und CD86-exprimierende Zellen nach 24-stiindiger Reifung am Tag 9 der Differenzierung
(Angaben in % der Gesamtpopulation am Beispiel einer Differenzierung zum Start der Kokultur im Well)

RT1b (I-a)* CcD8o0* CD86*
Kontrolle 84,3 67,9 27,6
KLH + LPS 83,4 85,9 65,6

Bei einer erneuten Analyse der Oberflachenmarker nach 24-stindiger Reifung zeigt sich bei
Betrachtung der Expression von RT1b kein Unterschied zwischen Kontrolle und KLH-gereiften Zellen
(Tab. 4) und der Anteil entspricht den Werten von Tag 8 (Tab. 3, 82,6 %). CD80 und CD86 werden
dagegen nach Inkubation mit KLH und LPS auf einem groReren Anteil der Zellen exprimiert. Die
Zunahme von CD86-positiven Zellen ist von 27,6 % in der Kontrolle auf 65,6 % in den KLH-gereiften
Zellen am deutlichsten.
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Abb. 35: Durchflusszytometrische Analyse zur Uberpriifung der Reifung
Expression der Oberflachenmarker RT1b (I-a), CD80 und CD86 am Tag 9 der Differenzierung auf unspezifisch- (Kontrolle)
und mit KLH + LPS-gereiften adharenten Zellen am Beispiel einer Reifung zum Start der Kokultur im Well.

Die mittlere Fluoreszenzintensitat von RT1b-markierten Zellen andert sich wahrend der Reifung
nicht. Am Tag 8 lieg diese bei 3783 (siehe oben), am Tag 9 in der Kontrolle, also den unspezifisch
gereiften Zellen, bei 3216. Eine zusatzliche Stimulation mit KLH und LPS erhdht die mittlere
Fluoreszenzintensitat nur geringfugig auf 4798 (Abb. 35 RT1b).

Fir CD80 und CD86 dagegen flihrt die Inkubation mit KLH und LPS jeweils zu einer deutlichen
Zunahme der Fluoreszenzintensitat. Wahrend diese fir CD80-markierte Zellen in der unspezifisch
gereiften Kontrolle im Mittel bei 3734 liegt, kommt es nach Reifung mit KLH und LPS zu einer
Zunahme auf 17413. CD86-markierte Zellen weisen in der Kontrolle am Tag 9 eine mittlere
Fluoreszenzintensitat von 1915 auf, was bereits eine Steigerung im Vergleich zu Tag 8 bedeutet
(mittlere Fluoreszenzintensitat der adharenten Zellen: 997). Durch zusatzliche Inkubation mit KLH
und LPS steigt diese auf 4421.
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3.3.2 Kokultivierung im kiinstlichen Lymphknoten

Fur den Ansatz des kiinstlichen Lymphknotens wurden jeweils aus dem Knochenmark der Ratte
generierte dendritische Zellen (BMDCs) fur 24 Stunden mit KLH (100 pg/ml) und LPS (0,3 pg/ml)
gereift. Am Tag 0 wurden diese zusammen mit Zellen aus Milz und Lymphknoten in die Matrix
eingesat, erneut mit KLH und LPS stimuliert und fir 14 Tage im Reaktor kultiviert. Erst am Tag 7
wurden die Reaktoren zusatzlich zu der Zugabe von gereiften BMDCs unterschiedlich restimuliert.

Dargestellt sind die Ergebnisse der Zytokinanalyse der Tage 5-12.
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Abb. 36: Konzentration der Zytokine TNF-a, IFN-y, IL-1a und IL-18 im Uberstand der Kokultur im kiinstlichen
Lymphknoten vor und nach Restimulation am Tag 7

Bestimmung mittels MSD an Zellkulturiiberstdnden der Tage 5 — 12 bei Stimulation am Tag 7. Alle drei Ansatze wurden
mit KLH-gereiften BMDCs gestartet und erhielten am Tag 0 KLH (100ug/ml) + LPS (0,3ug/ml). Eine unterschiedliche
Stimulation erfolgte erst am Tag 7 (siehe Pfeil; LPS jeweils 0,3 pg/ml, KLH jeweils 100 pg/ml). Von allen Werten wurde der
entsprechende Hintergrund (Kontrollreaktor ohne Substanzgabe an Tag 0 und 7) abgezogen. Eventuell negative Werte
wurden =0 gewertet und dargestellt. (LPS: n=2 (Tag 12: keine Probe), KLH + LPS: n=3 (Tag 11: n=2; Tag 12: n=1),
KLH: n=1 (Tag 11: keine Probe); jeweils Mittelwerte) -: nicht detektierbar bzw. Wert = 0; x: nicht bestimmt

Vor der Restimulation am Tag 7 wird im kinstlichen Lymphknoten keine Sekretion von TNF-a
nachgewiesen, erst am Tag 8 ist eine solche detektierbar (Abb. 36 A). Die starkste Ausschuttung von
TNF-a wird durch die Restimulation mit KLH + LPS hervorgerufen und betragt 374,53 pg/ml. Die
Restimulation von LPS bewirkt eine Ausschuttung von 146,84 pg/ml, KLH alleine fihrt zu einer
Sekretion von 56,74 pg/ml. Im zeitlichen Verlauf nimmt der Gehalt von TNF-a ab. Am Tag 10 bzw.
Tag 11 ist kein TNF-a im KulturGberstand detektierbar.
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Bei IFN-y dagegen lasst sich keine durch die Restimulation am Tag 7 induzierte Ausschittung
erkennen (Abb. 36 B). Obwohl bis Tag 7 gleich behandelt, liegt der Gehalt in den ersten beiden
Reaktoren am Tag 5 tber 0,66 pg/ml, wahrend IFN-y im dritten Reaktor nicht messbar ist. Am Tag 8
ist IFN-y bei keinem der Reaktoren im Uberstand detektierbar.

Der Gehalt von IL-1a liegt am Tag 5 im Reaktor mit der LPS-Restimulation bei 1215,4 pg/ml und
nimmt Uber die Kulturdauer ab (Abb. 36 C). Die Restimulation mit LPS am Tag 7 zeigt hierbei keinen
Einfluss. Auch in dem Reaktor mit KLH + LPS-Restimulation ist kein Effekt erkennbar. Die
Konzentration am Tag 5 betragt 534,43 pg/ml IL-1a und sinkt im zeitlichen Verlauf auf 57,1 pg/ml
(Tag 12). Im Reaktor mit reiner KLH-Stimulation variiert der Gehalt von IL-1a zwischen 65,17 pg/ml
(Tag 12) und 216,37 pg/ml (Tag 9).

Die Ausschuttung von IL-1P liegt vor der Restimulation am Tag 7 in allen Reaktoren unterhalb von
12,6 pg/ml (Abb. 36 D). In den 24 Stunden nach Restimulation mit LPS steigt der Gehalt von IL-1(3
auf 50,59 pg/ml, wahrend die Restimulation mit KLH + LPS und die mit KLH alleine zu keiner
erhohten Ausschittung von IL-13 am Tag 8 fuhrt. An den Tagen 9 und 10 dagegen ist IL-13 im
Uberstand dieser beiden Reaktoren detektierbar. Der Gehalt betrdgt hier nach KLH + LPS-
Stimulation 8,47 pg/ml (Tag 9) und 28,78 pg/ml (Tag 10) und nach KLH-Stimulation 86,32 pg/ml
(Tag 9) und 38,69 pg/ml IL-1B (Tag 10).
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Abb. 37: Konzentration der Zytokine IL-4, IL-5, IL-6 und KC/GRO im Uberstand der Kokultur im kiinstlichen
Lymphknoten vor und nach Restimulation am Tag 7

Bestimmung mittels MSD an Zellkulturiiberstdnden der Tage 5 — 12 bei Restimulation am Tag 7. Alle drei Ansatze wurden
mit KLH-gereiften BMDCs gestartet und erhielten am Tag 0 KLH (100ug/ml) + LPS (0,3ug/ml). Eine unterschiedliche
Stimulation erfolgte erst am Tag 7 (siehe Pfeil; LPS jeweils 0,3 pg/ml, KLH jeweils 100 pg/ml). Von allen Werten wurde der
entsprechende Hintergrund (Kontrollreaktor ohne Substanzgabe an Tag 0 und 7) abgezogen. Eventuell negative Werte
wurden =0 gewertet und dargestellt. (LPS: n=2 (Tag 12: keine Probe), KLH + LPS: n=3 (Tag 11: n=2; Tag 12: n=1),
KLH: n=1 (Tag 11: keine Probe); jeweils Mittelwerte) -: nicht detektierbar bzw. Wert = 0; x: nicht bestimmt

IL-4 ist an den Tagen vor der Restimulation im Medium nicht detektierbar. Am Tag 8 kommt es zu
einer Erhdhung des Zytokingehalts in allen drei Ansatzen (Abb. 37 A). Die starkste Zunahme ist nach
Restimulation mit KLH alleine zu verzeichnen, der Gehalt von IL-4 betragt hier am Tag 8 1,7 pg/ml.
Im zeitlichen Verlauf nimmt dieser dann bis auf 0,29 pg/ml (Tag 12) ab. Die Restimulation mit
KLH + LPS flhrt zu einer Ausschuttung von 1,43 pg/ml am Tag 8. Auch hier nimmt der Zytokingehalt
am folgenden Tag zunachst ab (0,49 pg/ml am Tag 9). An den Tagen 10 und 11 steigt er allerdings
noch einmal auf 0,77 pg/ml bzw. 0,9 pg/ml, bevor er am Tag 12 auf 0,14 pg/ml sinkt. Nach
Restimulation mit LPS alleine kommt es am Tag 8 zu einer Ausschittung von 1,14 pg/ml IL-4. Diese
Konzentration bleibt in etwa Uber zwei Tage bestehen und steigt dann am Tag 11 leicht an auf
1,35 pg/ml IL-4 im Uberstand.

Bei Analyse von IL-5 im Medium ist nach Restimulation mit LPS eine Zunahme der Sekretion
detektierbar, die von Tag 8 (7,62 pg/ml IL-5) bis Tag 11 (24,01 pg/ml) ansteigt (Abb. 37 B). Am
Tag 10 sind nur 0,34 pg/ml IL-5 messbar. Nach Restimulation mit KLH + LPS dagegen findet erst am
Tag 10 eine Zunahme des Gehalts von IL-5 auf 18,36 pg/ml statt, die im weiteren Kulturverlauf
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wieder auf 2,24 pg/ml abnimmt (Tag 12). An den Tagen 7 — 9 liegt die Konzentration von IL-5 im
Uberstand zwischen 1 pg/ml und 2,7 pg/ml. Die Restimulation mit KLH hat keinen Einfluss auf die
Ausschuttung von IL-5 und schwankt zwischen 0 pg/ml (Tag 8) und 16,57 pg/ml (Tag 7).

Die bereits fur IL-5 beobachtete Zunahme nach Restimulation mit LPS zeigt sich auch bei IL-6
(Abb. 37 C). Am Tag 8 betragt der Gehalt von IL-6 hier 2028,1 pg/ml und steigt im weiteren
Kulturverlauf bis auf 6041,7 pg/ml (Tag 11) an. Auch nach Restimulation mit KLH + LPS kommt es
zu einer verstarkten Ausschittung von IL-6 am Tag 8 (2049,6 pg/ml). An den folgenden Tagen nimmt
der IL-6-Gehalt ab (Tag 9: 1027,1 pg/ml; Tag 10: 179,92 pg/ml). Dieses Muster zeigt sich auch nach
Restimulation mit KLH allein, allerdings bei etwas niedrigeren Konzentrationen. Am Tag 8 liegt die
Ausschittung von IL-6 bei 1364,6 pg/ml und sinkt im zeitlichen Verlauf auf 32,76 pg/ml IL-6 am
Tag 12.

Auch KC/GRO wird nach der Restimulation am Tag 7 in allen Reaktoren verstarkt sekretiert und liegt
am Tag 8 zwischen 2432,6 pg/ml (KLH + LPS) und 2825,2 pg/ml (KLH) (Abb. 37 D). Wahrend nach
Restimulation mit KLH + LPS und KLH der Gehalt von KC/GRO Uber die Kulturdauer bis auf Werte
<770 pg/ml abnimmt, bleibt nach Restimulation mit LPS der Gehalt von KC/GRO im Uberstand bis
Tag 10 bei etwa 2500 pg/ml und steigt am Tag 11 auf 5244,2 pg/ml an.
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Abb. 38: Konzentration der Zytokine IL-10, IL-13 und GM-CSF und des Chemokins MCP-1 im Uberstand der
Kokultur im kiinstlichen Lymphknoten vor und nach Restimulation am Tag 7
Bestimmung mittels MSD an Zellkulturiiberstdnden der Tage 5 — 12 bei Restimulation am Tag 7. Alle drei Ansatze wurden
mit KLH-gereiften BMDCs gestartet und erhielten am Tag 0 KLH (100ug/ml) + LPS (0,3ug/ml). Eine unterschiedliche
Stimulation erfolgte erst am Tag 7 (siehe Pfeil; LPS jeweils 0,3 pg/ml, KLH jeweils 100 pg/ml). Von allen Werten wurde der
entsprechende Hintergrund (Kontrollreaktor ohne Substanzgabe an Tag 0 und 7) abgezogen. Eventuell negative Werte
wurden =0 gewertet und dargestellt. (LPS: n=2 (Tag 12: keine Probe), KLH + LPS: n=3 (Tag 11: n=2; Tag 12: n=1),
KLH: n=1 (Tag 11: keine Probe); jeweils Mittelwerte) -: nicht detektierbar bzw. Wert = 0; x: nicht bestimmt.

Fir IL-10 ist am Tag 8 eine verstarkte Sekretion in den Uberstéanden aller Reaktoren detektierbar,
die nach LPS-Restimulation bei 41,22 pg/ml, nach KLH + LPS-Restimulation bei 61,94 pg/ml und
nach KLH-Restimulation bei 68,49 pg/ml liegt (Abb. 38 A). Am Tag 9 sinkt diese in allen Ansatzen
auf etwa 10 pg/ml und nimmt dann im Kulturverlauf weiter ab.

Der Gehalt von IL-13 in den drei Ansatzen unterscheidet sich bereits vor der Restimulation an Tag 7
(Abb. 38 B). In dem mit LPS restimulierten Reaktor ist IL-13 am Tag 7 nur in der geringen
Konzentration von 0,2 pg/ml vorhanden und am Tag 8 nicht detektierbar. An den Tagen 9 — 11 liegt
die Sekrektion nach LPS-Restimulation bei etwa 0,7 pg/ml IL-13. In den anderen beiden Reaktoren
ist der hdchste Gehalt von IL-13 mit etwa 3 pg/ml am Tag 6 messbar. In beiden Ansatzen sinkt dieser
dann im zeitlichen Verlauf unabhangig von der Restimulation mit KLH + LPS oder KLH.

Das Chemokin MCP-1 wird bereits vor der Restimulation am Tag 7 in dem Ansatz mit KLH + LPS-
Restimulation verstarkt sekretiert (>8200 pg/ml MCP-1; Abb. 38 C). Am Tag 8 ist MCP-1 dann
allerdings, wie auch in den anderen Ansatzen, nicht detektierbar. An den Tagen 9 und 10 betragt der
Gehalt von MCP-1 etwa 3950 pg/ml. In den anderen beiden Ansétzen ist die MCP-1-Sekretion vor
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der Restimulation deutlich geringer und liegt jeweils unterhalb von 1200 pg/ml. Nach LPS-Stimulation
ist MCP-1 nicht mehr detektierbar. Die Restimulation mit KLH fiuhrt zu einer Sekretion von
10124 pg/ml am Tag 9 und 14314 pg/ml am Tag 10.

GM-CSF zeigt in keinem der Ansatze einen Effekt nach der Restimulation am Tag 7 (Abb. 38 D). Die
Konzentration liegt an allen Tagen sowohl vor als auch nach der Restimulation zwischen 0 pg/ml und
10 pg/ml mit Ausnahme von Tag 11, an dem nach LPS-Stimulation der Gehalt von GM-CSF
74,64 pg/ml betragt.
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3.3.3 Kokultivierung im Well

Im Falle der Kokultivierung im Well wurden die Zellen, wie bereits flr den kiinstlichen Lymphknoten,
mit KLH und LPS gereift, in Kombination mit Lymphozyten ausgesat und mit KLH (100 pg/ml) + LPS
(0,3 pg/ml) inkubiert. Nach einer Kulturdauer von sieben Tagen wurden erneut gereifte Zellen

zugegeben und mit KLH allein, KLH mit LPS oder nur LPS restimuliert. Als Kontrolle diente die
Zugabe von Medium.

Dargestellt sind im Folgenden die Ergebnisse der Zytokinanalyse der Tage 5 — 11 der Kokultur.
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LPS Bestimmung mittels MSD an Zellkulturiberstanden der
Tage 5— 11 bei Restimulation am Tag 7; Proben vor der
Restimulation (Tag 5 & 7) wurden vor der Zytokinanalyse
vereinigt und gemeinsam bestimmt.

(n=3, Mittelwerte +SD, Tag 6: keine Probennahme) n.d.:
nicht detektierbar; LLOD/ ULOD (lower limit of detection;
untere Nachweisgrenze/ upper limit of detection, obere
Nachweisgrenze): TNF-a: 0,597 pg/ml/°1060 pg/ml, IFN-
y: 1,13 pg/ml/ 4890 pg/ml, IL-1B3:20,3 pg/ml/ 12100 pg/ml,
IL-4: 0,59 pg/ml/ 932 pg/ml, IL-5: 12,4 pg/ml/ 10800 pg/ml
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Vor der Restimulation liegt der Gehalt an TNF-a bei 45,88 pg/ml (£19,96) bzw. 42,2 pg/ml (£14,69)
(Abb. 39 A). Die Restimulation mit KLH am Tag 7 bewirkt keine Veranderung im Vergleich zur
Mediumkontrolle. Die Werte liegen an den Tagen 8 - 11 zwischen 40 und 50 pg/ml TNF-a. Die
Restimulation mit 100 pg/ml KLH und 0,3 ug/ml LPS fuhrt zu einer verstarkten Ausschittung von
TNF-a von 836,1 pg/ml (£290,52); LPS alleine bewirkt eine Sekretion von 747,9 pg/ml (£164,78)
TNF-a. Im Zeitverlauf nimmt diese kontinuierlich ab.

IFN-y im Zellkulturtiberstand liegt an den Tagen 5 und 7 mit 0,35 pg/ml (£0,31) und 0,99 pg/ml (£0,93)
unterhalb der Nachweisgrenze von 1,13 pg/ml (Abb. 39 B). Nach der Restimulation am Tag 7 steigt
in keinem der Ansatze die Sekretion von IFN-y an. Am Tag 8 liegt die Ausschuttung in allen Ansatzen
unter 0,75 pg/ml IFN-y, an den folgenden Tagen liegt diese unabhangig von der Restimulation
zwischen 0,97 pg/ml (£0,05; Restimulation mit KLH, Tag 9) und 1,46 pg/ml IFN-y (£1,19;
Restimulation mit KLH + LPS, Tag 11).

Am Tag 5 sind 78,05 pg/ml (+41,49) IL-1B im Uberstand detektierbar, zwei Tage spéter liegt der
Gehalt mit 37,39 pg/ml (£21,74) etwas niedriger (Abb. 39 C). Durch die Restimulation mit KLH kommt
es, wie auch in der Mediumkontrolle am Tag 8, zu einer Sekretion von etwa 90 pg/ml IL-1B. Nach
Restimulation mit KLH in Kombination mit LPS oder mit LPS allein liegt diese mit 131,88 pg/ml
(£31,81) bzw. 137,99 pg/ml (£39,25) IL-1B hdher. In allen Ansatzen nimmt die Konzentration von IL-
18 im Uberstand im weiteren Kulturverlauf ab.

IL-4 ist vor der Restimulation am Tag 5 nicht detektierbar, am Tag 7 liegt der Gehalt mit 0,22 pg/ml
(20,38) unterhalb der Nachweisgrenze von 0,59 pg/ml. 24 Stunden nach der Restimulation steigt die
Sekretion in der Mediumkontrolle auf 0,53 pg/ml (£0,57), nach KLH oder LPS allein auf 0,44 pg/ml
IL-4 (£0,38) bzw. 0,46 pg/ml (£0,4). Wahrend diese Werte weiterhin unterhalb der Nachweisgrenze
liegen, kommt es nach Restimulation mit KLH + LPS zu einer Zunahme der Sekretion von IL-4 auf
0,86 pg/ml (£0,47). Am Tag 9 steigt diese noch etwas weiter an (0,82 pg/ml +0,36).

Im Gegensatz dazu zeigt sich fur IL-5 erst am Tag 9 eine Beeinflussung der Sekretion durch die
Restimulation (Abb. 40 D). Zur starksten Sekretion von IL-5 kommt es an den Tagen 9 — 11 durch
Restimulation mit KLH + LPS. Am Tag 9 liegt diese bei 26,94 pg/ml (£5,67). Im weiteren Kulturverlauf
sinkt der Gehalt von IL-5 auf 18,69 pg/ml (+4,34; Tag 10) bzw. 17,0 pg/ml (x12,01; Tag 11). Die
Restimulation nur mit LPS fihrt zu einem Gehalt von IL-5 von 20,98 pg/ml (x4,55) am Tag 9 und liegt
damit etwas Uber dem IL-5-Gehalt nach Inkubation mit KLH (18,65 pg/ml +8,29). Auch in diesen
beiden Ansatzen nimmt der Zytokingehalt, bezogen auf IL-5, im weiteren Kulturverlauf kontinuierlich
ab. Auch in der Mediumkontrolle zeigt sich die erhdhte Sekretion von IL-5 am Tag 9 (16,68 pg/ml
19,81). Dennoch liegt diese zu allen Zeitpunkten unterhalb der der stimulierten Ansatze.
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Abb. 40: Zytokingehalt im Uberstand der Kokultur im Well vor und nach Restimulation am Tag 7 Il

Bestimmung mittels MSD an Zellkulturiiberstdanden der Tage 5— 11 bei Restimulation am Tag 7; Proben vor der
Restimulation (Tag 5 & 7) wurden vor der Zytokinanalyse vereinigt und gemeinsam bestimmt. (n=3, Mittelwerte +SD, Tag 6:
keine Probennahme) n.d.: nicht detektierbar; LLOD/ ULOD (lower limit of detection; untere Nachweisgrenze/ upper limit of

detection, obere Nachweisgrenze): IL-6: 10,3 pg/ml/ 11800 pg/ml, KC/GRO: 0,558 pg/ml/ 2800 pg/ml, IL-10: 2,39 pg/ml/
18600 pg/ml, IL-13: 2,34 pg/ml/ 1470 pg/ml

Im Fall von IL-6, KC/GRO und IL-10 hat nur die Restimulation mit KLH in Kombination mit LPS oder
aber die Restimulation mit LPS alleine einen Einfluss auf die Zytokinsekretion (Abb. 40 A-C). Die
Sekretion von IL-6 steigt in diesen Ansatzen am Tag 8 auf 6193,11 pg/ml (£5400,29; KLH + LPS)
bzw. 7041,67 pg/ml IL-6 (£5779,97; LPS) und nimmt in den folgenden Tagen stetig ab. In der
Mediumkontrolle und nach Restimulation mit KLH dagegen liegt der Gehalt von IL-6 zu allen
Zeitpunkten zwischen 1200 pg/ml (Kontrolle, Tag 11) und 2800 pg/ml (Tag 5).

Fir KC/GRO liegen die Werte an Tag 5 und 7 mit 3808,45 pg/ml (£1666,11) und 3235,28 pg/ml
KC/GRO (+981,27) tUber der oberen Nachweisgrenze von 2800 pg/ml (Abb. 40 B). Ab Tag 8 sinkt die
Sekretion von KC/GRO in der Mediumkontrolle und dem KLH-stimulierten Ansatz im Zeitverlauf bis
auf 692,62 pg/ml (£252,04) und 750,62 pg/ml (£249,98) am Tag 11. In den anderen beiden Ansatzen
dagegen bleibt ein gleichbleibend hohes Level an KC/GRO im Medium erhalten, welches im Ansatz
mit KLH + LPS zwischen 3220,2 pg/ml (Tag 9) und 3887,64 pg/ml KC/GRO (Tag 8) und in dem mit
reiner LPS-Restimulation zwischen 3714,62 pg/ml und 4552,71 pg/ml KC/GRO schwankt. Auch
diese Werte liegen allerdings Uber der oberen Nachweisgrenze.

Die Sekretion von IL-10 liegt am Tag 5 bei 108,14 pg/ml (+45,2) und nimmt in der Mediumkontrolle
von Tag 7 (47,2 pg/ml £5,16) an kontinuierlich bis auf 13,16 pg/ml (£5,68) ab (Abb. 40 C). Der am
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Tag 7 mit KLH restimulierte Ansatz zeigt im Vergleich zu Kontrolle keinen Unterschied. Nach
Restimulation mit KLH + LPS sowie allein mit LPS steigt der Gehalt von IL-10 auf 251,84 pg/ml
(x207,46) bzw. 289,94 pg/ml (+236,87) im Zellkulturiberstand und nimmt dann im Zeitverlauf bis auf
74,29 pg/ml (x69,28) bzw. 78,76 pg/ml IL-10 (£70,99) ab.

Bei der Betrachtung der Sekretion von IL-13 ist keine Beeinflussung durch die Restimulation an Tag 7
erkennbar. Am Tag 5 liegt der Gehalt bei 46,85 pg/ml IL-13 (£9,42) und nimmt bis Tag 11 auf etwa
6 pg/ml ab. Dabei zeigt sich kein Unterschied zwischen den verschiedenen Ansatzen (Abb. 40 D).
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3.3.3.1 Spezifisch gereifte und unreife BMDCs in der Kokultur im Well

Um zu untersuchen, ob fir die bisher beobachteten Effekte eine 24-stiindige Reifung mit KLH und
LPS nétig ist oder eher schadet, wurde die Kokultur jeweils auch mit BMDCs durchgefihrt, die
wahrend der Reifung ohne KLH und LPS inkubiert wurden.
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Abb. 41: Zytokingehalt im Uberstand der Kokultur im Well vor und nach Restimulation am Tag 7 mit spezifisch
gereiften und unreifen BMDCs im Vergleich |

Bestimmung mittels MSD an Zellkulturiiberstdanden der Tage 5— 11 bei Restimulation am Tag 7; Proben vor der
Restimulation (Tag 5 & 7) wurden vor der Zytokinanalyse vereinigt und gemeinsam bestimmt. (n=3, Mittelwerte +SD, Tag 6:
keine Probennahme) -: nicht detektierbar; LLOD/ ULOD (lower limit of detection; untere Nachweisgrenze/ upper limit of
detection, obere Nachweisgrenze): TNF-a: 0,597 pg/ml/ 1060 pg/ml, IFN-y: 1,13 pg/ml/ 4890 pg/ml

Die Ausschuttung von TNF-a fallt nach Restimulation mit KLH + LPS und LPS bei unreifen BMDCs
starker aus (>4800 pg/ml am Tag 8) als bei der Verwendung der spezifisch gereiften BMDCs
(Abb. 41 A). Die Restimulation mit KLH bewirkt unabhangig von der Reifung keinen Unterschied zur
Mediumkontrolle.

Bei Betrachtung des Zytokins IFN-y zeigt sich am Tag 8 eine verstarkte Sekretion in den Ansatzen
mit unreifen BMDCs, die nach Restimulation mit LPS mit 5,59 pg/ml (x2,05) am starksten ausfallt
(Abb. 41 B). Aber auch KLH + LPS und KLH bewirken eine Zunahme des IFN-y-Gehalts, die beim
Einsatz der mit KLH und LPS gereiften BMDCs nicht auftritt.
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Abb. 42: Zytokingehalt im Uberstand der Kokultur im Well vor und nach Restimulation am Tag 7 mit spezifisch
gereiften und unreifen BMDCs im Vergleich Il

Bestimmung mittels MSD an Zellkulturiberstdnden der Tage 5 — 11 bei Restimulation am Tag 7; Proben vor der
Restimulation (Tag 5 & 7) wurden vor der Zytokinanalyse vereinigt und gemeinsam bestimmt. (n=3, Mittelwerte +SD, Tag 6:
keine Probennahme) -: nicht detektierbar; LLOD/ ULOD (lower limit of detection; untere Nachweisgrenze/ upper limit of

detection, obere Nachweisgrenze): IL-18:20,3 pg/ml/ 12100 pg/ml IL-4: 0,59 pg/ml/ 932 pg/ml, IL-5:
12,4 pg/ml/ 10800 pg/ml

Wahrend in der Kokultur mit spezifisch gereiften BMDCs die Restimulation mit KLH + LPS und LPS
alleine nur einen geringen Einfluss auf die Sekretion von IL-13 hat, kommt es bei der Verwendung
von unreifen BMDCs zu einer deutlich starkeren Reaktion. Der Gehalt von IL-1B im Uberstand liegt
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am Tag 8 Uber 260 pg/ml (Abb. 42 A). Die Restimulation mit KLH zeigt allerdings auch hier keinen
Einfluss.

Wenn unreife BMDCs eingesetzt werden, liegt der Gehalt von IL-4 am Tag 8 mit Werten >0,76 pg/ml
etwas hoher als bei Verwendung der spezifisch gereiften BMDCs (Abb. 42 B). Allerdings lasst sich
auch hier keine spezifische Induktion der Sekretion detektieren. An den Tagen 9 und 10 zeigen die
Sekretionsmuster unabhangig von der Art der eingesetzten BMDCs die gleichen Tendenzen.

In der Kokultur mit spezifisch gereiften BMDCs kann erst am Tag 9 ein stimulationsabhangiger Effekt
auf die Sekretion von IL-5 detektiert werden (Abb. 42 C). Werden unreife BMDCs verwendet, so zeigt
sich eine Induktion der Sekretion nach Restimulation mit KLH + LPS bereits am Tag 8 (18,12 pg/ml
+17,21, Kontrolle: 12,06 pg/ml £18,93). Am Tag 9 allerdings entspricht der Wert nach KLH + LPS-
Restimulation (24,2 pg/ml £8,09) etwa der Kontrolle (22,38 pg/ml £9,05).
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Abb. 43: Zytokingehalt im Uberstand der Kokultur im Well vor und nach Restimulation am Tag 7 mit spezifisch
gereiften und unreifen BMDCs im Vergleich Il
Bestimmung mittels MSD an Zellkulturiiberstdanden der Tage 5— 11 bei Restimulation am Tag 7; Proben vor der
Restimulation (Tag 5 & 7) wurden vor der Zytokinanalyse vereinigt und gemeinsam bestimmt. (n=3, Mittelwerte +SD, Tag 6:
keine Probennahme) -: nicht detektierbar; LLOD/ ULOD (lower limit of detection; untere Nachweisgrenze/ upper limit of
detection, obere Nachweisgrenze): IL-6: 10,3 pg/ml/ 11800 pg/ml KC/GRO: 0,558 pg/ml/ 2800 pg/mi

IL-6 und KC/GRO werden in den Ansatzen mit KLH und LPS gereiften BMDCs bereits vor der
Restimulation am Tag 7 stark sekretiert (Abb. 43). Fir IL-6 liegen die Werte hier >2300 pg/ml,
wahrend in der Kokultur mit unreifen BMDCs <15 pg/ml IL-6 im Uberstand detektierbar sind
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(Abb. 43 A). Die Restimulation mit KLH + LPS und LPS fuhrt trotzdem zu einer vergleichbar hohen
Sekretion am Tag 8 von tber 5500 pg/ml, wahrend die Kontrolle weiterhin bei etwa 20 pg/ml liegt.

Bei Betrachtung von KC/GRO zeigt sich ein ahnliches Bild. Vor der Restimulation am Tag 7 liegt der
Gehalt von KC/GRO im Uberstand der Kokultur mit spezifisch gereiften BMDCs mit Werten
>3200 pg/ml bereits oberhalb der Nachweisgrenze von 2800 pg/ml, wahrend die Kokultur mit
unreifen BMDCs zu Werten <25 pg/ml fuhrt (Abb. 43 B). Auch hier wird durch Restimulation mit
KLH + LPS und LPS eine starke Sekretion von KC/GRO ausgeldst (3530,84 pg/ml 664,54 bzw.
3498,55 pg/ml £238,69). Die Restimulation mit KLH fuhrt bei IL-6 und KC/GRO jedoch unabhangig
von der Reifung der BMDCs zu keinem detektierbaren Effekt.
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Abb. 44: Zytokingehalt im Uberstand der Kokultur im Well vor und nach Restimulation am Tag 7 mit spezifisch
gereiften und unreifen BMDCs im Vergleich IV

Bestimmung mittels MSD an Zellkulturiberstdnden der Tage 5— 11 bei Restimulation am Tag 7; Proben vor der
Restimulation (Tag 5 & 7) wurden vor der Zytokinanalyse vereinigt und gemeinsam bestimmt. (n=3, Mittelwerte +SD, Tag 6:
keine Probennahme) -: nicht detektierbar; LLOD/ ULOD (lower limit of detection; untere Nachweisgrenze/ upper limit of
detection, obere Nachweisgrenze): IL-10: 2,39 pg/ml/ 18600 pg/ml, I1L-13: 2,34 pg/ml/ 1470 pg/mi

Auch fur die Zytokine IL-10 und IL-13 kommt es bei Verwendung von KLH und LPS-gereiften BMDCs
fur die Kokultur zu einer verstarkten Sekretion vor der Restimulation am Tag 7 (Abb. 44). In der
Kokultur mit unreifen BMDCs liegt die Sekretion von IL-10 an den Tagen 5 und 7 unter 7 pg/ml (Abb.
44 A). Am Tag 8 fuhrt die Restimulation mit KLH +LPS und LPS zu einem Gehalt von
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69,87 pg/ml(x23,74) bzw. 90,03 pg/ml (+22,63) IL-10 im Uberstand, wahrend durch die Restimulation
mit KLH kein Effekt detektierbar ist (1,73 pg/ml £2,15, Kontrolle: 3,67 pg/ml £1,45).

Bei IL-13 liegt der Gehalt im Medium an den Tagen 5 und 7 bei der Verwendung KLH und LPS-
gereifter BMDCs uber 20 pg/ml und aufgrund der Restimulation wird in keinem der Ansatze ein Effekt
sichtbar (Abb. 44 B). In der Kokultur mit unreifen BMDCs dagegen ist IL-13 vor der Restimulation
kaum detektierbar (<2 pg/ml; LLOD: 2,34 pg/ml). Durch die Restimulation mit KLH + LPS und LPS
kommt es zu einer leicht verstarkten Sekretion von IL-13 auf 2,73 pg/ml (£2,46) bzw. 3,98 pg/ml
(x2,98) am Tag 8 und 4,7 pg/ml (x2,08) bzw. 4,0 pg/ml (x0,75) am Tag 9.

In der Kokultur mit unreifen BMDCs zeigt sich also fur die Zytokine IL-6, KC/GRO, IL-10 und IL-13
eine deutlich geringere Sekretion an den Tagen vor der Restimulation. Mit Ausnahme von IL-13, auf
dessen Sekretion bei Einsatz der spezifisch gereiften BMDCs die Restimulation keinen Einfluss zeigt,
werden Effekte der verschiedenen Stimulationen durch diese Zytokine unabhangig von der Reifung
der BMDCs vergleichbar abgebildet. Gleiches gilt fir TNF-a, wobei hier die Art der BMDCs einen
geringeren Einfluss auf die Sekretion an den Tagen vor der Restimulation zeigt. IFN-y zeigt nur bei
der Verwendung unreifer BMDCs eine Veranderung der Sekretion nach Restimulation.
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4 Diskussion

4.1 In vivo Versuche zur Identifizierung des sensibilisierenden Potentials von KLH auf
den Respirationstrakt

Trotz einiger Ansatze, Assays zur ldentifizierung respiratorischer Sensibilisierer zu entwickeln,
stehen validierte Methoden, in vivo wie in vitro, bis heute nicht zur Verfligung. Aspekte, die von
zukunftigen Ansatzen abgedeckt werden mussen, sind vor allem die Unterscheidung der
respiratorisch wirkenden Allergene von hautsensibilisierenden oder irritativen Substanzen.

Am Beispiel des bekannten respiratorischen Sensibilisierers TMA wurde bereits gezeigt, dass die
Atemwegs-Sensibilisierung nach inhalativer Challenge anhand von Proliferation im Lymphknoten
von Brown Norway Ratten nachweisbar ist (Arts et al. 2003; Vohr et al. 2002). In Versuchen von Arts
et al. (2008) an Mausen zeigte neben TMA und anderen respiratorischen Sensibilisierern allerdings
auch das Kontaktallergen DNCB eine erhdhte Proliferation in den drainierenden Lymphknoten nach
inhalativer Induktion.

Ein ahnlicher Ansatz mit hochmolekularen Substanzen und anderen Applikationsarten legt
aullerdem nahe, dass im Fall von Proteinen die Proliferation in den drainierenden Lymphknoten
moglicherweise ein Indikator fur Immunogenitat ist und nicht ausschlieflich auf Allergenitat schlielen
l&sst (Boverhof et al. 2010). Fukuyama et al. untersuchten 2010 nach Induktion und Challenge neben
den Lymphknoten auch Parameter in der bronchoalveolaren Lavage und konnten in ihren Versuchen
an Mausen zwischen respiratorischen, hautsensibilisierenden sowie irritativen niedermolekularen
Substanzen unterscheiden (Fukuyama et al. 2010).

In den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiuihrten in vivo Versuchen wurden neben Gewicht und
Zusammensetzung der drainierenden Lymphknoten auch die Zellen und Zytokine in der
bronchoalveolaren Lavage nach Induktion und Challenge bestimmt, um die erhaltenen Ergebnisse
in Bezug auf die o.a. Differenzierung bewerten zu kdnnen.

4.1.1 Reaktionen im Lymphknoten nach intratrachealer Applikation von KLH
4.1.1.1 Auswirkungen auf das Lymphknotengewicht

Die Proliferation von Zellen in den drainierenden Lymphknoten ist einer der elementaren Parameter
des lokalen Lymphknotentests (LLNA) zur Bestimmung des hautsensibilisierenden Potentials von
Substanzen (Kimber und Weisenberger 1989). Bereits das Gewicht der Lymphknoten Iasst hier
Rickschlisse auf Reaktionen innerhalb des Lymphknotens zu. Auch in einem ahnlichen
Kurzzeitmodel mit inhalativer Induktion und Challenge an Brown Norway Ratten konnte eine
signifikante Zunahme des Lymphknotengewichts in den lungendrainierenden Lymphknoten ahnlich
der in den aurikuldren Lymphknoten nach topischer Applikation nachgewiesen werden (Vohr et al.
2002).
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Im Gegensatz zu diesem Versuch mit dem niedermolekularen respiratorischen Allergen TMA kommt
es nach intratrachealer Applikation von KLH nur in einem von vier Versuchsdurchgangen zu einer
Erhdhung des Lymphknotengewichtes. In der Sekundarantwort nach Applikation von Merck-KLH ist
eine Verdopplung des Gewichtes detektierbar. In den anderen Versuchsdurchgangen zeigt sich
jedoch keine Veranderung. Ein mdglicher Grund kénnte darin bestehen, dass der Zeitpunkt von
24 Stunden nach der Challenge am Tag 15 zur Bewertung des Lymphknotengewichtes nicht optimal
ist.

In der Validierungsstudie flr den LLNA von Kimber und Weisenberger zeigten sich einen Tag nach
mehrmaliger topischer Applikation Veranderungen in den aurikularen Lymphknoten (Kimber und
Weisenberger 1989). In der Studie von Vohr et al. erfolgte einen Tag nach der Challenge mit TMA
eine Provokation mit Methacholin und die Entnahme der Lymphknoten wiederum einen Tag spater
(Vohr et al. 2002). Das Lymphknotengewicht zeigt hier also die Situation 48 Stunden nach der
Challenge. Moglicherweise folgt die respiratorische Reaktion einer anderen Kinetik als nach
topischer Applikation, wodurch die Proliferation im Lymphknoten erst zu einem spateren Zeitpunkt
detektierbar wirde.

Zusatzlich handelt es sich in den genannten Studien jeweils um durch niedermolekulare Substanzen
ausgeloste Hyperreaktionen. Die Verwendung einer hochmolekularen Substanz wie KLH konnte
auch zu einer anderen Kinetik flihren. Boverhof et al. zeigten 2010 in einem sogenannten DLNA
(draining lymph node assay), dass nach dreimaliger intranasaler oder oropharyngealer Applikation
von KLH und anderen hochmolekularen Substanzen eine erhdhte Proliferation in den drainierenden
Lymphknoten detektierbar ist. Die Entnahme der Lymphknoten erfolgte hier 72 Stunden nach der
letzten Applikation, weitere Zeitpunkte wurden nicht getestet (Boverhof et al. 2010). Die
Applikationsroute Uber den Respirationstrakt in Kombination mit dem hohen Molekulargewicht der
Substanzen koénnte also zu einer Verlagerung des idealen Zeitpunktes fur die Bestimmung des
Lymphknotengewichtes  fuhren. Die  hochst  signifikanten  Ergebnisse des einen
Versuchsdurchganges zeigen, dass, nach weiterer Optimierung des zeitlichen Aspektes, auch das
Lymphknotengewicht ein Parameter dieses Kurzzeitmodells sein konnte.

4.1.1.2 Zellulare Reaktionen im Lymphknoten

Neben einer moglichen Anderung des Gewichtes kommt es im Zuge einer adaptiven Immunantwort
zu einer Veranderung der zelluldaren Zusammensetzung und Aktivierung verschiedener Zelltypen
innerhalb des Lymphknotens. Mit Hilfe von Antikérperfarbungen verschiedener Marker, die auf der
Zelloberflache exprimiert werden, lassen sich diese durchflusszytometrisch untersuchen.

CD4-positive Blasten

Die Tu-Population ist durch den Korezeptor CD4 identifizierbar, der nur auf T-Zellen dieses Typs
exprimiert wird (Swain 1983, Konig et al. 1992). Eine Mdglichkeit der Unterscheidung, in welchem
Aktivierungszustand sich diese Zellen befinden, ist die Differenzierung auf Basis der Zellgréfie. Naive
T-Zellen befinden sich in einem Ruhezustand und somit in der Go-Phase des Zellzyklus. Auch
ruhende Gedachtniszellen sind in dieser Phase und damit vergleichsweise klein. Aktivierte und
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proliferierende Effektor-T-Zellen befinden sich in der Gi-Phase und sind deutlich gréer (Swain et al.
1996). Sie stellen die sogenannten Blasten dar.

In allen Primarantworten kommt es in den drainierenden Lymphknoten zu einer Zunahme der CD4*-
Blasten, die zwischen dem 1,05-fachen (1. Versuchsdurchgang Stellar-KLH) und dem 1,38-fachen
(2. Versuchsdurchgang Stellar-KLH) der Kontrolle liegt. In der Sekundarantwort nimmt der Anteil
CD4*-Blasten um mehr als das 1,6-fache der Kontrolle zu (Ausnahme: 1,13-faches der Kontrolle im
1. Versuchsdurchgang mit Stellar-KLH). In der gekreuzten Sekundarantwort nach Induktion mit
Merck-KLH und Challenge mit Stellar-KLH liegt der Anteil der aktivierten T-Helferzellen im ersten
Versuchsdurchgang beim 1,94-fachen der Kontrolle und somit héher als in der eigentlichen
Sekundarantwort. Im zweiten Durchgang dagegen entspricht die gekreuzte Sekundarantwort in
Bezug auf den Anteil von CD4*-Blasten im Lymphknoten etwa der Primarantwort. Auch nach
Induktion mit Stellar-KLH und Challenge mit Merck-KLH fallen die gekreuzten Sekundarantworten
unterschiedlich aus. Insgesamt bewirkt die Applikation von KLH also eine Zunahme der CD4"-
Blasten, die in der Sekundarantwort deutlich starker ist als nach Erstkontakt mit dem Antigen.

Uber die gekreuzte Challenge lasst sich anhand dieses Parameters keine eindeutige Aussage
treffen, da die beiden Versuchsdurchgange jeweils unterschiedliche Ergebnisse zeigen. Dabei ist es
denkbar, dass bei den KLH-Praparationen verschiedener Hersteller neben Unterschieden in der
Reinheit auch eventuell Unterschiede in den Aggregaten der Molekile bestehen. Moglicherweise
fuhrt dies zu unspezifischen Aktivierungen verschiedener Intensitat. Unter der Betrachtung dieses
Aspektes ist solch ein gekreuztes Experiment komplex zu analysieren. Die gewonnenen Daten
lassen aber durchaus den Rickschluss zu, dass eine gekreuzte Sekundarantwort Effekte auslésen
kann, die mit der eigentlichen Sekundarantwort vergleichbar sind.

Der Leukozytenmarker CD45RC zur Detektion von Gedéachtniszellen

Zur weiteren Analyse wurde die Expression von CD45RC auf T-Helferzellen bestimmt. Der
Leukozytenmarker (LCA, leukocyte common antigen) CD45 ist ein Glykoprotein, das auf der
Oberflache aller Zellen hamatopoetischen Ursprungs exprimiert wird. Dieses Transmembranprotein
ist eine Protein-Tyrosin-Phosphatase und essentiell fir die Aktivierung von Lymphozyten und ihre
Signaltransduktion (Trowbridge und Thomas 1994, Chan et al. 1994).

Abhangig vom Zelltyp und Aktivierungszustand kdnnen verschiedene Isoformen von CD45 exprimiert
werden (Lefrancois et al. 1986, Birkeland et al. 1989). Durch alternatives Splei3en von drei Exons
(A, B und C) entstehen bis zu acht verschiedene dieser Isoformen (Streuli et al. 1987, Trowbridge
und Thomas 1994). Die Antikdrper CD45RA, CD45RB und CD45RC erkennen jeweils die Isoformen,
die das entsprechende Exon enthalten.

Der fiir die Spezies Ratte verwendete Antikdrper anti-CD45RC ist der Klon OX-22, welcher allerdings
eine hochmolekulare Form des LCA bindet. Die Expression von OX-22 kommt auf T-Helferzellen in
unterschiedlicher Intensitat vor (Spickett et al. 1983). T-Helferzellen mit hoher Expression werden als
CD45RC"e", solche mit niedriger Expression als CD45RC"" bezeichnet. Die meisten peripheren
CD4*-Lymphozyten sind CD45RC"9" und sind in der Lage, eine primare B-Zell-Antwort zu induzieren.
CD45RC""CD4" Zellen dagegen sind besonders potent in der Induktion einer sekundaren B-Zell-
Antwort und kénnen aus ehemals CD45RC""-positiven T-Helferzellen entstehen (Spickett et al.
1983, Arthur und Mason 1986, Powrie und Mason 1989). Da letzteres ein Merkmal des
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immunologischen Gedéachtnisses ist, werden CD45RC“CD4* oft als CD4*-Gedéachtniszellen
bezeichnet (Beverly 1991, Powrie und Mason 1989, Kawakami et al. 2005).

CD45RC""CD4*-Zellen stellen im Lymphknoten dagegen die naiven T-Effektor-Zellen dar. In der
Primarantwort sollten diese demnach verstarkt nachgewiesen werden, wahrend sie in der
Sekundarantwort eine untergeordnete Rolle spielen. In letzteren kommt es in den
Versuchsdurchgéngen nur zu geringen Anderungen im Vergleich zur Kontrolle. Entsprechend den
Erwartungen ist in der Primarantwort dagegen eine Zunahme der CD45RCM"CD4*-Blasten zu
beobachten. Sowohl Merck- als auch Stellar-KLH fuhrt beim Erstkontakt also zu einer Aktivierung
der CD45RC"9"CD4*-Zellen, welche in der Sekundarantwort nicht detektierbar sind.

CD45RC"*"CD4*-Gedachtniszellen sollten im aktivierten Zustand als Blasten im Lymphknoten
vorhanden sein und sind in den drainierenden Lymphknoten in der Sekundarantwort zu erwarten.
Bei der Betrachtung dieser Population zeigt sich nach wiederholter Applikation von Merck-KLH eine
Zunahme auf das 1,09-fache der Kontrolle, bei Stellar-KLH kommt es zur Abnahme auf das 0,89-
fache. In der Primarantwort liegt der Anteil CD45RC'*" CD4*-Blasten jeweils unter dem 0,85-fachen
der Kontrolle. Es kommt also hier nicht zu einer starken Induktion von CD45RC*“CD4*-Blasten in
der Sekundarantwort, die sich dagegen in den gekreuzten Sekundarantworten in allen
Versuchsdurchgangen, mit einer Zunahme um das etwa 1,2-fache der Kontrolle, zeigt. In der
eigentlichen Sekundarantwort zeigt sich allerdings die Zunahme von aktivierten Gedachtniszellen im
Lymphknoten nicht so deutlich wie erwartet.

Die niedrige Expression von CD45RC auf T-Zellen ist reversibel. Gedachtniszellen kbnnen durchaus
die hochmolekulare Isoform auch wieder verstarkt exprimieren (Michie et al. 1992, Sparshott und
Bell 1994), was eine genaue Detektion der Gedachtniszellen erschwert. Hargreaves et al. zeigten,
dass CD45RC"“CD4* nach einiger Zeit ohne erneuten Antigenkontakt wieder zu CD45RCM"-T-
Zellen werden (Hargreaves und Bell 1997), welche dann langlebigere Gedachtniszellen darstellen,
die keinen Antigenkontakt zum Uberleben benétigen (Bell et al. 1998). In anderen Studien wurden
antigenspezifische CD45RC"°"CD4*-Gedéchtniszellen allerdings noch langere Zeit (>2 Monate) in
der Peripherie gefunden (Bell et al. 2001, Kawakami et al. 2005).

Neben der Mdglichkeit, dass durch die intraperitoneale und intratracheale Applikation am Tag 1 und
2 kein immunologisches Gedachtnis mit Bildung von CD4*-Gedachtniszellen induziert wurde, ist es
moglich, dass die aktivierten Gedachtniszellen 24 Stunden nach dem Zweitkontakt mit dem Antigen
den Lymphknoten bereits verlassen haben, um als Effektorzellen im Gewebe aktiv zu werden. Hier
ware eventuell sowohl ein friherer als auch ein spaterer Zeitpunkt nach der Challenge interessant,
um diese Dynamiken zu untersuchen.

Deutlich werden jedoch in jedem Fall die Tendenzen nach Primar- und Sekundarantwort. Wahrend
nach Erstkontakt mit dem Antigen, in diesem Falle KLH, der Anteil aktivierter CD45RC"9"CD4*-T-
Zellen gegenlber den CD45RC°"CD4*-Gedachtniszellen (iberwiegt, kommt es in der
Sekundarantwort zu einer Umkehrung des Verhaltnisses.

Regulatorische T-Zellen im Lymphknoten

Damit eine Immunantwort kontrolliert ausgelost wird, und Gedachtniszellen entstehen kénnen, bzw.
auch um Toleranz zu induzieren, ubernehmen einige T-Zellen eine regulatorische Funktion. Diese
werden auch als regulatorische T-Zellen (Trg) bezeichnet. Tg-Zellen exprimieren auf ihrer
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Oberflache sowohl CD4 als auch CD25 und machen etwa 10 % der peripheren CD4-positiven Zellen
aus (Sakagushi et al. 1995, Asano et al. 1996). Ein wichtiger Faktor fir die Aufrechterhaltung und
das Uberleben der T.g-Population ist Interleukin-2 (IL-2) (Almeida et al. 2002, Fontenot et al. 2005).
CD25 bildet die a-Kette des hoch affinen Rezeptors (IL-2R) dieses Wachstumsfaktors (Malek 2008).
Auch auf anderen T-Zellen kann CD25 exprimiert werden und dient dort als Aktivierungsmarker
(Rogers et al. 1997). Vohr et al. zeigten eine Erhdhung des Anteils CD25"CD4"-Zellen in den
drainierenden Lymphknoten der Lunge nach inhalativer Induktion und Challenge mit TMA (Vohr et
al. 2002).

Treg-Zellen zeichnen sich in vivo durch eine anhaltend starke Expression von CD25 (CD25"9") auf
ihrer Oberflache aus (Fontenot et al. 2005). Zunachst bekannt wurden sie durch ihre Rolle in der
Entstehung von Toleranz durch Suppression von autoreaktiven T-Zellen und somit in der
Verhinderung von Autoimmunreaktionen (Sakaguchi et al. 1995, Asano et al. 1996). Erst spater
wurde auch ihre Bedeutung in Tu2-vermittelten Reaktionen untersucht. In vivo kdnnen CD25*CD4*
sowohl die Induktions- als auch die Auslésephase von allergischen Atemwegshyperreaktionen
inhibieren (Lewkowich et al. 2005, Kearley et al. 2005).

Bei Betrachtung des Anteils CD25'CD4*-Zellen in den drainierenden Lymphknoten nach
intratrachealer Applikation der beiden KLHs zeigt sich in der Primarantwort kaum ein Unterschied
zur Kontrolle. In der Sekundarantwort ist jeweils eine Zunahme zu beobachten, die jedoch gering
ausfallt. Basiert die Auswertung auf CD4"*-Blasten, so zeigen sich deutliche Unterschiede. In den
Sekundarantworten kommt es jeweils zu einer starken Induktion der CD25M""CD4*-Blasten in den
Lymphknoten, die nach Applikation von Merck-KLH das 2,66-fache der Kontrolle erreicht. Der
Erstkontakt mit KLH dagegen bewirkt eine vergleichsweise geringe bzw. keine Induktion. Die
gekreuzten Sekundéarantworten fiinren wiederum zu einer Zunahme der CD25"9"CD4*-Blasten, die
in den ersten Versuchsdurchgangen die eigentliche Sekundarantwort noch Ubertrifft (Induktion mit
Merck-KLH, Challenge mit Stellar-KLH: 3-faches der Kontrolle), in den zweiten
Versuchsdurchgéangen dagegen etwas geringer ausfallt. In allen Fallen liegt jedoch der Anteil von
CD25"9"CD4*-Blasten, den Trg, in den drainierenden Lymphknoten in allen Sekundarantworten
hoéher als in der Primarantwort.

Beeinflussung des Verhéltnisses von T-Helferzellen und zytotoxischen T-Zellen

Die bisher untersuchten Unterschiede basieren auf der Betrachtung der CD4*-T-Zellen. Eine weitere
Form der T-Zellen sind die zytotoxischen T-Zellen, welche den Korezeptor CD8 auf ihrer Oberflache
exprimieren (Swain 1983). CD4*- und CD8*-Zellen kommen in einem bestimmten Verhaltnis vor.
Dieses ist streng reguliert und variiert speziesspezifisch (Amadori et al. 1995). Auch in den
verschiedenen Organen variiert das Verhaltnis von CD4* zu CD8", wobei der Quotient im
Lymphknoten am hoéchsten und in der Milz am niedrigsten ist (Damoiseaux et al. 1999). Brown
Norway Ratten besitzen speziesbedingt weniger CD8*-Zellen als andere Rattenstdmme, wodurch
das Verhaltnis erhéht wird (Fournié et al. 2001).

In den Kontrollgruppen sowie in den Primarantworten liegt das Verhaltnis von CD4- zu CD8-positiven
Zellen zwischen 15,7 und 18,8. Durch die Challenge kommt es zu einer Reduktion dieses Quotienten
auf Werte unter 14,8. Dies gilt auch fur die gekreuzte Sekundarantwort. Die mehrmalige Applikation
von KLH resultiert also in einer deutlichen Veranderung der Zusammensetzung der T-Zellen im

Lymphknoten, die sich in einer Reduktion des Verhaltnisses von CD4* zu CD8" T-Zellen zeigt.
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Da diese Anderung jeweils auf eine Abnahme des Anteils CD4-exprimierender Zellen
zurtckzufihren ist, ist ein modglicher Grund das Auswandern spezifischer T-Zellen aus den
Lymphknoten, in diesem Fall T-Helferzellen, welche nach Aktivierung in das betroffene Gewebe
einwandern (Neumann 2008: Immunbiologie. 1. Auflage, Kap.1.4.1). Zusatzlich kénnte eine
verstarkte Proliferation spezifischer B-Zellen, die zu einer Erhéhung des Anteils sowohl fir CD4 als
auch CD8 negativer Zellen fuhrt, zu der Veranderung beitragen.

Antigenprésentierende B-Zellen

B-Lymphozyten und andere antigenprasentierende Zellen exprimieren auf ihrer Oberflache MHC-
Klasse Il Molekile (Hammerling et al. 1974, 1975; Klinkert et al. 1980; Sachs und Cone 1973). Durch
Antikorper des Klons Ox-6 gegen Epitope der |-Region des Komplexes (I-a-Antigen: | region-
associated antigen) ist die Expression von MHC-Klasse Il Molekilen detektierbar (McMaster und
Williams 1979; Radka et al. 1977; Shinohara et al. 1977). Da in den durchgeflihrten Versuchen die
analysierten Zellen anhand ihrer GréRe den Lymphozyten zugeordnet werden kdénnen, entsprechen
die I-a-positiven Zellen den B-Zellen in den drainierenden Lymphknoten. Die einmalige Applikation
von KLH ruft im Anteil dieser keine Veranderung im Vergleich zur Kontrolle hervor. In der
Sekundarantwort dagegen kommt es zu einer Zunahme um das bis zu 1,51-fache der Kontrolle. In
Studien mit inhalativer Applikation von TMA kam es zu einer ahnlich starken Zunahme der I-a*-B-
Zellen (Vohr et al. 2002).

Spezifische B-Zellen binden das Antigen mit Hilfe der Immunglobuline auf ihrer Oberflache. Nach
Internalisierung wird dieses wiederum auf MHC-Klasse Il Molekiilen prasentiert. Bei Erkennung
durch spezifische T-Zellen kommt es dann zur Aktivierung beider Zellen (Parker 1993), die zunachst
in Proliferation resultiert. Die Zunahme des Anteils der I-a*-Zellen im Lymphknoten zeigt also
wahrscheinlich die Proliferation der B-Zellen nach spezifischer Antigenerkennung.

Die durch eine gekreuzte Sekundarantwort hervorgerufene Zunahme des Anteils I-a*-Zellen fallt in
drei von vier Versuchsdurchgdngen etwas geringer aus. Ein moglicher Grund ware die
unterschiedliche Spaltung des KLHs der beiden Hersteller, was zur Prasentation unterschiedlicher
Epitope auf MHC-Klasse Il Molekulen fihren kann. Da die Rezeptoren einer Zelle jeweils nur ein
bestimmtes Epitop des Antigens erkennen, kdnnen in der gekreuzten Sekundarantwort dann weniger
Epitope spezifisch wiedererkannt werden, was wiederum zu einer geringeren Proliferation der B-
Zellen fUhren kénnte. Ob dies hier der Fall ist, lasst sich anhand des Versuchsumfangs nicht
eindeutig klaren. Von Kontrolle und Primarantwort unterscheidet sich die gekreuzte Sekundarantwort
in allen Fallen aber deutlich.

Der Unterschied in der Zunahme des Lymphknotengewichtes in den Versuchsdurchgangen mit
Merck-KLH spiegelt sich in der Analyse von Oberflichenmarkern nicht wider. Hier fallen die
Ergebnisse beider Versuchsdurchgange vergleichbar aus.

Eindeutige, anhand durchflusszytometrischer Analyse bestimmbare Parameter der KLH-induzierten
Sekundarantwort im Lymphknoten sind also die Zunahme des Anteils aktivierter regulatorischer T-
Zellen (CD25""CD4*-Blasten), die Reduktion des Verhaltnisses von CD4*- zu CD8* T-Zellen sowie
ein Anstieg antigenprasentierender B-Zellen.
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4.1.2 Reaktionen in der Lunge nach intratrachealer Applikation von KLH

Auswirkungen auf Gesamtzellzahl und Zusammensetzung der Zellen in der bronchoalveoléren
Lavage

Im Zuge einer Immunantwort findet eine Migration der Effektorzellen zum Ort der Antigenaufnahme,
in diesem Fall in die Lunge, statt (Neumann 2008: Immunbiologie. 1. Auflage, Kap.1.4.1), was zu
einer Erhohung der Gesamtzellzahl in der bonchoalveolaren Lavage fuhren konnte. Zusatzlich
koénnte es im Zuge der Sekundarantwort nach erfolgreicher Induktion zu einer Proliferation der im
Gewebe vorhandenen Effektor-Gedachtnis-T-Zellen (Tew; effector memory t cells) kommen (Sallusto
et al. 1999). Daher wurde die Gesamtzellzahl im BALF (bronchoalveolar lavage fluid) bestimmt.

In Studien zur respiratorischen Hyperreaktion durch das respiratorische Allergen TMA konnte nach
Challenge eine Erhdhung der Gesamtzellzahl gezeigt werden (Arts et al. 2003; Fukuyama et al. 2010;
Vohr et al. 2002). Nach Applikation von KLH liegen die Zellzahlen im Mittel bei jeweils etwa 12 x 10°
Zellen und weder in der Primar- noch in der Sekundarantwort ist eine Zunahme der Gesamtzellzahl
messbar. Moglicherweise ist der auftretende Effekt zu gering im Verhaltnis zur Gesamtzellzahl und
wird deshalb nicht deutlich.

Bei Betrachtung der Zusammensetzung der Zellen in der bronchoalveolaren Lavage zeigt sich in der
Sekundarantwort eine starke Infiltration von eosinophilen Granulozyten in die Lunge, welche in den
gekreuzten Sekundarantworten jeweils in vergleichbarem Ausmaly auftritt. Obwohl in zwei
Versuchsdurchgangen in den Kontrollgruppen die Pradisposition zur Eosinophilie der Brown Norway
Ratten sichtbar wird (Noritake et al. 2007; Ohtsuka et al. 1997), so kommt es in diesen
Versuchsdurchgangen trotzdem zu einer signifikanten Zunahme der eosinophilen Granulozyten in
der Sekundarantwort.

Die Infiltration von Eosinophilen ist ein bekannter Parameter in Verbindung mit respiratorischen
Hyperreaktionen, insbesondere in der allergischen Spatreaktion bei Asthma (De Monchy et al. 1985;
Metzger et al. 1987; Diaz et al. 1989). Eine stark erhéhte Zahl an Eosinophilen kann auch nach
Induktion und Challenge mit TMA und anderen respiratorisch sensibilisierend wirkenden Substanzen
beobachtet werden, nicht aber nach Applikation hautsensibilisierender Substanzen wie DNCB (Arts
et al. 2003; Fukuyama et al. 2010).

Im Gegensatz zur Bestimmung der Gesamtzahl der Zellen, die durch bronchoalveoldre Lavage
erhalten wurden, koénnte der Anteil eosinophiler Granulozyten in diesem Versuchsaufbau also ein
wichtiger Parameter zur Bestimmung respiratorisch sensibilisierend wirkender Substanzen sein.
Neutrophile Granulozyten, deren Vorkommen ein Indikator fir eine inflammatorische Reaktion der
Lunge ware (Pauwels 1989), konnten im BALF nicht verstarkt detektiert werden.

Zytokinprofil in der bronchoalveoldren Lavage

Eine Infiltration von Eosinophilen in die Lunge kann auch bei Asthmapatienten beobachtet werden
und ist ein Merkmal einer Ty2-basierten Hyperreaktion (Typ IVb) (Robinson et al. 1993). Helfer-T-
Zellen (Tw1 und TH2) entstehen aus gemeinsamen Vorlduferzellen und kénnen anhand ihres
Zytokinprofils unterschieden werden. Typische Tw2-Zytokine sind die Interleukine 4, 5 und 13 (IL-4,
IL-5, IL-13), Tw1-Zellen sezernieren vorwiegend Interferon-y (IFN-y) und Interleukin 2 (IL-2)
(Mosmann et al. 1986; Wills-Karp et al. 1998). Diese Zytokine, die nach Aktivierung der T-
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Helferzellen sezerniert werden, haben Einfluss auf die folgenden Reaktionen der Immunantwort.
Durch Tn2-spezifische Zytokine kdnnen beispielsweise der Klassenwechsel von aktivierten B-Zellen
zur Produktion von IgE induziert werden (Del Prete et al. 1988; Lutzker et al. 1988, Rothman et al.
1988) und Mastzellen oder eosinophile Granulozyten aktiviert werden (Kay 2001; Romagnani 2000).
Zu welcher Art von Helferzelle die Vorlauferzelle differenziert, wird ebenfalls durch Zytokine
bestimmt. Die Anwesenheit von IFN-y fordert die Entstehung von Tu1-Zellen, die von IL-4 die von
Tu2-Zellen, wobei die Zytokine die Entstehung des jeweils anderen Helferzelltyps inhibieren (Maggi
et al. 1992).

In der bronchoalveoldren Lavage kann in den Sekundarantworten eine durchschnittliche Erhéhung
von IL-4 auf Werte zwischen 3,95 pg/ml und 35,62 pg/ml (beides Stellar-KLH) gemessen werden,
wahrend der Gehalt in Kontrollen und Primarantworten < 1,2 pg/ml liegt. IFN-y dagegen konnte mit
Hilfe der verwendeten Methoden im BALF nicht detektiert werden. Der Anstieg von IL-4 im BALF und
die Abwesenheit von IFN-y sind weitere Hinweise auf eine Tu2-basierte Reaktion. Auch vor dem
Hintergrund, dass Brown Norway Ratten eine genetisch determinierte Tendenz zur Manifestation von
Trn2-dominierten Immunantworten haben (Fournié et al. 2001), entsprechen diese Ergebnisse den
Erwartungen.

Das Chemokin MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) reguliert die Migration und Infiltration
von Monozyten in der regularen Immunabwehr (Deshmane et al. 2009). Auch im Zuge von
inflammatorischen Reaktionen in der Lunge ist MCP-1 ein wichtiger Mediator (Gonzalo ef al. 1998).
Im Lungengewebe und der bronchoalveolaren Lavage von Asthmatikern kann MCP-1 in erhéhten
Mengen festgestellt werden (Alam et al. 1996; Sousa et al. 1994). In den Versuchen mit KLH ist flr
MCP-1 eine deutlich verstarkte Sekretion in den Sekundarantworten messbar, die in zwei von vier
Versuchsdurchgangen signifikant ausfallt. Somit weist auch dieser Parameter auf die Entstehung
einer respiratorischen Hyperreaktion hin.

IL-1a und TNF-a sind proinflammatorische Zytokine, deren Sekretion zum Beispiel durch Verletzung
des Gewebes oder als Reaktion auf Endotoxine ausgeldst werden kann (Cairns et al. 2000; Dinarello
et al. 1986; Old 1985; Rider et al. 2013). Diese Zytokine sind weder in der Primar- noch in der
Sekundarantwort verstarkt vorhanden. Die Applikation von KLH scheint also unabhangig vom
Hersteller keine inflammatorische Reaktion der Lunge zu induzieren. Auch der etwas hdhere
Endotoxingehalt des Merck-KLHs zeigt keinen Einfluss auf diesen Parameter.

In der bronchoalveolaren Lavage weist sowohl der Anteil eosinophiler Granulozyten als auch die
verstarkte Sekretion von IL-4 nach Induktion und Challenge mit KLH auf eine Tn2-vermittelte
Reaktion hin. Auch das Chemokin MCP-1 zeigt eine deutliche Induktion in den Sekundarantworten.
Da es nicht zu einer Infiltration von neutrophilen Granulozyten kommt und die proinflammatorischen
Zytokine IL-1a und TNF-a keine Veranderung gegenlber der Kontrolle aufweisen, ist eine
entzundliche Reaktion in der Lunge unwahrscheinlich. Die Gesamtzellzahl stellt im verwendeten
Versuchsaufbau keinen geeigneten Parameter dar um die Manifestation einer Immunantwort zu
bestimmen.
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4.1.3 Das in vivo Kurzzeitmodel zur Abbildung des sensibilisierenden Potentials von KLH

In diesem in vivo Kurzzeitmodel mit intratrachealer Applikation zeigen sich anhand der
durchflusszytometrischen Analyse der Lymphknotenzellen und der Differenzierung der Zelltypen
sowie der Zytokinanalyse im BALF Reaktionen in den Sekundarantworten, welche flir eine
Sensibilisierung durch KLH sprechen. Die bestimmten Parameter lassen eine deutliche
Differenzierung zwischen Primar- und Sekundarantworten zu. Nach Challenge kommt es in den
drainierenden Lymphknoten zu einer Reduktion des Verhaltnisses von CD4- zu CD8-positiven
Zellen, einem Anstieg antigenprasentierender B-Zellen und aktivierter regulatorischer T-Zellen
(CD25"e"CD4*-Blasten). In den Primarantworten sind diese nicht detektierbar. Die Infiltration
eosinophiler Granulozyten und die Induktion von IL-4 und MCP-1 in Abwesenheit von IFN-y weisen
auf eine Th2-vermittelte Hypersensitivitatsreaktion vom Typ Vb hin. Weder das KLH von Merck noch
das von Stellar I6sen eine inflammatorische Reaktion in der Lunge aus. Beide scheinen flr die
Induktion einer Hyperreaktion geeignet.
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4.2 Versuche zur ldentifizierung des sensibilisierenden Potentials von KLH an
Prazisionslungenschnitten

Im Falle von respiratorischen Hyperreaktionen findet der erste Kontakt mit in der Luft befindlichen
Antigenen meist in der Lunge statt. Die Lunge ist also der Ort, an dem eine Immunantwort, und somit
eine potentielle respiratorische Hyperreaktion, initiiert wird. Diese basiert immer auf der Interaktion
verschiedener Zelltypen. Prazisionslungenschnitte (PCLS) bieten den Vorteil, dass sie in ihrer
dreidimensionalen Struktur einen Durchschnitt der in der Lunge vorkommenden Zellen enthalten. In
den PCLS vorhandene phagozytierende Zellen wie Alveolarmakrophagen und dendritische Zellen
sollten Antigene entsprechend der Situation in der Lunge aufnehmen und prozessieren kénnen.

Beschrénkung der maximalen Kulturdauer durch die Viabilitét

Um Einflisse der Vitalitat der Zellen in den PCLS auf die Versuchsergebnisse ausschliefien zu
kénnen, missen diese eine gleichbleibende Viabilitdt aufweisen. Die Freisetzung von LDH erwies
sich hier als sensitiverer Parameter im Vergleich zur Bestimmung der mitochondrialen Aktivitat
mittels des WST-1-Assays. Als Schwellenwert wurde eine maximale LDH-Freisetzung von 25 % der
Positivkontrolle festgesetzt. Da die PCLS auch in den Mediumkontrollen nach 96 Stunden oftmals
Werte von Uber 20 % aufwiesen, wurden Uberwiegend die Daten bis 72 Stunden fur die Auswertung
verwendet. Anhand der Daten der Viabilitdts-Assays kann der Einfluss eines Vitalitatsverlustes
aufgrund der Kulturdauer fur die durchgeflhrten Versuche ausgeschlossen werden.

4.21 Reaktionen der Zellen in PCLS auf Stimulation mit Lipopolysaccharid und
Concanavalin A

Stimulierbarkeit durch das Endotoxin Lipopolysaccharid (LPS)

LPS ist ein Bestandteil der duleren Membran gram-negativer Bakterien. Durch Bindung von LPS an
den Toll-like Rezeptor4 (TLR 4) kdénnen Monozyten, Makrophagen sowie dendritische Zellen
aktiviert werden (Gorgen et al. 1992; Morelli et al. 2001), welche auch in den PCLS vorhanden sein
sollten.

Die Stimulation mit LPS fuhrt zu einer dosisabhangig erhéhten Sekretion von IL-1a nach 24 Stunden
und ist auch nach 48 Stunden noch detektierbar, wahrend die Ausschiittung von TNF-a nur nach
24 Stunden erhoht ist und keine Dosisabhangigkeit zeigt.

IL-1a und TNF-a sind auch in vivo nach Provokation mit LPS im BALF von Menschen verstéarkt
detektierbar (Schaumann et al. 2008). In Studien mit humanen und Maus-PCLS konnten diese
inflammatorischen Zytokine in Folge von Stimulation mit LPS verstarkt detektiert werden (Henjakovic
et al. 2008a; Switalla et al. 2010).

In den Studien von Switalla et al. (2010) kam es auch zu einer LPS-bedingten Sekretion von MCP-1
und IFN-y. In den hier durchgeflhrten Versuchen mit PCLS aus der Ratte ist das Chemokin MCP-1
zwar in allen Proben detektierbar. Anders als bei Switalla et al. zeigt sich hier, wie auch fir IFN-y,
keine Beeinflussung durch LPS-Stimulation
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Die Stimulation mit LPS zu spateren Zeitpunkten bewirkt jeweils eine Ausschittung von IL-1a und
TNF-a, vergleichbar mit der nach Stimulation zu Beginn der Kultur. Selbst bei einer Zugabe von LPS
nach 72 Stunden in Kultur erfolgt die Induktion unverandert.

Die gemessene LPS-induzierte Sekretion zeigt, dass in den gewonnenen PCLS Zellen des
angeborenen Immunsystems wie Alveolarmakrophagen und dendritische Zellen vorhanden sind, die
uber die gesamte Kulturdauer aktivierbar bleiben. Eine Induktion von MCP-1 und IFN-y, welche 2010
in Studien von Switalla et al. mit humanen PCLS gezeigt wurde, konnte hier nicht detektiert werden.

Stimulierbarkeit durch das Mitogen Concanavalin A (ConA)

ConA ist ein Protein, welches aus der Jackbohne (Canavalia ensiformis) gewonnen werden kann
(Sumner und Howell 1936). Dieses Lektin wirkt als Mitogen und ist in der Lage, T-Lymphozyten zu
aktivieren und die Proliferation dieser zu induzieren, wahrend B-Lymphozyten nicht beeinflusst
werden (Andersson et al. 1972). ConA bindet an CD3-Molekule und vernetzt diese mit Teilen des T-
Zell-Rezeptors, wodurch es zur Aktivierung der Zellen kommt (Jason und Inge 2000; Licastro et al.
1993; Palacios 1982). Da in den PCLS die Zell-Proliferation ein schwierig zu bestimmender
Parameter ist, lag auch hier der Fokus auf der Zytokinsekretion.

IFN-y wird von Tw1-Zellen, zytotoxischen T-Zellen und NK-Zellen produziert, kann aber auch durch
antigenprasentierende Zellen ausgeschittet werden (Bach et al. 1997; Frucht et al. 2001; Gessani
und Belardelli 1998; Schroder et al. 2004). In den mit 1 oder 2 pg/ml ConA stimulierten PCLS kommt
es zu einer signifikant erhohten Sekretion von IFN-y, die im weiteren Kulturverlauf stetig abnimmt.
Da ConA keinen Effekt auf antigenprasentierende Zellen haben sollte und es auch wie erwartet zu
keiner Beeinflussung der Sekretion von IL-1a, TNF-a oder MCP-1 kommt, ist das im Uberstand
enthaltene IFN-y wahrscheinlich aktivierten T-Zellen zuzuordnen. Auch die Sekretion von IL-4, einem
typischen Tu2-Zytokin (Mosmann et al. 1986), wird nach 24-stiindiger Stimulation mit 1 oder 2 pg/mi
ConA induziert. Hier fuhrt nach 48 Stunden allerdings nur noch die héhere Konzentration zu einem
Unterschied zur Kontrolle.

Die ConA-induzierte Sekretion von IFN-y und IL-4 Iasst also auf aktivierbare T-Zellen in den PCLS
zu Beginn der Kultur schlieBen. Werden die PCLS zu einem spateren Zeitpunkt mit ConA stimuliert,
nimmt die Induzierbarkeit von IFN-y tber den Kulturverlauf stetig ab. Die verstarkte Ausschittung
von IL-4 kann bei ConA-Stimulation 24 Stunden nach Beginn der Kultur noch ausgel6st werden, fallt
dann aber bereits deutlich geringer aus als zu Beginn der Kultur. Das konnte bedeuten, dass die T-
Zellen innerhalb der PCLS uber den Kulturverlauf ihre Aktivierbarkeit durch ConA verlieren, was
maoglicherweise einen Verlust der Rezeptorfunktion bedeuten wirde und fur Stimulationsversuche
problematisch ware. Eine andere Mdglichkeit ist, dass die T-Zellen im Kulturverlauf durch die
Uberfiihrung der PCLS in neue Wells im Rahmen des Mediumwechsels verloren gehen. Da diese
Zellen nicht adharent sind, konnen sie theoretisch wahrend die PCLS im Medium schwimmen
herausgleiten und beim Mediumwechsel im alten Well verbleiben. Wenn die T-Zellaktivitat untersucht
werden soll ist also in jedem Fall nur eine Stimulation zu Beginn der Kultur sinnvoll.

Die aus der Rattenlunge gewonnenen PCLS enthalten also Zellen des angeborenen Immunsystems
wie Alveolarmakrophagen und dendritische Zellen, welche in einem Kulturzeitraum von bis zu
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72 Stunden gleichbleibend aktivierbar bleiben. Die mitogenabhangige Reaktion der in den PCLS
enthaltenen T-Zellen dagegen nimmt im Kulturverlauf stark ab. Um bestmdgliche Resultate zu
erhalten, sollte die Stimulation mit Substanzen folglich zu Beginn der Kultur stattfinden.

4.2.2 Reaktionen der Zellen in PCLS auf Stimulation mit den sensibilisierenden Substanzen
DNCB und TMA

DNCB und TMA sind, wie vorher schon beschrieben, niedermolekulare Chemikalien, die bereits in
zahlreichen Studien zur Untersuchung von Sensibilisierung eingesetzt wurden. DNCB ist ein
bekanntes Kontaktallergen (Arts et al. 1996; lkarashi et al. 1993; Landsteiner und Jacobs 1935;
Zeligman 1954), welches in vivo keine respiratorischen Hyperreaktionen auslést (Vaniorbeek et al.
2006). TMA dagegen ist eine respiratorisch sensibilisierend wirkende Substanz (Leach et al. 1987;
Vohr et al. 2002; Zeiss et al. 1977).

In in vivo Versuchen mit Ratten und Mausen flhren Induktion und Challenge durch topische
Applikation mit DNCB eher zu einer Tu1-basierten Reaktion, wahrend TMA die Entstehung einer
Reaktion vom Tn2-Typ beglinstigt (Dearman et al. 2002). Bereits nach der Induktion, topisch oder
inhalativ appliziert, unterscheidet sich das Zytokinprofil der Zellen der drainierenden Lymphknoten in
Abhangigkeit davon, ob ein Kontaktallergen oder ein respiratorisches Allergen eingesetzt wurde (De
Jong et al. 2009; Vandebriel et al. 2000). Nach Applikation von TMA kommt es hier zu einer erhdhten
Sekretion von Tu2-typischen Zytokinen, insbesondere IL-4. IFN-y als Tu1-typisches Zytokin dagegen
wird starker nach Applikation von DNCB sezerniert.

Die Erwartung war, dass durch die Stimulation mit DNCB und TMA mdglicherweise spezifische
Anderungen im Zytokinprofil der PCLS auftreten, wie eine erhéhte Sekretion von IFN-y durch DNCB
und von IL-4 durch TMA.

Nach Inkubation mit DNCB kann jedoch IFN-y im Medium nicht detektiert werden. Durch TMA kommt
es nach 24 Stunden zu einer geringfugigen Induktion von IFN-y, wobei diese durch die hohe
Standardabweichung relativiert wird. Der Gehalt von IL-4 liegt nach Stimulation mit TMA zu allen
Zeitpunkten unterhalb der Nachweisgrenze, und auch DNCB bewirkt keine Induktion. Zu einer
Zytokinsekretion, die einem T-Helferzelltyp zugeordnet werden koénnte, kommt es hier demnach
nicht.

TNF-a kann nach Inkubation mit DNCB nicht detektiert werden. Durch TMA kommt es zu einem leicht
erhohten Gehalt von TNF-a, der allerdings nur nach 48 Stunden die Nachweisgrenze Ubersteigt und
eine sehr hohe Standardabweichung aufweist. Das entspricht den Ergebnissen einer Studie von
Valstar et al. mit einer Alveolarmakrophagen-Zelllinie und primaren Alveolarmakrophagen aus der
Ratte (Valstar et al. 2006). Dort zeigte sich, dass TMA nur in proteinkonjugierter Form die Sekretion
von TNF-a induzieren kann.

Die Sekretion von IL-1a wird durch DNCB nur nach 24 Stunden geringflgig induziert, wahrend es
nach TMA-Inkubation auch nach 48 Stunden zu einer verstarkten Sekretion von IL-1a kommt. In
einer 2014 erschienenen Studie zeigten Lauenstein et al. eine starke Induktion des Gehaltes von
Gesamt-IL-1a durch 24-stiindige Inkubation humaner PCLS mit TMA, wahrend DNCB keinen
Einfluss auf IL-1a zeigte (Lauenstein et al. 2014). Die in dieser Studie verwendeten Konzentrationen
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entsprachen fir DNCB etwa denen der vorliegenden Arbeit. TMA wurde in einer um das 20-fach
geringeren Dosis eingesetzt, sodass eine erhéhte Produktion in den Versuchen von Lauenstein et
al. durch eine hdhere TMA-Konzentration ausgeschlossen werden kann.

Méglicherweise kommt es nach Inkubation mit TMA bereits nach 24 Stunden zu einer verstarkten
Produktion von IL-1a, die extrazellular in meinen Versuchen erst nach 48 Stunden detektierbar wird.
IL-1a ist ein hauptsachlich intrazelluldar vorkommendes, proinflammatorisches Zytokin, welches
wahrend der Nekrose freigesetzt wird und dann die Rekrutierung von Immunzellen wie neutrophilen
Granulozyten und die Induktion anderer Zytokine beeinflusst (Rider et al. 2013). Durch Bestimmung
des Gesamtgehaltes von IL-1a, und somit der Berucksichtigung der intrazellularen Konzentration,
koénnte dieser schon nach 24 Stunden sichtbar werden. Der geringfligig erhéhte Gehalt von IL-1a
nach 24 Stunden, der sowohl durch DNCB als auch TMA induziert wird, ist moglicherweise eine
leichte Stressreaktion, ausgeldst durch die Chemikalieninkubation. Trotz akzeptabler Viabilitatswerte
kdénnte diese einen Anstieg von IL-1a im Medium bewirken.

In der Studie von Lauenstein et al. wurde durch die Inkubation der humanen PCLS mit
Kontaktallergenen wie DNCB keine spezifische Zytokinexpression induziert. Fir TMA konnte neben
IL-1a auch eine erhohte Expression von IL-10 detektiert werden. Andere Zytokine wie TNF-a, IFN-y,
IL-2, IL-5 oder IL-13 wurden durch Inkubation mit TMA nicht beeinflusst (Lauenstein et al. 2014). Die
dort gewonnenen Ergebnisse zeigen also, abgesehen von der Induktion proinflammatorischer
Zytokine durch TMA, keine Reaktion der PCLS, die als spezifisch flir respiratorisch sensibilisierend
wirkende Substanzen in Abgrenzung zu Kontaktallergenen gelten konnten. Dies entspricht auch den
hier gewonnenen Ergebnissen. Anhand des Zytokinprofils ist keine Induktion einer Immunantwort
erkennbar und keine Unterscheidung zwischen Kontaktallergen und respiratorischem Sensibilisierer
maoglich.

4.2.3 Reaktionen der Zellen in PCLS auf Stimulation mit dem Immunogen KLH

KLH wurde als Beispiel flr eine hochmolekulare Substanz zur Stimulation der PCLS verwendet. In
den zuvor durchgefiihrten in vivo Versuchen konnte gezeigt werden, dass durch Applikation von KLH
der beiden Hersteller Merck und Stellar eine respiratorische Hyperreaktion induzierbar ist. KLH
bewirkte in PCLS auch in hohen Konzentrationen bis 100 pg/ml keine Beeinflussung der Viabilitat.
Daher wurde eine maximale Dosis von 20 ug/ml festgelegt. Das entspricht der Konzentration, die bei
der intratrachealen Challenge appliziert wurde und dort auch in direkten Kontakt mit dem
Lungengewebe kam.

Fir die proinflammatorischen Zytokine IL-1a und TNF- a kommt es bei Stimulation mit Merck-KLH
zu keiner verstarkten Sekretion. Nach 24-stiindiger Inkubation mit 20 ug/ml Stellar-KLH ist der Gehalt
dieser Zytokine im Uberstand leicht erhoht. Beide Werte weisen allerdings eine sehr hohe
Standardabweichung auf. Diese Induktion ist moglichweise auf stressbedingte Ausreiller
zurickzufuhren.

Der Gehalt des Zytokins IL-4, dessen Vorkommen charakteristisch fur Ty2-basierte Reaktionen ist,
liegt nach Inkubation mit Stellar-KLH zu allen Zeitpunkten unterhalb der Nachweisgrenze und zeigt
keine stimulationsbedingte Induktion. In den Versuchen mit Merck-KLH erreicht die Mediumkontrolle
nach 24 Stunden in Kultur den héchsten Wert. Die hohe Standardabweichung und der Vergleich mit
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den Werten anderer Kontrollen lassen allerdings darauf schlieen, dass es sich lediglich um einen
Ausreiflder in einem einzelnen Versuchsdurchgang handelt, welcher mdglicherweise als verzégerte
Reaktion auf die Praparation auftritt. In diesem Versuchsaufbau sind also spatere Werte spezifischer,
da dann eine Zytokinausschittung aufgrund von praparationsbedingten Stressreaktionen
ausgeschlossen werden kann. Nach 48 und 72 Stunden liegen die Werte in der Mediumkontrolle im
Bereich der Nachweisgrenze von etwa 0,3 pg/ml. Durch die Stimulation mit Merck-KLH werden bis
zu 0,9 pg/ml sekretiert. Auch wenn alle Werte in sehr niedrigen Konzentrationen von < 1 pg/ml
vorliegen, handelt es sich um eine Zunahme auf das bis zu dreifache der Kontrolle, wahrend nach
Stimulation mit anderen Substanzen, abgesehen von ConA, der Gehalt von IL-4 meist nicht
detektierbar war bzw. unterhalb der Nachweisgrenze lag.

Anhand des Tu1-typischen Zytokins IFN-y im Uberstand zeigt sich keine Beeinflussung, da dieses
Zytokin nicht detektiert werden kann. Auch das Chemokin MCP-1 zeigt nach Stimulation mit KLH
keinen Unterschied zur Kontrolle.

Weder Merck-KLH noch Stellar-KLH haben in den eingesetzten Konzentrationen nach einmaliger
Stimulation der PCLS einen deutlichen Einfluss auf die hier analysierten Zytokine. IL-4 zeigt nach
der Stimulation mit Merck-KLH allerdings Tendenzen einer Induktion nach 48 und 72 Stunden.

Ein mdglicher Grund kénnte eine nicht ideal gewahlte Konzentration von KLH sein. In einer Studie
von Presicce et al. wurde allerdings gezeigt, dass bereits eine Konzentration von 10 ug/ml KLH
ausreicht, um dendritische Zellen zu aktivieren und reifen zu lassen und in diesen Zytokinsekretion
zu induzieren (Presicce et al. 2008). Bei Gilliet et al. zeigte sich nach Inkubation mit 20 ug/ml KLH
eine erhdhte Proliferation von PBMCs aus Patienten, die zuvor mit KLH-gepulsten DC immunisiert
worden waren (Gilliet et al. 2003). Die Konzentration von 20 ug/ml KLH sollte also sowohl fiir eine
erste Stimulation in vitro als auch eine ex vivo Restimulation angemessen sein.

Ex vivo Restimulation nach Induktion in vivo

Neben Studien an PCLS aus den Lungen unbehandelter Tiere wurden in einigen Studien auch PCLS
aus den Lungen zuvor sensibilisierter Tiere verwendet, um die Moglichkeit einer Restimulation ex
vivo zu untersuchen. Nach in vivo Induktion mit dem Protein Ovalbumin beispielsweise, konnte bei
Restimulation eine Kontraktion der unteren Atemwege, die sogenannte Bronchokonstriktion,
gemessen werden (Dandurand et al. 1994). An PCLS aus mit TMA sensibilisierten Mausen zeigte
sich mittels Provokation mit Methacholin eine Atemwegshypersensitivitat, welche durch
Sensibilisierung und Challenge mit DNCB nicht ausgeldst werden konnte (Henjakovich et al. 2008b).
Es ist also moglich, dass sich auch im Zytokinprofil der PCLS nach Restimulation Unterschiede
zeigen, welche beispielsweise durch den Antigenkontakt von im Gewebe vorliegenden Effektor-
Gedachtniszellenzellen beeinflusst werden kdnnten (Sallusto 1999).

Da sich in den mit KLH durchgefuhrten in vivo Versuchen zeigte, dass durch intratracheale
Applikation eine Hyperreaktion auf KLH erfolgreich induziert werden kann, wurden zur Herstellung
der PCLS Lungen von behandelten Ratten verwendet. Am Tag 5 praparierte PCLS zeigten in ihrer
Zytokinsekretion von IL-1a, TNF-a, MCP-1 und IFN-y keinen Unterschied zu den PCLS
unbehandelter Tiere. Die Tendenzen einer Induktion von IL-4, welche sich in PCLS nach Stimulation
mit Merck-KLH zeigte, sind in den PCLS sensibilisierter Tiere nicht erkennbar. Auch wenn die PCLS
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zu einem spateren Zeitpunkt bzw. nach Challenge prapariert werden, hat die Stimulation mit Merck-
KLH keinen Einfluss auf die Sekretion von IL-4.

IL-1a und MCP-1 werden bei Praparation der PCLS am Tag 16 nach Challenge am Tag 15 auch in
den Kontrollen leicht verstarkt sekretiert, was vermutlich auch auf die Immunreaktion in der Lunge
nach der Challenge zurtickzufiihren ist. Die erneute Stimulation ex vivo hat allerdings auf den Gehalt
von MCP-1 keinen Einfluss. IL-1a dagegen wird in den stimulierten PCLS jeweils leicht verstarkt
ausgeschluttet. Diese Reaktion sowie die leicht erhdhte Sekretion von IFN-y sind nach Stimulation
der PCLS aus unbehandelten Ratten nicht detektierbar.

Insgesamt zeigt sich also in den am Tag 5 praparierten PCLS aus sensibilisierten Tieren mit
Ausnahme der fehlenden tendenziellen Induktion von IL-4 kein Unterschied zu denen aus
unbehandelten Tieren. Eine Beeinflussung der Sekretion durch die Stimulation mit KLH ist also hier
fur keines der gemessenen Zytokine sichtbar.

Bei Praparation am Tag 16 kommt es zu einer tendenziell insgesamt leicht erhdhten Zytokinsekretion
der Zellen der PCLS. Zusatzlich kommt es zu einer geringfugigen Induktion von IL-1a und IFN-y in
den KLH-stimulierten PCLS im Vergleich zur Mediumkontrolle. Allerdings handelt es sich auch hier
um geringe Abweichungen von der Kontrolle mit hohen Standardabweichungen.

In den oben genannten Studien war Bronchokonstriktion jeweils der einzige gemessene Parameter.
Einflisse auf die Zytokinsekretion wurden nicht bestimmt. Da sich in den hier durchgefiihrten
Versuchen kaum ein solcher zeigte, ist es wahrscheinlich, dass die Restimulation ex vivo
hauptsachlich einen Teil der allergische Sofortreaktion widerspiegelt. Da auch eine Inkubation von
Ratten-PCLS mit dem Serum sensibilisierter Tiere ausreichend ist, um Bronchokonstriktion
auszulésen, beruht diese wahrscheinlich auf der Bindung von im Serum enthaltenem IgE an
Mastzellen, welche bei erneutem Antigenkontakt degranulieren und deren freigesetzte Mediatoren
zur Kontraktion der unteren Atemwege beitragen (Wohlsen et al. 2001).

Das Zytokinmuster, basierend auf den hier analysierten Zytokinen, wird durch diese Reaktion
augenscheinlich kaum beeinflusst und ist somit kein aussagekraftiger Parameter zur Detektion einer
Sekundarantwort in PCLS.

Stimulation mit KLH bei zusétzlicher Aktivierung durch LPS

Die Stimulation mit KLH alleine zeigt auch nach vorheriger in vivo Sensibilisierung der Lunge keine
Effekte. Um die antigenprasentierenden Zellen, welche nach Aufnahme des KLH aktiviert und zur
Prasentation von Peptiden auf ihrer Oberflache angeregt werden sollen, zusatzlich zu aktivieren,
wurde der Stimulation ein sogenanntes Danger-Signal zugesetzt. LPS fuhrt zur Reifung dendritischer
Zellen. Als Reaktion der Bindung von LPS an TLR4 wird die Expression von MHC-
Klasse Il Molekulen induziert sowie die Expression der kostimulatorischen Molektile CD80 und CD86
(Bour-dordan und Bluestone 2002; Cella et al. 1997; Inaba et al. 2000; Medzhitov et al. 1997). Um
die Effekte von KLH durch diese Mechanismen eventuell zu verstarken, wurde der Stimulation mit
Merck-KLH eine geringe Dosis LPS zugesetzt.

Bei der Betrachtung von IL-1a und TNF-a zeigen sich trotz der geringen Dosis von LPS die gleichen
Effekte wie nach Stimulation der PCLS allein mit héheren Dosen LPS. Anders als in den Kontrollen
und nach Stimulation mit KLH alleine kann IL-4 nach Stimulation mit KLH in Verbindung mit LPS
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nicht detektiert werden. Hierbei, wie auch fur IFN-y, welches insgesamt nicht detektiert werden kann,
zeigt sich also kein verstarkender Effekt durch die Zugabe von LPS. Einzig fir das Chemokin MCP-
1, welches in allen bisherigen Versuchen keine Effekte durch Stimulation aufwies, kann nach
72 Stunden ein erhohter Gehalt im Medium nachgewiesen werden, der etwa das Doppelte der Werte
aufweist, welche in Kontrolle und KLH-Stimulation detektiert werden konnen. In den ersten
Versuchen zur Stimulierbarkeit der PCLS zeigte sich dies nach Inkubation mit der gleichen Dosis
LPS nicht. Zu dieser verstarkten Sekretion kommt es also nur nach Stimulation der PCLS mit KLH in
Kombination mit LPS.

MCP-1 reguliert bei Entzindungsreaktionen die Migration und Infiltration von Monozyten und
Makrophagen ins Gewebe und wird auch hauptsachlich von eben diesen Zellen als Reaktion auf
oxidativen Stress, Zytokine oder Wachstumsfaktoren produziert (Deshmane et al. 2009). In der
Lunge kann MCP-1 auch von Pneumozyten Typ llI-ahnlichen Epithelzellen gebildet werden. Dies
geschieht allerdings als Reaktion auf von LPS-aktivierten Alveolarmakrophagen sekretierten
Zytokine wie TNF-a oder IL-1B (Standiford et al. 1991). Es ist also anzunehmen, dass das im
Uberstand der PCLS enthaltene MCP-1 direkt oder indirekt durch die Aktivierung der vorhandenen
Makrophagen produziert wird.

Die zusatzliche Stimulation der PCLS mit LPS ist mdglicherweise ein Ansatz, um durch KLH
ausgeloste Effekte zu verstarken und detektierbar zu machen. Inwieweit sich durch die erhdhte
Sekretion von MCP-1 auch auf eine Aktivierung der antigenprasentierenden dendritischen Zellen
schliel3en lasst, die fur die Induktion einer respiratorischen Hyperreaktion elementar ware, ist schwer
abzuschatzen.

Anhand der analysierten Zytokine IL-1a, TNF-a, IFN-y, IL-4 und MCP-1 lassen sich nach Stimulation
mit DNCB, TMA und KLH keine eindeutigen Effekte nachweisen, die auf die Induktion einer
Hyperreaktion schlieRen lassen. Auch die nach in vivo Induktion mit KLH erfolgte Restimulation mit
KLH zeigt keinen eindeutigen Einfluss. Die zusatzliche Stimulation mit LPS zur Aktivierung der
dendritischen Zellen bietet moglicherweise einen Ansatz, schwache Effekte zu verstarken.

4.2 4 Effekte der Substanzen auf die Signaltransduktion

Zytokine, die im Rahmen von Immunreaktionen ausgeschittet werden, lassen als alleiniger
Parameter manchmal keinen genauen Rickschluss auf die zugrunde liegende Reaktion zu. In der
Studie von Lauenstein et al. etwa l6sten sensibilisierende, nicht aber irritative Substanzen die
Sekretion von IL-1a und TNF-a aus (Lauenstein et al. 2014). In anderen Studien wiederum wurden
diese Zytokine auch durch Irritantien induziert (Spiekstra et al. 2005).

Koeper et al. zeigten 2007, dass in Hautmodellen und Hautexplantaten die Unterscheidung zwischen
irritativen und sensibilisierenden Substanzen mit Hilfe der Analyse der Signaltransduktion moglich ist
(Koeper et al. 2007). Hier wurden die MAP (mitogen activated protein)-Kinasen, ERK1/2
(extracellular-signal requlated kinases 1/2), JNK1/2 (c-Jun N-terminal kinases 1/2) und p38 nur durch
die Applikation von sensibilisierenden Substanzen verstarkt phosphoryliert und somit aktiviert. In
Hautmodellen wurde ERK1/2 dagegen durch irritative Substanzen aktiviert. Die Phosphorylierung
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von STAT1 (signal transducer and activator of transcription 1) und PLC-y (Phospholipase C-y) konnte
nicht beobachtet werden (Koeper et al. 2007).

Da diese Proteine verschiedener Signalwege nicht nur in Hautzellen vorhanden sind, sondern die
Aufgaben der Signaltransduktion auch in anderen Zellen Gbernehmen, ist es méglich, dass auch in
den PCLS nach Applikation der unterschiedlichen Substanzen verschiedene Aktivierungen messbar
werden.

In der Studie von Koeper et al. zeigte sich besonders eine Aktivierung der drei MAP-Kinasen (MAPK).
p38 spielt eine wichtige Rolle in der Kontrolle von Entziindungsreaktionen und kann im Zuge einer
Reaktion auf LPS phosphoryliert werden (Foey et al. 1998; Han et al. 1994). Zusammen mit JNK gilt
p38 als stressaktivierte MAPK, die zum Beispiel durch TNF-a oder auch osmotischen Stress aktiviert
werden kénnen (Cuadrado und Nebreda 2010; Davis 2000). Takanami-Oshini et al. zeigten, dass
p38 eine wichtige Rolle in der Entstehung einer Kontaktallergie einnimmt (Takanami-Oshini et al.
2002). Besonders auf der Aktivierung dieser MAPK liegt also das Augenmerk bei der Induktion einer
Hyperreaktion in PCLS. Neben p38 und JNK1/2 kann auch ERK1/2 Uber TLR 4 durch LPS aktiviert
werden (Arthur und Ley 2013; Schroder et al. 2004).

Wie erwartet kommt es nach Inkubation der PCLS mit LPS zu einer Aktivierung dieser drei MAPK,
welche allerdings nur nach 24 Stunden detektierbar ist und maximal das 1,29-fache der Kontrolle
betragt. LPS in einer 100-fach geringeren Konzentration und in Kombination mit KLH fihrt nach
24 Stunden zu keiner Aktivierung. Nach 48 Stunden ist allerdings fur ERK1/2 und p38 eine erhdhte
Phosphorylierung sichtbar. Fur diesen Unterschied ist mdglicherweise die deutlich niedrigere
Konzentration oder auch die Kombination mit KLH verantwortlich.

DNCB als Kontaktsensibilisierer bewirkt bei allen gemessenen Proteinen eher eine Reduktion der
Phosphorylierung im Vergleich zur Kontrolle, wohingegen fir den respiratorischen Sensibilisierer
TMA zu allen Zeitpunkten eine Induktion detektierbar ist. Dies gilt neben den MAPK auch fir STAT1
und PLC-y, welche im Hautmodell unbeeinflusst blieben (Koeper et al. 2007).

STAT1 ist ein wichtiger Bestandteil der Signaltransduktion vieler Zytokine (Liu et al. 1998). Neben
der Studie von Koeper et al., in der STAT1 durch Kontaktallergene nicht aktiviert wurde, zeigten auch
Valk et al., dass es in dendritischen Zellen zu keiner Aktivierung von STAT durch sensibilisierende
Substanzen kommt (Valk et al. 2002). Die hier beobachtete Induktion nach Stimulation mit TMA
korreliert in ihrem zeitlichen Verlauf in etwa mit der Sekretion von IFN-y. Die Signaltransduktion bei
Bindung von IFN-y an seinen Rezeptor wird durch den JAK/STAT-Signalweg vermittelt (Bach et al.
1997). Die Aktivierung von STAT1 geschieht also wahrscheinlich in Folge des leicht erhdhten
Gehaltes von IFN-y. Nach Stimulation mit den anderen Substanzen kann IFN-y nicht detektiert
werden und fuhrt somit auch zu keiner Aktivierung von STAT1.

Eine deutliche Aktivierung von PLC-y kann nach 48 und 72 Stunden nur nach Stimulation mit TMA
detektiert werden. Nach 24 Stunden fuhrt neben TMA auch LPS und Stellar-KLH zu einer Induktion
der Phosphorylierung, allerdings besonders fir Stellar-KLH in deutlich geringerem Mafe. PLC-y
spielt in der Signaltransduktion vieler zellularer Reaktionen eine wichtige Rolle, unter anderem bei
der Proliferation und Differenzierung von beispielsweise Monozyten zu dendritischen Zellen (Kang
et al. 2004).
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Die Aktivierung von PLC-y kdnnte also auf eine Aktivierung von dendritischen Zellen hinweisen,
welche besonders durch die Zugabe von LPS zu erwarten ware (Cella et al. 1997; Morelli et al. 2001).
Auch far KLH wurde ein solcher Einfluss auf die Reifung dendritischer Zellen gezeigt (Presicce et al.
2008). Allerdings zeigt sich bei Betrachtung des Einflusses von KLH auf die Signaltransduktion nur
fur Stellar-KLH eine geringe Induktion der Phosphorylierung von PLC-y. Die Stimulation mit KLH in
Kombination mit LPS hat keinen Einfluss bzw. bewirkt eher eine Reduktion, was gegen die
Aktivierung von PLC-y als Marker fur die Reifung dendritischer Zellen in den PCLS spricht. Mdglich
ist allerdings auch, dass die Aktivierung durch KLH einer anderen Kinetik folgt als die Aktivierung
durch LPS. Dadurch ware die Phosphorylierung von PLC-y zu unterschiedlichen Zeitpunkten
detektierbar.

PLC-y spielt auch in anderen Signalwegen eine wichtige Rolle, beispielsweise nach Aktivierung des
IgE-Rezeptors oder des TCR (Colgan und Hankel 2010). Beide Signalwege beinhalten in einem
spateren Schritt allerdings auch wieder die Aktivierung von MAPK.

Im Gegensatz zu TMA zeigt sich fir KLH insgesamt eine deutlich schwachere Reaktion. Wahrend
Stellar-KLH nach 24 Stunden noch fir PLC-y, ERK1/2 und p38 eine leichte Induktion der
Phosphorylierung hervorruft, kommt es nach Stimulation mit Merck-KLH eher zu einer Reduktion, die
jeweils etwa zwischen dem 0,9-0,8-fachen der Kontrolle liegt. Auch die Kombination mit
niedrigdosiertem LPS zeigt nach 24 und 72 Stunden keine Veranderung. Nach 48 Stunden kommt
es hier allerdings zu einer Induktion von ERK1/2, welche durch keine der anderen Substanzen
hervorgerufen wird. Méglicherweise geschieht dies durch die Bindung von LPS an TLR 4 (Arthur und
Ley 2013) und ist nur aufgrund der deutlich niedrigeren Konzentration zeitlich versetzt zur Aktivierung
von ERK1/2 durch LPS alleine.

Da sich anhand dieser Analyse keine Aussage Uber die Art des Signalwegs treffen lasst, kann die
Aktivierung der hier analysierten Proteine lediglich zu einem bestimmten Zeitpunkt nach Stimulation
zwischen verschiedenen Substanzen verglichen werden. Darauf basierend lassen sich dann
mdglicherweise Unterschiede zwischen sensibilisierend bzw. inflammatorisch wirkenden
Substanzen detektieren.

In jedem Fall kommt es fir TMA zu einer Aktivierung verschiedener Signalwege, die nach keiner
anderen Substanzinkubation der PCLS sichtbar werden. Diese Aktivierung halt Uber den
untersuchten Zeitraum von 72 Stunden an, wahrend eine Stimulation mit LPS nur
Phosphorylierungen nach 24 Stunden hervorruft. In wieweit die bei TMA beobachtete Reaktion flr
niedermolekulare Sensibilisierer spezifisch ist, musste durch den Vergleich mit weiteren Substanzen
untersucht werden. Fir KLH dagegen zeigt sich keine Induktion, die als Marker fur die Induktion einer
Hyperreaktion genutzt werden koénnte. Damit entspricht KLH den Ergebnissen des
Kontaktsensibilisieres DNCB, der ebenfalls keine Induktion sondern eher eine Reduktion der
Phosphorylierung der analysierten Proteine zeigt.

Im Gegensatz zu Versuchen an Hautmodellen scheint die Signaltransduktion in PCLS anhand der
gewonnenen Ergebnisse weniger geeignet fur grofle Molekule. Zumindest Iasst sich anhand dessen
keine eindeutige Aussage Uber das sensibilisierende Potential von KLH treffen.
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4.2.5 PCLS als Modell zur Untersuchung der Induktion von Hyperreaktionen

Aus der Ratte gewonnene PCLS enthalten sowohl funktionsfahige Zellen des angeborenen als auch
des adaptiven Immunsystems, welche durch Immunstimuli wie LPS und ConA aktivierbar sind. Das
Kontaktallergen DNCB zeigt weder im Zytokinprofil noch bei der Analyse der Signaltransduktion eine
Wirkung auf die in den PCLS enthaltenen Zellen. Der respiratorische Sensibilisierer TMA ruft
ebenfalls nur geringfligige und wenig spezifische Reaktionen in der Zytokinsekretion hervor, wirkt
aber stark aktivierend auf verschiedene Signalwege. Inwiefern diese Reaktion spezifisch fir
respiratorisch sensibilisierend wirkende, niedermolekulare Substanzen ist, bendtigt weitere
Untersuchungen. Die Aktivierung dieser Signalproteine kann fir das KLH der beiden Hersteller Merck
und Stellar nicht beobachtet werden. Auch die Zytokinsekretion wird wenig und nicht spezifisch
beeinflusst. Die Ko-Stimulation von KLH mit einem Danger-Signal in Form von niedrigdosiertem LPS
fuhrt nach 48 Stunden zu einer Induktion der Phosphorylierung von ERK1/2 und nach 72 Stunden
zu einer erhdhten Sekretion von MCP-1. Diese Reaktionen kédnnen sowohl fir KLH alleine als auch
fur die anderen Substanzen nicht beobachtet werden. Inwieweit diese aber fir die Induktion einer
Hyperreaktion stehen, ist anhand der gewonnenen Ergebnisse schwierig abzuschatzen. Zur
besseren Einschatzung mussten weitere Versuche mit hochmolekularen Substanzen durchgefuhrt
werden, welche ein erwiesenes sensibilisierendes Potential besitzen, wie etwa Subtilisin (Boverhof
et al. 2010). Der Einsatz eines aktivierenden Danger-Signals stellt dabei eventuell eine Méglichkeit
dar, Reaktionen zu verstarken.

Insgesamt scheinen PCLS aber als Modell zur Untersuchung immunologischer Fragestellungen, die
uber die Detektion des beispielsweise inflammatorischen Potentials von Substanzen hinausgehen,
eher begrenzt geeignet. Die geringe Kulturdauer ist hierbei einer der limitierenden Faktoren fir
Reaktionen, welche aufgrund der Interaktion von verschiedenen Zelltypen einen langeren Zeitraum
bendtigen.
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4.3 Kokultivierung von aus dem Knochenmark generierten, dendritischen Zellen mit
Zellsuspensionen aus Lymphknoten und Milz

Neben der geringen Kulturdauer ist ein weiterer limitierender Faktor bei der Untersuchung der
Induktion von Hyperreaktionen anhand von PCLS die fehlende Verbindung zu den drainierenden
Lymphknoten. Somit kann nach der Aufnahme des Antigens keine Migration dorthin stattfinden. Im
Gegensatz zum Lymphknoten sind in der Lunge nur wenige T-Zellen enthalten und der Pool an
spezifischen T-Zellen ist begrenzt. Das Ziel weiterer Experimente war nun, die Situation in den
Lymphknoten darzustellen, zu denen die dendritischen Zellen nach Antigenaufnahme im Gewebe
migrieren. Dort treffen antigenprasentierende Zellen auf Lymphozyten, welche dann spezifisch
aktiviert werden koénnen.

4.3.1 Dendritische Zellen aus dem Knochenmark der Ratte

Dendritische Zellen sind ein elementarer Faktor fiir die Initierung einer Immunantwort. Da priméare
dendritische Zellen nur in sehr geringer Zahl gewonnen werden kénnen, wurden die Zellen fir den
kinstlichen Lymphknoten und die Kokultur im Well aus Stammzellen aus dem Knochenmark
generiert. Die durch Kultivierung mit GM-CSF und IL-4 entstehenden Zellen werden zundchst als
unreife dendritische Zellen bezeichnet. Sie sind leicht adharent und tragen auf ihrer Oberflache MHC-
Molekiile beider Klassen sowie die kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86 (Banchereau et al.
2000; Banchereau und Steinman 1998; Mellman und Steinman 2001). Durch Bestandteile von
mikrobiellen oder viralen Pathogenen wie z.B. LPS kénnen diese unreifen dendritischen Zellen
aktiviert werden und reifen, was in einer verstarkten Expression von MHC Klasse Il und den
kostimulatorischen Molekilen auf ihrer Oberflache resultiert. Die Fahigkeit zur Endozytose reifer
dendritischer Zellen ist ebenfalls reduziert, da ihre Aufgabe nun in der Prasentation der bereits
aufgenommenen Peptide besteht.

In den hier generierten dendritischen Zellen aus dem Knochenmark der Ratte (BMDCs) zeigt sich
analog zum Protokoll von Muthana et al. am Tag 8 der Differenzierung die Expression von
MHC Klasse II-Molekullen (RT1b (l-a)) sowie CD80 und CD86 auf der Oberflache der adharenten
Zellen (Muthana et al. 2004), welche in den nicht-adharenten und undifferenzierten Zellen deutlich
geringer ausfallt. Die Reifung mit KLH und LPS fluhrt bei den MHC Klasse IlI-Molekillen nur zu einer
geringfugigen Veranderung, wahrend die Expression der kostimulatorischen Molekile, besonders
die von CD86, stark zunimmt. Bei Kultivierung ohne Zugabe von KLH und LPS kommt es zu keiner
Veranderung in der Expression der untersuchten Oberflachenmarker im Vergleich zu Tag 8. Dies
lasst darauf schlieRen, dass diese weiterhin in einem unreifen Zustand vorliegen, wahrend KLH und
LPS zur Entstehung reifer dendritischer Zellen fuhrt, welche schlieRlich fur die Kokultivierung
eingesetzt werden.

4.3.2 Dreidimensionale Kokultur im kiinstlichen Lymphknoten

Der von der ProBioGen AG entwickelte kiinstliche Lymphknoten kann laut Hersteller zur Generierung
von Antikdrpern gegen therapeutische Antigene sowie zur Untersuchung immunmodulatorischer
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Effekte, Immunogenitat oder Immuntoxizitat von Substanzen eingesetzt werden (Giese et al. 2006;
Giese und Marx 2007; Giese et al. 2010). Wahrend diese Untersuchungen mit
antigenprasentierenden Zellen und Lymphozyten humanen Ursprungs durchgefihrt wurden, kamen
in den im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrten Versuchen Rattenzellen zum Einsatz, um eine
bessere Vergleichbarkeit mit den vorhergehenden Versuchen an den PCLS zu gewahrleisten.

Nach der Induktion einer Immunreaktion im kinstlichen Lymphknoten soll neben dem Nachweis der
B-Zellaktivierung anhand von Antikérpern auch eine Analyse des Zytokinmusters durchgefihrt
werden konnen. Somit waren Untersuchungen komplexer Interaktionen der Zellen, wie eine
Differenzierung zu einer Ty1- oder Th2-basierten Immunantwort, moglich (Giese und Marx 2007).

Zytokinexpression bei der Kokultivierung im kiinstlichen Lymphknoten

Durch die Restimulation der Zellen innerhalb des Reaktors mit LPS, allein oder in Kombination mit
KLH, ist eine Induktion der Sekretion der inflammatorischen Zytokine zu erwarten. Wie auch in den
Versuchen mit humanen Zellen von Giese und Marx kommt es 24 Stunden nach Restimulation mit
LPS zu einer verstarkten Ausschittung von TNF-a (Giese und Marx 2007). In den hier gewonnenen
Ergebnissen liegt diese bei Restimulation mit LPS in Kombination mit KLH mehr als doppelt so hoch
wie bei Stimulation mit LPS alleine.

Wahrend durch LPS-Stimulation der PCLS auch die Sekretion von IL-1a induziert wurde, kann diese
im kdnstlichen Lymphknoten nicht detektiert werden. Da IL-1a hauptsachlich intrazellular vorliegt und
nur bei Schadigung der Zellen freigesetzt wird, I8sst dies darauf schlieen, dass es durch die
Restimulation nicht zur erhéhten Nekrose der Zellen im Reaktor kommt. IL-1B kann dagegen als
Signalmolekil auch von intakten Zellen sekretiert werden (Dinarello 1996). Es kann im Reaktor
24 Stunden nach Restimulation mit LPS und 48 Stunden nach Restimulation mit KLH nachgewiesen
werden, wahrend die Restimulation mit KLH + LPS erst nach 72 Stunden eine leichte Induktion der
Sekretion von IL-18 bewirkt. IL-1B scheint demnach als Reaktion auf die Bindung von LPS an TLR 4
schnell sekretiert zu werden. Die Aktivierung der dendritischen Zellen durch KLH dauert aufgrund
der Grole des Proteins eventuell langer und verzogert so den Zeitpunkt der Sekretion von IL-1.
Diese zeitlich verschobene Induktion zeigt sich auch bei der Restimulation mit KLH + LPS. Fraglich
bleibt, warum hier keine schnelle Induktion durch das LPS sichtbar wird. Eine Mdglichkeit ist, dass
es zwar zur Induktion kommt, diese aber friher oder in geringerem Ausmalf stattfindet. Somit kénnte
das freie IL-1 schneller durch die Bindung an den IL-1-Rezeptor auf beispielsweise dendritischen
Zellen oder T-Zellen (Dinarello 1996) aus dem Medium wieder aufgenommen werden und ware nicht
mehr im Uberstand detektierbar. Es zeigt sich aber in jedem Fall eine spate Induktion von IL-1B durch
KLH, welche durch LPS alleine nicht ausgel6st wird.

Zur Differenzierung zwischen einer Ty1- oder Th2-basierten Immunantwort wurde die Sekretion der
Tu-typischen Zytokine IFN-y, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 und IL-13 untersucht (Mosmann et al. 1986;
Romagnani). IFN-y, das einzige der hier analysierten Zytokine, welches fur Tu1-basierte Reaktionen
typisch ist (Fong und Mosmann 1989), wird in keinem der Reaktoren verstarkt sekretiert. Auch IL-5
und IL-13 werden nicht induziert.

Der Gehalt von IL-4 und IL-10, beide unter anderem fur die Rekrutierung von Mastzellen zustandig
(Romagnani 2000), ist 24 Stunden nach der Restimulation mit KLH jeweils am héchsten, gefolgt von
der Restimulation mit KLH + LPS und LPS. Im Gegensatz zu IL-10 ist IL-4 Uber mehrere Tage
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detektierbar, nimmt aber nach Restimulation mit KLH alleine am schnellsten ab. Der etwa
gleichbleibende Gehalt von IL-4 im Uberstand kénnte entweder durch eine stete Sekretion verursacht
werden oder aber dadurch, dass das einmal sekretierte IL-4 weniger schnell durch die Zellen im
kinstlichen Lymphknoten wieder aufgenommen wird. Da sich im Reaktor ein regelmaRiger
Mediumfluss befindet, kann Letzteres eher nicht der alleinige Grund sein. Wahrscheinlicher ist eine
Kombination aus zeitlich verlangerter Sekretion und weniger starker Wiederaufnahme von IL-4 nach
LPS- als nach KLH-Stimulation.

Sowohl das Fehlen der Sekretion von IFN-y als auch die Induktion von IL-4, welches ein wichtiger
Faktor flr den allergietypischen Klassenwechsel von B-Zellen zu IgE ist (Del Prete et al. 1988;
Vercelli et al. 1990), deuten also eher auf eine Tu2-basierte Reaktion im Lymphknoten hin. Die
Sekretion dieser beiden Zytokine wird zwar im Reaktor auch durch Restimulation mit LPS alleine
ausgeldst, allerdings fallt diese geringer aus als bei Restimulation mit KLH oder KLH + LPS.

Die Sekretion von IL-6, welches an der Aktivierung sowohl von T- als auch von B-Zellen beteiligt ist
(Hirano 1998; Van Snick 1990), wird unabhangig von der Art der Restimulation am Tag 8 induziert.
IL-6 bleibt allerdings nur nach Restimulation mit LPS auch im Kulturverlauf verstarkt im Medium
enthalten. Gleiches gilt fir KC/GRO (keratinocyte chemoattractant/growth requlated oncogen-alpha),
auch als CINC-1 oder CXCL-1 bekannt, welches unter anderem bei asthmatischen Reaktionen
zusammen mit IL-8 positiv chemotaktisch auf Neutrophile und Monozyten wirkt (Barnes 2008). Diese
Zytokine werden folglich als Reaktion auf eine Restimulation ausgeschuttet. KLH selbst zeigt im
weiteren Kulturverlauf keinen Einfluss, scheint aber die Wirkung von LPS auf die Zellen zu
beeintrachtigen. Dies kann mdglicherweise durch den erhéhten Gehalt von IL-10 in dem Reaktor mit
KLH-stimulierten Zellen ausgeldst werden, da dieses Zytokin in vitro die Sekretion von Zytokinen wie
IL-6 durch Makrophagen und dendritische Zellen inhibieren kann (Fiorentino et al. 1991; Koch et al.
1996).

Das Chemokin MCP-1 wird nach Restimulation mit KLH erst am Tag 9 verstérkt in den Uberstand
abgegeben. Allerdings ist hier keine eindeutige Aussage mdglich, da bereits an den Tagen vor der
Restimulation die Sekretion zwischen den Reaktoren stark variierte. Moglicherweise ist dies keine
durch die Restimulation verursachte Induktion.

Eine Beeinflussung der Sekretion zeigt sich im kinstlichen Lymphknoten am Tag 8 also fur TNF-a,
IL-1B IL-4, IL-6, KC/GRO und IL-10. TNF-a ist dabei rein LPS-induziert und IL-18, IL-6 und KC/GRO
zeigen nur begrenzte Spezifitdt. IL-4 und IL-10 werden besonders bei Restimulation mit KLH
verstarkt sekretiert. Dieses Zytokinmuster konnte auf die Initiierung einer Tu2-basierten
Immunantwort durch KLH hinweisen, wobei in diesem Fall keine Verstarkung der Reaktion durch die
Kostimulation mit LPS erreicht wird.

Um die erhaltenen Ergebnisse zu verifizieren, kdnnte ein KLH-spezifischer ELISA (enzyme linked
immunosorbent assay) durchgefihrt werden, um die Bildung von Antikérpern gegen KLH zu
detektieren. Diese befanden sich nur bei einer erfolgreichen Initierung einer spezifischen
Immunantwort im Medium und lieRen eine klare Abgrenzung zu einer LPS-induzierten
unspezifischen Immunantwort zu. Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein solcher ELISA nicht
abschlieend etabliert werden. Fur zuklnftige Studien wirde er aber eine sinnvolle Ergénzung zur
Untersuchung des Zytokinprofils darstellen.
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4.3.3 Zweidimensionale Kokultur im Well

Ein Reaktorlauf im kinstlichen Lymphknoten bendtigt neben dem technischen Aufwand auch eine
hohe Anzahl an Zellen. Im Gegensatz zur Verwendung von humanen peripheren Blutzellen, die
beispielsweise aus Buffy Coats (aus Vollblutspenden) gewonnen werden kénnen, sind bei der
Verwendung von Rattenzellen zum Start eines Reaktors Milz und Lymphknoten mehrerer Tiere nétig.
Im Well kdnnen diese Zellen in einem kleineren Ansatz mit dendritischen Zellen kokultiviert werden.
Um zu untersuchen, ob unter zweidimensionalen Kulturbedingungen &hnliche Ergebnisse erzielt
werden koénnen, wurden die im kinstlichen Lymphknoten durchgefiihrten Versuche sowie
zusatzliche Ansatze auch im Well durchgefihrt.

Zytokinexpression bei der Kokultivierung im Well

Durch die Restimulation mit LPS kommt es zu einem erhéhten Gehalt der proinflammatorischen
Zytokine TNF-a und IL-18 im Uberstand. Dieser Effekt ist unabhéngig davon, ob LPS in Kombination
mit KLH oder alleine verwendet wird und tritt in verstarkter Form bei der Kokultur mit ungereiften
BMDCs auf. Auch IL-6, KC/GRO und IL-10 werden unabhangig von der Art der verwendeten BMDCs
lediglich nach Restimulation mit LPS induziert. Im Gegensatz zum kinstlichen Lymphknoten hat im
Well keine der Restimulationen Auswirkungen auf das Tn2-typische Zytokin IL-4.

Durch die Verwendung spezifisch gereifter oder unreifer BMDCs zeigen sich nur fur IL-5, IL-13 und
IFN-y Unterschiede in der Reaktion auf die Restimulation. Fur das Zytokin IL-5 kommt es am Tag 9
zu einer leichten Induktion durch Restimulation mit KLH + LPS, die bei Verwendung unreifer BMDCs
bereits am Tag 8 auftritt. IL-13 und IFN-y zeigen in der Kokultur mit unreifen BMDCs eine leichte
Induzierbarkeit durch LPS, welche bei gereiften BMDCs nicht auftritt.

Unabhangig von der Art der Kokultur zeigt sich jedoch, dass die Restimulation mit KLH keine
Beeinflussung der hier analysierten Zytokinexpression bewirkt, sondern immer in etwa den Werten
der Kontrolle entspricht. Fir mehrere Zytokine kann eine Induktion durch KLH + LPS erreicht werden.
Mit Ausnahme von IL-5 wird diese jedoch auch in gleichem Malie durch Restimulation ohne KLH
ausgelost.

IL-5 wird unter anderem von Tn2-Lymphozyten produziert und spielt eine wichtige Rolle bei der
Aktivierung von eosinophilen Granulozyten und deren Infiltration ins Gewebe (Mosmann und
Coffman 1989; Robinson et al. 1992; Weltman und Karim 2000). Es ist allerdings das einzige Zytokin
in dieser zweidimensionalen Kokultur, das auf eine Th2-typische Reaktion hinweist. Die meisten hier
detektierten Reaktionen spiegeln die Stimulation durch LPS wider. Um diesen Effekt zu verringern,
musste die bereits gering gewahlte Konzentration von LPS beim Einsatz als Danger-Signal eventuell
weiter verringert werden. Dabei wurde beispielsweise die Induktion von IL-5 durch KLH + LPS
maoglicherweise besser abgrenzbar von der Induktion durch LPS alleine werden. Des Weiteren
koénnte die Verwendung eines anderen Immunstimulus wie PHA (Phythamagglutinin) an Stelle von
LPS in Kombination mit KLH Effekte zeigen, die in den aktuellen Versuchen mdglicherweise durch
LPS maskiert wurden.
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In der im Rahmen dieser Arbeit durchgeflhrten Kokultur von dendritischen Zellen aus dem
Knochenmark mit Zellsuspensionen auf Milz und Lymphknoten im Well lasst sich anhand des
gewonnenen Zytokinprofils also eine spezifische T-Zell-Aktivierung durch KLH nicht eindeutig
nachweisen. Ein Rickschluss auf eine moglicherweise Th2-basierte Immunantwort ist daher nicht
maglich.

4.3.4 Der kunstliche Lymphknoten und die 2D-Kokultur im Vergleich

In der Kokultur im Well zeigen sich bei der Analyse des Zytokinprofils hauptsachlich LPS-induzierte
Effekte. Bei Verwendung der gleichen Konzentration der Substanzen sowie gleich generierter Zellen
im kunstlichen Lymphknoten kommt es zu einer KLH-induzierten Sekretion der Zytokine IL-4 und IL-
10, was auf die Induktion einer Th2-basierten Immunantwort hinweist.

Die Sekretion von IL-4 und IL-10 kann auch nach der Kokultur LPS-gereifter, aus dem Knochenmark
der Ratte generierter dendritischer Zellen mit aufgereinigten CD4-positiven Lymphozyten detektiert
werden (Janelidze et al. 2005). CD4-positive T-Zellen sind also auch im kinstlichen Lymphknoten
wahrscheinlich die Quelle dieser Zytokine. In den Versuchen von Janelidze et al. kam es auch zur
Sekretion von IFN-y und somit zu keiner Tu1- oder Th2-Polarisierung der T-Helferzellen. Allerdings
wurden die dendritischen Zellen dort unspezifisch durch Zugabe von LPS gereift und nicht
restimuliert. Durch die Restimulation mit KLH kann in dieser Arbeit im kinstlichen Lymphknoten die
erhohte Sekretion von IL-4 und IL-10 aber nicht IFN-y im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle
induziert werden.

KLH alleine zeigt im Well keine Effekte, wohl aber im kinstlichen Lymphknoten, in dem es auch
durch den Einsatz des zusatzlichen Danger-Signals in Form von LPS zu keiner Verstarkung kommt.
Im kunstlichen Lymphknoten scheint die Zugabe des Endotoxins also nicht notwendig. Im Well
dagegen bewirkt die Restimulation mit KLH + LPS &hnliche Effekte wie LPS alleine. Durch die
Verwendung einer geringeren Konzentration von LPS kénnte untersucht werden, ob bei Reduzierung
der LPS-induzierten Effekte bis dahin versteckte KLH-induzierte Effekte beobachtet werden kdnnen.
Méglich ware aber auch die Verwendung von beispielsweise geringen Konzentrationen TNF-a zur
gezielten Kostimulation (Mellman und Steinman 2001; Schlienger et al. 2000; Schnurr et al. 2001).

Grinde fir die Unterschiede im Zytokinprofil von kinstlichem Lymphknoten und Kokultur im Well
liegen eventuell in der eingesetzten hdheren Gesamtzellzahl im Reaktor. Da diese hier um das 2500-
fache hdher ist als im Well, erhéht sich auch das Repertoire an vorhandenen T-Zell-Rezeptoren,
unter denen sich moglicherweise KLH-spezifische befinden. Das wiederum kann zu einer beseren
Aktivierung und starkeren Zytokinsekretion fuhren. Des Weiteren kdnnte die dreidimensionale
Struktur der Matrix innerhalb des Reaktors die Mdglichkeiten der Zell-Zell-Interaktion verbessern.
Giese et al. zeigten eine Clusterbildung von Lymphozyten in der Matrix, ahnlich den Keimzentren in
Lymphknoten in vivo (Giese et al. 2006).

Fur einen Durchgang eines Reaktorlaufes werden allerdings verhaltnismafig viele Zellen bendtigt,
wahrend die Versuchsdurchfihrung im Well in kleineren Ansatzen realisierbar ist. Da die 3D-Struktur
tatsachlich notwendig zu sein scheint, kdnnte versucht werden, eine Gelmatrix, ahnlich der flr den
kinstlichen Lymphknoten, in kleinerem Mafstab fir die Kokultur im Well herzustellen. Da auch im
kiinstlichen Lymphknoten die Zellen zu Beginn des Reaktorlaufes in das Gel eingesat werden,
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blieben die Art des Mediumwechsels sowie die kontinuierliche Begasung im kunstlichen
Lymphknoten als Unterschied zum Well. Méglicherweise lie3en sich dann bei geringerem Aufwand
und ohne Bendtigung der technischen Ausstattung fir den kinstlichen Lymphknoten &hnliche
Ergebnisse im Zytokinprofil im Well erzielen. Anhand solch einer weiterentwickelten Art der Kokultur
waren dann auch weitergehende Untersuchungen wie zur Bildung von KLH-spezifischen Antikérpern
vereinfacht moglich.
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4.4 KLH als Immunogen und Sensibilisierer in vivo und in vitro

KLH ist ein Protein, welches seit vielen Jahren zur Untersuchung der Induktion von Immunantworten
eingesetzt wird (Curtis et al.1970; Curtis und Hersh 1972; Harris und Markl 1999; Weigle 1964;
Weissmann et al. 1990). In den im Rahmen dieser Arbeit durchgeflhrten in vivo Versuchen an Ratten
zeigte sich nach intratrachealer Applikation von KLH in einem Kurzzeitmodell mit Induktion und
Challenge die deutliche Entstehung einer antigenspezifischen Zweitantwort. Sowohl die
gewonnenen Parameter in den drainierenden Lymphknoten als auch in der bronchoalveolaren
Lavage lassen auf eine Tu2-basierte Immunantwort schlieRen.

In den Versuchen zur Untersuchung der Induktionsphase mittels organoider in vitro Kulturen
erwiesen sich die Prazisionslungenschnitte aus der Ratte als bedingt geeignet. In dem untersuchten
Zytokinprofil bewirkte KLH nur in Verbindung mit einem Danger-Signal geringe Tendenzen einer
Reaktion und auch TMA als bekannter respiratorischer Sensibilisierer zeigte keine deutlichen
Effekte. In Bezug auf die Signaltransduktion hatte allerdings besonders TMA stark induzierende
Effekte und auch fur KLH + LPS konnten hier erneut Tendenzen gezeigt werden. Eine ex vivo
Restimulation nach Induktion in vivo beeinflusste weder die hier analysierten Zytokine noch die
untersuchten Signalmolekdle in einer Weise, die auf eine Hyperreaktion schlieRen lasst. Um die hier
gezeigten Effekte eindeutig mit der Induktion einer Hyperreaktion in Verbindung bringen zu kénnen,
sind weitere Untersuchungen, wie die Analyse zusatzlicher Zytokine oder Antikdrperfarbungen zur
Detektion der Expression von Oberflachenmarkern, auch im Vergleich mit anderen Substanzen
notig. Allerdings weisen Prazisionslungenschnitte besonders durch die begrenzten Mdglichkeiten der
Kulturdauer und Stimulierbarkeit Grenzen auf, was den Aufwand weiterer Untersuchungen in diesem
Bereich fraglich macht. Sinnvoll scheint es eher, Prazisionslungenschnitte weiterhin zur
Untersuchung von Zytotoxizitdt oder anderen Indikationen zu verwenden, welche eine maximale
Kulturdauer von 24 Stunden erfordern, und Untersuchungen zur Induktion von Immunantworten bzw.
Hyperreaktionen mittels anderer Modelle durchzuflihren.

Die Kokultur antigenprasentierender Zellen und Lymphozyten ist in dieser Hinsicht ein
moglicherweise geeigneteres Modell. Trotz Verwendung der gleichen Zellen, welche sowohl im
kinstlichen Lymphknoten als auch im Well im gleichen Verhaltnis eingesetzt werden, den gleichen
zeitlichen Rahmenbedingungen und gleicher Substanzkonzentrationen, kommt es zu deutlichen
Unterschieden im Profil der analysierten Zytokine. In der zweidimensionalen Kokultur sind lediglich
LPS-induzierte Effekte detektierbar. Statt der Verstarkung moéglicher KLH-induzierter Veranderungen
durch das Danger-Signal, sind diese nicht eindeutig nachweisbar. Die Restimulation mit dem Protein
alleine fUhrt zu keinen Unterschieden zu der Mediumkontrolle. Im kinstlichen Lymphknoten dagegen
kommt es durch KLH zur Induktion der Tn2-typischen Zytokine IL-4 und IL-10 sowie einer spaten
Induktion von IL-1B. Die Reaktion auf KLH ist also klar von der auf LPS differenzierbar und weist
durch die Sekretion Tn2-typischer Zytokine auf den gleichen Typ einer Hyperreaktion hin wie die in
vivo Versuche.

Die dreidimensionale Struktur scheint folglich ein wichtiger Parameter bei der in vitro Kokultur zur
Induktion einer Immunantwort zu sein. Ob sich die verwendete Gelmatrix dafir in einem solchen
begasten Reaktor befinden muss, wie es der kiinstliche Lymphknoten ist, bleibt zu untersuchen. Wie
bereits vorher beschrieben, ist auch die Zellzahl in der Kultur ein wichtiger Parameter. Allerdings
sollte das Ziel solcher in vitro Ansatze natirlich sein, mit moglichst wenigen Primarzellen eine
zuverlassige Vorhersage eines hyperreaktiven Potentials einer Substanz treffen zu kénnen.
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Zur Verifizierung der gewonnenen Ergebnisse sind weitergehende Untersuchungen, z.B. zur Bildung
spezifischer Antikorper, in diesem Versuchsaufbau oder auch anhand weiterer immunogener bzw.
allergener Proteine nétig. Insgesamt scheint eine 3D-Kultur aus antigenprasentierenden Zellen und
Lymphozyten eine vielversprechende Moéglichkeit.
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5 Zusammenfassung

Die eigentliche Aufgabe des Immunsystems liegt im Schutz des Kdorpers vor Pathogenen, wie Viren,
Bakterien, Parasiten oder auch Toxinen. Fehlregulationen kénnen zu einer Immunantwort auf ein
eigentlich harmloses Antigen fihren und so unter Umstanden die Entstehung einer Hyperreaktion
auslosen. Aus der eigentlich den Korper vor Pathogenen schitzenden Immunantwort wird dann eine
Reaktion mit schadlicher Wirkung. Hyperreaktionen kénnen an allen Kérperoberflachen, an denen
Antigene aufgenommen werden, wie Haut, Darm oder Atemwege, entstehen. Respiratorische
Hypersensitivitatsreaktionen betreffen die oberen und unteren Atemwege. Sie sind weit verbreitet
und manifestieren sich beispielsweise in Form von allergischer Rhinitis oder Asthma. Einige
Substanzen beglinstigen die Entstehung solcher Hypersensitivitatsreaktionen. Fir die Identifizierung
dieser fehlt es derzeit sowohl in vivo als auch in vitro noch an akzeptierten und validierten
Testmethoden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunachst in einem in vivo Kurzzeitmodell mit intratrachealer
Applikation an Ratten das sensibilisierende Potential des Proteins KLH (keyhole limpet hemocyanin)
untersucht und dabei die Produkte zweier Hersteller verglichen. Nach Induktion und Challenge
zeigten sich anhand von Parametern in den drainierenden Lymphknoten und der broncholveolaren
Lavage durch beide KLH-Praparationen deutliche Effekte einer Ty2-basierten Immunantwort, welche
darauf hinweisen, dass KLH ein respiratorisch sensibilisierendes Potential besitzt.

Ausgehend von den in vivo gewonnenen Ergebnissen wurde anhand von organoiden in vitro Kulturen
die Induktionsphase der Hyperreaktion weiter untersucht. Prazisionslungenschnitte (PCLS) aus der
Ratte kamen bisher hauptsachlich in Zytotoxizitatsassays und in Untersuchungen zur Reaktion der
Lunge auf inflammatorische Stimuli zum Einsatz, da sie in ihrer dreidimensionalen Struktur einen
Querschnitt aller in der Lunge vorhandenen Zellen enthalten. In dieser Arbeit wurde die Expression
relevanter Zytokine sowie die Signaltransduktion unter anderem als Reaktion auf die Stimulation mit
den  sensibilisierenden Substanzen DNCB  (1-Chlor-2,4-dinitrobenzol) und  TMA
(Trimellitsaureanhydrid) im Vergleich zu KLH untersucht. Die Prazisionslungenschnitte zeigten eine
gute Stimulierbarkeit durch Endotoxin und Mitogen. Hinweise fir die Induktion einer Hyperreaktion
konnten dagegen nicht eindeutig detektiert werden. Auch die zusatzliche Aktivierung der
antigenprasentierenden Zellen oder eine ex vivo Restimulation nach Induktion in vivo zeigten nur
Tendenzen und fuhrten fur KLH weder zu einer eindeutig verstarkten Zytokinsekretion, die
Ruckschlisse auf eine Immunantwort zulieBe, noch zu einer Phosphorylierung bestimmter
Signalproteine, welche beispielsweise fir Kontaktsensibilisierer in Hautmodellen nachgewiesen
werden kann. In Kombination mit der zeitlich beschrankten Kulturdauer erwiesen sich die PCLS
demnach als nur bedingt geeignet zur Untersuchung der Induktionsphase einer respiratorischen
Hyperreaktion.

Einen weiteren in vitro Ansatz bildete die Kokultur von antigenprasentierenden Zellen und
Lymphozyten im kunstlichen Lymphknoten als 3D-Modell und in der 2D-Kokultur im Well, in der die
Situation der Antigenprasentation und Initiierung der Immunantwort im Lymphknoten abgebildet
werden soll. Aus dem Knochenmark der Ratte generierte dendritische Zellen wurden nach
spezifischer Reifung Uber einen Zeitraum von 14 Tagen mit Zellsuspensionen aus Milz und
Lymphknoten der Ratte kultiviert. Die Restimulation mit Antigen am Tag 7 fuhrte nur im kunstlichen
Lymphknoten zu einer KLH-induzierten Sekretion von zum Teil Ty2-typischen Zytokinen, wahrend in
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der 2D-Kokultur keine KLH-spezifische Reaktion induziert werden konnte. Die dreidimensionale
Struktur scheint also ein elementarer Faktor zu sein. Nach Verifizierung der Art der entstehenden
Immunantwort durch beispielsweise den Nachweis von KLH-spezifischen Antikorpern sowie einem
Vergleich mit anderen sensibilisierenden Substanzen, kénnte solch eine Kokultur die Méglichkeit zur
Untersuchung der Induktionsphase einer respiratorischen Hyperreaktion bieten. Inwieweit eine
Differenzierung zwischen Kontaktsensibilisierern und respiratorisch wirkenden Substanzen anhand
eines solchen in vitro Assays moglich wird, bleibt allerdings zu klaren.
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6 Summary

The immune systems major task is the protection against pathogens like viruses, bacteria, parasites
or toxins. Malfunctioning in this complex system can lead to an immune response against an
otherwise innocuous antigen and thereby provoke hypersensitivity reactions. Hypersensitivity
reactions can occur on every surface of the body where antigens are absorbed, like the skin, the
intestinal tract or the respiratory tract. Respiratory hypersensitivity reactions are a widespread health
issue and can affect the upper as well as the lower respiratory tract with clinical manifestations such
as allergic rhinitis or asthma. Certain substances can promote the development of hypersensitivity
reactions, but accepted and validated methods are still missing at present.

An in vivo short term model using intratracheal application in rats was established to test and compare
the sensitizing potential of the protein KLH (keyhole limpet hemocyanin) by using products of two
manufacturers. After induction and challenge, parameters in the draining lymph nodes and
bronchoalveolar lavage were determined. Both KLH products provoked marked effects with
tendencies of a Ty2-based immune response which lead to the conclusion that KLH might be a
potential respiratory sensitizer.

Based on the results of the in vivo experiments, organoid in vitro cultures were used to further
investigate the induction phase of the hypersensitivity reaction. Precision cut lung slices (PCLS)
contain an average of the cells present in the lung, maintained in their original three-dimensional
structure. The expression of relevant cytokines as well as signal transduction was analyzed after
stimulation with several substances including the known sensitizers DNCB (2,4-Dinitrochlorbenzene)
and TMA (trimellitic anhydride) in comparison to KLH. PCLS could be stimulated by endotoxin and
mitogen but evidence of the induction of hypersensitivity reactions could not be detected. Concerning
KLH additional activation of antigen-presenting cells or ex vivo restimulation after in vivo induction
showed only little effects on cytokine secretion. Also signal transduction, which is affected in skin
models after treatment with contact sensitizers, did not show specific alterations after treatment with
KLH. Therefore, and regarding the relatively short cultivation period, PCLS appear to be of limited
suitability for investigations of the induction phase of respiratory hypersensitivity reactions.

The second in vitro approach was the co-cultivation of antigen-presenting cells with lymphocytes in
the three-dimensional structure of an artificial lymph node and on a two-dimensional level in well-
plates, representing the antigen presentation and initiation of an immune response in the lymph node.
After antigen-specific maturation, bone marrow-derived dendritic cells were cultivated with rat cells
from lymph nodes and spleens for 14 days. In the artificial lymph node restimulation with antigen on
day 7 lead to a secretion of cytokines which were in part typical for a Tu2-based reaction, while no
KLH-specific response could be provoked in 2D co-culture. Therefore the three-dimensional structure
might be a critical factor.

The results gained show, that after further verification of the nature of the developing immune
response by measuring KLH-specific antibodies for example and comparison with other sensitizing
substances, such a co-culture might become a useful tool for investigations of the induction of
respiratory hypersensitivity reactions. Whether a differentiation between contact sensitizers and
respiratory sensitizers can be reached using this in vitro assay remains to be seen.
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