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Wissenschaftlichkeit: das heil3t zu wissen, was man weil} und was man nicht weil3.
Unwissenschaftlich ist alles totale Wissen, als ob man im Ganzen Bescheid wiifte.

Karl Jaspers
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l. Einleitung 1

I. EINLEITUNG

1 Das Immunsystem

In seiner Umwelt ist der Mensch standig Mikroorganismen beziehungsweise mikrobiellen
Stoffwechselprodukten sowie pflanzlichen und tierischen Giften ausgesetzt. Das
wesentliche Abwehrsystem zum Schutz des Organismus vor diesen Einflissen stellt das

Immunsystem dar.

Ein solcher Abwehrmechanismus ist die unspezifische Immunantwort. Bei dieser nicht
adaptiven Immunantwort wird der Schutz durch eine physikalische Barriere wie der Haut-
Schleimhaut-Barriere, zum anderen durch unterschiedliche biologische Mechanismen wie

antimikrobielle Enzyme, Phagozytose, Mikrobizidie und Komplement erreicht.

Bei der spezifischen oder zellvermittelten Immunitat kommt es zu einer Reaktion von
spezifischen Antikdrpern mit dem entsprechenden Antigen beziehungsweise durch
spezifisch sensibilisierte T-Lymphozyten, Makrophagen oder anderen immunkompetenten
Zellen zu einer adaptiven Immunantwort. Hierbei spielen bei der Vermittlung komplexer
Vorgange bestimmte Ubertragungssubstanzen, die Zytokine, eine entscheidende

Funktion.

Eine zentrale Rolle spielt dabei eine bestimmte funktionelle Gruppe von T-Lymphozyten,
die nach einem Kontakt mit dem Antigen direkt oder nach Kontakt mit
antigenprasentierenden Zellen den weiteren Verlauf der Immunantwort durch die

Sekretion bestimmter Zytokine steuern.

2 Th1-Th2-Immunantwort

Im Jahre 1986 haben Mosman et al. zwei unterschiedliche Populationen von T Zellen
beschrieben, die sich in ihrem Zytokin Muster unterscheiden (Mosmann TR, et al., 1986).
Lymphozyten, die vornehmlich IL-2, IFN-y und TNF-a produzierten wurden, Th1-Zellen
genannt. Im Gegensatz dazu wurden T-Zellen, die IL-4, IL-5, IL-6 und IL-13 produzierten,
Th2-Zellen genannt (Mosmann TR, et al., 1986; Abbas AK, et al., 1996) (Abbildung 1). Die
Zytokine, die von einer Subpopulation der T-Zellen produziert werden, regeln ihre
Funktion autokrin, indem sie das Wachstum ihres eigenen Phanotyps induzieren.
Zusatzlich zu der positiven Regulation sind diese Th1- und Th2-Zytokine in der Lage, die

Entwicklung und das Wachstum der T-Zellen des entgegengesetzten Typs zu inhibieren
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(Abbas AK, et al., 1996; Robinson D, et al., 1992). Heutzutage teilt man die CD4" T-Zellen
in vier Subpopulationen ein. Neben den Th1 und Th2-Zellen unterscheidet man au3erdem
so genannte Th0-Zellen, die sich entwickeln, wenn spezifische Polarisationssignale fehlen
und die regulatorisch wirkenden Th3-Zellen (Abbildung 1). ThO-Zellen produzieren sowohl
Th1- als auch Th2-Zytokine und haben vermittelnde Funktion (Mosmann TR and Sad S,
1996).

IL-2
IFN-y Entziindungs-
reaktionen
IL-4, IL-5,
IL-9, IL-13 IgE Synthese
@ _— —_— Eosinophilie
AHR
Tho Th2
(”70 IL-10
R, TGF-
(Q \ P Anti-inflammatorische
&~/ Wirkung
Th3

Abbildung 1: Differenzierung von CD4" T-Zellen

CD4" T-Zellen entwickeln sich aus naiven Th0-Zellen, die weder IL-4 noch IFN-y produzieren, zu Th1-, Th2-
oder Th3-Zellen. Werden naive T-Zellen mit IL-12, IL-18 und IFN-y stimuliert so entwickeln sich Th1-Zellen,
die ihrerseits IL-2 und IFN-g produzieren und Entziindungsreaktionen vermitteln. IL-4 fihrt zu einer
Differenzierung zu Th2-Zellen, die IL-4, IL-5, IL-9 und IL-13 produzieren und fiir allergische Reaktionen
verantwortlich sind. IL-10 kann die Entwicklung von Th3 Zellen induzieren, die IL-10 und TGF-§ produzieren

und anti-inflammatorisch und regulatorisch wirken.

Wahrend T-Helferzellen vom Th1-Typ vornehmlich zellvermittelte Immunreaktionen
induzieren, sind im Gegensatz dazu T-Helferzellen des Th2-Phanotyps und ihre Zytokine
IL-4, IL-5 und IL-13 bei atopischen Erkrankungen besonders wichtige Faktoren. IL-4 spielt
dabei die entscheidende Rolle, da es die Differenzierung von Th2-Zellen induziert und fir
die Expression zahlreicher Zytokine, Chemokine und adh&sionsmolekule verantwortlich ist
(Holgate S, 2001; Steinke JW and Borish L, 2001). IL-4 in Verbindung mit IL-13 ist der
einzige Faktor, der in B-Zellen einen Isotypklassenwechsel zum IgE induzieren kann
(Corry DB and Kheradmand F, 1999). IL-5 induziert die Entwicklung von eosinophilen
Granulozyten und verstarkt die Ausschiittung von Histamin aus basophilen Granulozyten
(Hirai K, et al., 1990).
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Zahlreiche Untersuchungen bei Patienten mit Asthma oder atopischer Dermatitis zeigen,
dass die Expansion von Zellen des Th2-Typs bei diesen Erkrankungen eine bedeutende
Rolle spielen (Renz H, 1995). So kdnnen allergenspezifische T-Zellklone in betroffenem
Gewebe der Patienten festgestellt werden. In Hautldsionen eingewanderte T-Zellen
exprimieren mRNA fir IL-4, IL-5 und IL-13, aber nicht fir IFN-y (Leung YM, 1999). Durch
in-situ Hybridisierung konnte die Expression von Th2 Zytokinen auch in Bronchialbiopsien

und in bronchoalveolaren Lavagen festgestellt werden.

Aufgrund dieser Beobachtungen lasst sich schlielen, dass das Ansteigen der
Allergiepravalenz der letzten zwei Jahrzehnte mit einem gestérten Gleichgewicht der Th1-
und Th2-Zellen zusammenhangt (von Mutius E, 2000). In dieser Hygiene-Hypothese geht
man davon aus, dass durch die verstarkte Hygiene in den industriellen Nationen
Infektionen, die normalerweise das Immunsystem stimulieren, ausbleiben. Diese
Infektionen wiirden sowohl die Ausbildung von Th1 Zellen als auch von TH3 Zellen
(regulatorische T-Zellen) induzieren (Chen Y, et al., 1995; Tsitoura DC, et al., 2000), die
beide eine schitzende Immunitat vermitteln, die Entwicklung von Th2-Zellen inhibieren
und die Toleranz gegenuiber Allergenen induzieren. Fehlen diese Infektionen, entwickeln
sich bevorzugt Th2-Zellen was die Entwicklung von Allergien und Asthma beglinstigt (von
Hertzen L, et al., 1999; McKeever TM, et al., 2002).

3 IL-4undIL-13

Interleukin-4 ist ein pleiotropes Typ1-Zytokin (Abbildung 2), das nach einer
rezeptorvermittelten Aktivierung von einem bestimmten Subtyp von T-Helferzellen, den
Th2-Zellen, von basophilen Granulozyten und von Mastzellen produziert wird (Seder RA
and Paul WE, 1994). Zusatzlich wird IL-4 noch von NK-T-Zellen (Chen HJ and Paul WE,
1997), von v/ T-Zellen (Ferrick DA, et al., 1995) und von eosinophilen Granulozyten
(Dubucquoi S, et al., 1998) produziert. IL-4 ist der wichtigste Faktor, der die
Differenzierung von naiven CD4" T-Zellen zu antigenspezifischen Th2-Zellen reguliert. Die
gebildeten Th2-Zellen zeichnen sich dadurch aus, dass sie in der Lage sind neben IL-4
noch weitere Zytokine wie IL-5, IL-10 und IL-13 zu produzieren (Seder RA, et al., 1992;
Hsieh CS, et al., 1992). Diese kénnen die Entwicklung von IFN-y produzierenden CD4"
Th1-Zellen unterdriicken. Eine zweite wichtige Funktion von IL-4 ist die Fahigkeit, einen
spezifischen Immunglobulin-Klassenwechsel zu induzieren. IL-4 induziert in murinen B-
Zellen den Immunglobulin-Klassenwechsel zum IgE und 1gG1 Typ (Coffman RL, et al.,
1986; Vitetta ES, et al., 1985), in humanen B-Zellen zum IgE und IgG4 Typ (Gascan H, et

al., 1991). Damit ist IL-4 bei der Regulation allergischer Reaktionen und wahrend der
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Immunabwehr gegen Helminthen und anderen extrazellularen Parasiten ein

entscheidender Faktor.

Abbildung 2: Ribbonmodell des
humanen IL-4

IL-4 besteht aus vier alpha-Helices in
einer biindelférmigen Anordnung. Diese

sind durch eine kurze und zwei lange

Schleifen miteinander verbunden.

Weiterhin wikt IL-4 in vielfacher Hinsicht an wichtigen Stellen im hamatopoetischen
System: Es steigert die MHCII-Expression in B-Zellen (Noelle R, et al., 1984), verstarkt
die Expression von CD23 (Defrance T, et al., 1987), reguliert die Expression des IL-4
Rezeptors (Ohara J and Paul WE, 1988) und induziert in Verbindung mit LPS Thy 1
(Snapper CM, et al., 1988). IL-4 ist des Weiteren besonders wichtig bei der Expression
von adhasionsmolekilen und Entziindungen. So reguliert IL-4 die Rekrutierung von
eosinophilen Granulozyten und T-Zellen in entziindetes Gewebe durch die Induktion der
Expression von VCAM-1 auf vaskularen Endothelzellen (Thornhill MH, et al., 1991) und

durch die verminderte Expression von E-Selektin (Bennet BL, et al., 1997).

IL-4-Rezeptoren sind im hamatopoetischen System, in endothelialen, epithelialen,
muskularen, fibroblastischen, hepatischen Zellen und auf Hirnzellen zu finden (Ohara J
and Paul WE, 1987; Lowenthal JW, et al., 1988). Der Rezeptor besteht aus der 140-kDa
IL-4 Rezeptor-alpha-Kette (IL-4Ra-Kette), die IL-4 mit hoher Affinitat bindet (Reichel M, et
al., 1997). Fur die Signalubertragung im physiologischen System bildet die IL-4Ra-Kette
ein Heterodimer mit einer zweiten Rezeptorkette, der gamma-common-Kette (y.-Kette)
(Letzelter F, et al., 1998). Die y.-Kette bindet an den Komplex aus IL-4 und der IL-4Ra-
Kette und wird fiir die Aktivierung der Signaltransduktionskaskade benétigt (Russel SM, et



l. Einleitung 5

al., 1993).

Die IL-4Ra-Kette ist ebenfalls Bestandteil des IL-13-Rezeptor-Komplexes. IL-13 benutzt
nicht die y.-chain (Obiri NI, et al., 1997; Murata T, et al., 1998).

Der IL-4Ra. ist ein Mitglied der hamatopoetischen Rezeptor-Superfamilie, deren
Rezeptoren Gemeinsamkeiten in strukturellen Motiven in der extrazellularen Domane
zeigen, die aus der Typ Il Fibronektin Domane besteht (Miyajima A, et al., 1992). Diese
Motive beinhalten konservierte paarige Cystein-Reste und ein WSXWS Motiv in der

proximalen Region.

Der murine IL-4Ra. ist 785 Aminosauren lang, wobei hiervon 553 Aminosauren in der
zytoplasmatischen Region liegen (Mosley B, et al., 1989). Die zytoplasmatische Region
beinhaltet Regionen, die sowohl in anderen Mitgliedern der hematopoetin Rezeptorfamilie
zu finden sind als auch hochkonservierte Regionen, die auch bei IL-4Ra-Kette anderer
Spezies zu finden sind. Insbesondere flinf hochkonservierte Tyrosin-Reste im
zytoplasmatischen Teil des Rezeptors lassen auf eine besonders wichtige funktionale

Bedeutung schlieRen.

Hetrodimerisation der IL-4Ra-Kette mit der y.-Kette fuhrt zur Aktivierung der IL-4R
Signaltransduktion (Kammer W, et al., 1996), deren Grundlage die Aktivierung von
Tyrosinkinasen ist, die dann zellulare Substrate phosphorylieren und letztendlich die
Signaltransduktionskaskade induzieren (Miyajima A, et al., 1992). Die Janus-Familie
Tyrosin Kinasen (Jak) spielen bei der Induktion der Signaltransduktion bei den
Hamatopoetin Rezeptoren eine entscheidende Rolle. Drei Mitglieder der Jaks - Jak-1,
Jak-2 und Jak-3 - spielen bei der Aktivierung der IL-4 vermittelten
Signaltransduktionkaskade eine wichtige Rolle (Witthuhn BA, et al., 1994; Johnston JA, et
al., 1994; Murata T, et al., 1996). Wahrend Jak-1 mit der IL-4Ra-Kette assoziiert ist, ist
Jak-3 mit der y.-Kette verbunden (Miyazaki T, et al., 1994; Russel SM, et al., 1994).
Ebenso mit der IL-4Ra-Kette ist eine Kinase aus der Familie der SRC-Kinase, Fes, die

ebenfalls durch IL-4 aktiviert werden kann (Izuhara K, et al., 1994).
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Die Aktivierung dieser Kinasen, die mit dem IL-4Ra assoziiert sind, fihrt zu einer
Tyrosinphosphorylierung funf konservierter Tyrosinresten in der zytoplasmatischen
Region der IL-4Ra Kette (Smerz-Bertling C and Duschl A, 1995). Hierbei scheint der
Tyrosin-Rest an Stelle 497 besonders wichtig fur eine proliferative Antwort (Gallizi JP, et
al., 1990), die Reste Y557, Y575, Y603 und Y631 eher fur die Induktion von IL-4
abhangigen Genen zu sein (Deutsch HH, et al., 1995). Generell zeigt sich also, dass die
zytoplasmatische Region der IL-4Ra-Kette drei funktionell unterschiedliche Doméanen
besitzt: Eine dient der Interaktion mit der Janus-Kinase, eine der Induktion fir eine

proliferative Reaktion und die dritte der Induktion von 1l-4 abhangigen Genen.

Zusammenfassend kann zwischen zwei unterschiedliche Signalwegen unterschieden
werden: dem Stat-6 Signaltransduktionsweg und dem Weg uber die Aktivierung des [4R
Motivs (Abbildung 3). Bei dem Stat-6 Signaltransduktionsweg bindet nach der
Phosphorylierung des IL-4Ra das Stat-6 an die Phosphotyrosinreste, wird phosphoryliert
und dissoziiert ab. AnschlieRend bildet sich ein Stat-6 Dimer, welcher in den Nukleus
transloziert wird und dort eine Transduktion IL-4 abhangiger Gene induziert (Takeda K, et

al., 1997) (Abbildung 3).
IL-4

('A“;

Jak1

R Zell-
wachstum

~ Transkription -
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Abbildung 3 (vorige Seite): Signaliibertragung am IL-4 Rezeptor: Stat-6 und I4R Motiv (SHC)

Nach Phosphorylierung des Stat-6 durch Phosphotyrosinreste des IL-4Ra., bildet sich ein Dimer, dass in den
Nukleus transloziert wird und dort die Expression IL-4 abhangiger Gene induziert. Die Aktivierung des
adaptermolekiils erfolgt durch Phosphorylierung, dass letztendlich RAS aktiviert und somit Zellwachstum

induziert.

Nach der Aktivierung des 14R Motivs Interagiert das IRS-1/2 Molekul mit der
phosphorylierten IL-4 Ra Kette, so wird IRS-1/2 selbst phosphoryliert und es kommt nach
einer weiteren Interaktion mit der p85 Untereinheit der PI-3 Kinase zu einer Bildung von
Phosphoinositin, das weitere darunterliegende Effekte wie z. B. Akt oder PKC aktiviert
(Abbildung 4). Weiterhin kann das phosphorylierte 14R Motiv das adaptermolekil SHC
binden, wodurch wahrscheinlich kleine GTPasen wie RAS aktiviert werden. Der genaue
Mechanismus ist jedoch unbekannt (White MF, 1998) (Abbildung 3).

IL-4

1
%

Ins (4,5) PO, — Ins (3,4,5) Po,
Ins (4) PO, —» Ins (3,4) PO,

LN

4 Akt p PKC

L

P110 e
@ \ }
N

SHP2 _ Zellwachstum
Uberlebenssignal

Abbildung 4: Signaliibertragung am IL-4 Rezeptor: I4R Motiv (PI-3 Kinase Weg)
Nach der Aktivierung des 14R Motivs wird IRS-1/2 phosphoryliert, das nach der Interaktion mit p85 und p110
die Bildung von Phosphoinositin induziert. Dadurch werden darunterliegende Effekte (Akt, PKC) initiiert, die

zum einen Zellwachstum hervorrufen, zum anderen ein Uberlebenssignal geben.
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4 Disregulierte Immunantwort

41 Allergisches Asthma

Asthma ist eine chronische Erkrankung der Atemwege, die durch eine reversible
Atemwegsobstruktion und Atemwegsentziindung, einer persistierender

Atemwegshyperreaktivitat (AHR), gekennzeichnet ist (National Institute of Health, 1997).

Die allergische Entziindung und die Atemwegshyperreaktivitat sind fur die Pathogenese
des Asthmas von besonderer Bedeutung. Diese beginnt meist, wenn ein Allergen
eingeatmet wird, die Schleimhautbarriere Uberwindet und schliellich von
antigenprasentierenden Zellen, den dendritischen Zellen, aufgenommen wird (Holt PG,
2000). Diese dendritischen Zellen wandern nun zu den regionalen Lymphknoten, wo das
Antigen B- und T-Zellen prasentiert wird. In der Gegenwart von IL-4 und IL-13 fuhren B-
Zellen einen Isotypen-Klassenwechsel zum IgE-Typ durch und produzieren IgE (Busse
WW and Lemanske RF, 2001). Auch beim allergischen Asthma scheinen IL-4 und IL-13
die wichtigsten Zytokine zu sein, die eine Th2 Immunantwort induzieren kénnen

(Sensibilisierungsphase, Abbildung 5).
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Sensibilisierungsphase
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Abbildung 5: Sensibilisierungsphase der allergischen Reaktion und die Rolle von IL-4 und IL-13

Nach dem ersten Allergenkontakt wird das Allergen von antigenprasentierenden Zellen (APC) aufgenommen
und naiven CD4" T Zellen prasentiert. Durch IL-4 entwickeln sich diese zu T-Helferzellen vom Typ2. IL-4 und
IL-13 sind bisher die einzig bekannten Faktoren, die in B-Zellen den Isotypklassenwechsel zum IgE induzieren
kénnen. Das produzierte IgE bindet sodann an die Effektorzellen, wie Mastzellen oder basophile

Granulozyten.

Das produzierte IgE wird rasch in die Blutbahn entlassen und bindet schnell an hochaffine
IgE-Rezeptoren (FceRI) auf der Oberflache von Mastzellen und basophilen Granulozyten
und an den schwach-affinen IgE Rezeptoren (FceRIl oder CD23) von Lymphozyten,
eosinophilen Granulozyten, Blutplattchen und Makrophagen (Abbildung 5). Wenn eine
Mastzelle einmal mit antigenspezifischen IgE bedeckt ist, fuhrt eine zukiinftige Exposition

mit dem Allergen zur Mastzell-Aktivierung.

Die Interaktion der gebundenen allergenspezifischen IgE-Molekile mit dem Allergen, fuhrt
zu einer Quervernetzung, die wiederum zu einer Aktivierung einer
Signaltransduktionskaskade flhrt, die die Ausschittung von Speicherkdrperchen, die
Histamin, Tryptase, Chymase Eicosanoide, freie Radikale und Th2-Zytokine enthalten
(Busse WW and Lemanske RF, 2001). Diese Phase bezeichnet man als
Sofforttypreaktion (Abbildung 6). Die meist toxischen Substanzen sind fir die Symptome
des akuten Asthmas verantwortlich. Histamin induziert die Kontraktion der glatten

Muskulatur der Atemwege, Schleimsekretion und Vasodilatation. Die Membranintegritat
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geht verloren, Plasma und Plasma-Proteine gelangen in die Zellzwischenrdume der
Atemwege, was letztendlich zu Verengung des Lumens flihrt (Bousquet J, et al., 2000).
Tryptase potenziert die histamininduzierte Muskelkontraktion, wohingegen die Chymase
durch ihre Prokollagen Proteinaseaktivitat direkt toxisch auf die Zellen der Atemwege
wirken (Bousquet J, et al., 2000). Die Ausschittung von Cysteinylleukotrienen und
anderen entziindlichen Zytokinen flhren zu der Spate-Phase-Reaktion, der chronischen
allergischen Entzlindung, bei der vornehmlich eosinophile Granulozyten, Th2-Zellen,
Makrophagen und neutrophile Granulozyten rekrutiert und aktiviert werden (Rothenberg
ME, 1998). Hierbei spielen die eosinophilen Granulozyten wahrend der chronischen

Entzindung beim allergischen Asthma die entscheidende Rolle.

L * Effektorphase
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Abbildung 6: Effektorphase der allergischen Reaktion und die Rolle von IL-4 und IL-13

Nach erneutem Kontakt mit dem Allergen in einem sensibilisierten Organismus bindet das Allergen an das IgE
der Effektorzellen und quervernetzt diese. Dadurch kommt es zur Degranulation; Mediatorsubstanzen werden
ausgeschlittet, die zur allergischen Soforttypreaktion flihren. Ebenso wird von Effektorzellen IL-4 und IL-13
produziert, die die allergische Reaktion aufrechterhalten und verstarken. Weiterhin haben IL-4 und IL-13
direkte Effekte auf unterschiedliche Zelltypen, die Chemokine und adhasionsmolekile exprimieren, die

wiederum zur Spate-Phase-Reaktion und zur chronischen allergischen Entziindung fiihren.
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Eosinophile Granulozyten werden durch chemotaktisch wirkende Substanzen in die
Lunge rekrutiert, die vornehmlich von Mastzellen und T-Zellen stammen. Die wichtigsten
Substanzen sind hierbei Leukotrien B4, IL-16 und Eotaxin 1 und 2 (Bousquet J, et al.,
2000; Rothenberg ME, 1998). Sind die eosinophilen Granulozyten in der Lunge
eingewandert, entlassen sie ihre toxischen Speicherkérperchen wie MBP (major basic
protein), ECP (eosinophil cationic protein) und EDN (eosinophil-derived neurotoxin), die
Gewebeschadigungen, Kontraktion von glatter Muskulatur und eine verstarkte
Permeabilitat der GefalRe verursachen. Weiterhin entlassen eosinophile Granulozyten
Molekiile wie RANTES, Eotaxin und Th2-Zytokine, die weitere eosinophile Granulozyten
und Th2-Zellen in die Atemwege rekrutieren. Ist diese zyklische Reaktion einmal etabliert,
wird das allergische Asthma mit Gewebeschadigung und der Rekrutierung von

eosinophilen Granulozyten chronisch (Abbildung 6).

4.2 Atopische Dermatitis

Bei der atopischen Dermatitis spielen sowohl T-Helferzellen vom Th1-, als auch vom Th2-
Typ fUr die Pathogenese eine entscheidende Rolle. Welche Subpopulation eine Rolle
spielt, hangt hauptsachlich mit der Starke und dem Stadium der Hautlasionen zusammen
(Leung YM, 1999; Hanilin JM and Chan S, 1999). Die betroffenen Hautpartien der
Patienten mit einem akuten Ekzem zeigen ein mononukleares Zellinfiltrat und aktivierte
CD4" T-Zellen, die Th2-Zytokine exprimieren und somit die Produktion von IgE
Antikdrpern von B-Zellen induzieren (Hamid Q, et al., 1994). Das T-Zellinfiltrat in
chronischen Ekzemen besteht hauptsachlich aus Th1-Zellen besteht (Hamid Q, et al.,
1994; Hamid Q, et al., 1996). Das produzierte IFN-y inhibiert Th2-Zellen und somit auch
die IgE-Synthese (Parish WE, 1998). Die sequentielle Aktivierung von T-Helferzellen,
Th2-Zellen in der Initiierungsphase beim akuten Ekzem und Th1-Zellen in der Phase mit
einem chronischem Ekzem scheint von fundamentaler Bedeutung flir die Pathogenese
der atopischen Dermatitis zu sein (Leung YM, 1999) (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Sequentielle Aktivierung von Th1- und Th2-Zellen im Verlauf der atopischen Dermatitis
Wahrend der Initiierungsphase kommt es nach dem Kontakt mit einem Allergen zur Entwicklung Th2-Zellen,
die IL-4, IL-13 und IL-5 produzieren. Dadurch invasieren unterschiedliche Zellen, die vornehmlich I1L-12
exprimieren, in die Haut. IL-12 induziert nun die Bildung von IL-12, wodurch ein Wechsel zu einem Th1-
Phéanotyp induziert wird. Diese Th1-Zellen exprimieren IFN-y, die zum einen Th2-Zellen inhibieren und zum

anderen die Bildung des chronischen Ekzems induzieren und aufrechterhalten.

Der Hauptteil der T-Helferzellen im Blut von AD-Patienten ist vom ThO-Typ. Die
Differenzierung dieser ThO-Zellen zum Th1- oder Th2-Phanotyp hangt vom Zytokin-Milieu
der T-Zellentwicklung oder von kostimulatorischen Signalen wahrend der T-Zellaktivierung
ab (Parish WE, 1998). Ein Allergen wird von den antigenprasentierenden Zellen der Haut,
den Langerhans-Zellen, aufgenommen und wandert sodann in die regionalen
Lymphknoten. Dort prasentiert sie iber MHCII-Moleklle das prozessierte Antigen den
CD4" T-Helferzellen (Parish WE, 1998). Welche kostimulatorischen Faktoren in diesem
Fall fur die Aufrechterhaltung der Balance von Th1- und Th2-Zellen beziehungsweise fur
Differenzierung von Th2-Zellen in frihen Stadien der atopischen Dermatitis und von Th1-
Zellen in chronischen Ekzemen verantwortlich ist, ist derzeit nicht bekannt (Beltrani V,
1999).

In Patienten mit atopischer Dermatitis wandern diese stimulierten Zellen anschlief3end in
die Haut ein und verbleiben dort. Verantwortlich fur diese Ansiedlung (Homing) scheint die
Interaktion des T-Zell-Ansiedlungs-Rezeptors (T-Cell-homing receptor) mit den vaskularen

Zelloberflachenantigenen der dermalen Hautgefalle zu sein. Nahezu alle T-Zellen in
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chronischen Hautlasionen von AD-Patienten tragen den Ansiedlungs-Rezeptor CLA
(Hanilin JM and Chan S, 1999). Die Interaktion von CLA der T-Zellen mit dem E-Selektin
der dermalen BlutgefalRe scheinen fir das Homing von T-Zellen von besonderer
Bedeutung zu sein, jedoch wurde auch eine Rolle von Alpha-6 Integrin, VCAM-1, ICAM-1
und IL-8 fur den Ansiedlungs-Prozess von T-Helferzellen in AD-Patienten beschrieben
(Santamaria-Babi LF, 1995).

Weiterhin ist bei Patienten, die unter atopischer Dermatitis leiden, haufig eine gesteigerte
Anfalligkeit auf virale, bakterielle und fungide Infektionen sowie eine gesenkte Anfalligkeit
auf ein allergisches Kontaktekzem festgestellt worden (Leung YM, 1999; Hanilin JM and
Chan S, 1999). Dieses lasst vermuten, dass die atopische Dermatitis mit einer defekten
zellvermittelten Immunitat einhergeht. cxDennoch zeigen Hautlasionen von AD Patienten
charakteristische Eigenschaften der zellvermittelten Immunreaktion und sind
immunhistochemisch der allergischen Kontaktdermatitis ahnlich jedoch zeigt die Haut
dennoch eine verminderte zellulare Immunantwort (Ohmen JD, et al., 1995). Diese
Reduktion der zellvermittelten Immunitat lasst sich vornehmlich durch eine gesteigerte
Produktion von immunsuppressiven Zytokinen wie IL-10 und TGF-B-1 in der Haut von AD-
Patienten nachweisen. IL-10 wird von mononuklearen Zellen produziert, die in
chronischen Hautlasionen in die Haut einwandern und dann letztendlich die Th1-
Zellproliferation inhibieren, was somit zu einer Reduktion der IFN-y-Sekretion von T-Zellen
in Patienten mit atopischer Dermatitis. TGF-B-1 und IL-10 inhibieren die Aktivitat von Th1-
und Th2-Zellen in chronischen Hautlasionen (Arkwright PD, et al., 2001).

Inwieweit allergische Reaktionen an der Pathogenese der atopischen Dermatitis eine
Rolle spielt, ist derzeit umstritten. Einige AD-Patienten zeigen erhdhte allergenspezifische
IgE-Antikorper-Titer gegen unterschiedliche Allergene wie Hausstaubmilben, Pollen und
Nahrungsmittel (Hanilin JM and Chan S, 1999). Dennoch zeigen etwa 20% der AD
Patienten weder erhdhte IgE-Titer noch eine spezifische Sensibilisierung gegen Antigene
oder Allergene (Ruzicka T, 1998; Jones IIE, et al., 1975). Des Weiteren ist ein erhohter
IgE-Titer nicht zwangslaufig mit einer Allergie oder einer atopischen Dermatitis
verbunden. Im Gegensatz dazu kdnnen agamaglobulinamische Kinder, die kein IgE

besitzen, eine atopische Dermatitis entwickeln (Peterson RD, et al., 1966).

Dennoch weist gerade die Existenz von hochaffinen IgE-Rezeptoren auf Langehans-
Zellen und auf Makrophagen der Haut auf eine Beteiligung von IgE in der Pathogenese
der atopischen Dermatitis hin (Bieber T, et al., 1992). Langerhanszellen, die IgE auf ihrer

Zelloberflache tragen, prasentieren Allergene zu allergenspezifischen T-Zellen, die somit
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eine allergische Reaktion vom verzogerten Typ induzieren (Bruynzeel-Komen CA, et al.,
1986). Das Vorhandensein dieser allergischen Reaktion im akuten Stadium der AD lasst
vermuten, dass simultan unterschiedliche Immunreaktionen bei der atopischen Dermatitis
auftreten (Uno Il and Hanilin JM, 1980). Langerhans-Zellen in AD-Hautldsionen kdnnen
autokrin Th2-Zellen stimulieren und allergenspezifisches IgE kann die
Antigenprasentation in Langerhanszellen steigern (Van Reijsen FC, et al., 1998; Sampson
l1A, 1997). Die Bestrahlung mit UV-1 Licht, das die hochaffinen IgE Rezeptoren auf den
Langerhans-Zellen reduziert, fiihrt zu einer Besserung des klinischen Bildes der AD
(Beltrani V, 1999).

Als weiterer Faktor, der zur Ausbildung der Pathogenese der AD fihrt, werden
Autoantikorper gegen IgE diskutiert. Etwa 60% der AD-Patienten zeigen Autoantikérper
gegen IgE. Diese aktivieren Makrophagen, die IgE auf ihrer Zelloberflache tragen (Valenta
R, et al., 1996; Quinti |, et al., 1986). Weiterhin konnten Autoantikdrper gegen das
zytoplasmatische 55-kDa-Protein in Haut-Keratinozyten von AD-Patienten isoliert werden
(Valenta R, et al., 1998). Andere Autoantikérper gegen humane endogene Antigene sind
denkbar, da diese eine Entziindung aufrechterhalten konnten und somit das chronische

Auftreten der Erkrankung erklaren kénnten.

T-Helfer 2 Zytokine induzieren einen Influx von eosinophilen Granulozyten in die Haut von
AD-Patienten (Quinti [, et al., 1986). Diese Granulozyten entlassen hier nun ihr MBP, was
in Hautlasionen von AD-Patienten nachgewiesen wurde (Leiferman KM, et al., 1985).
Dabei korreliert der Schweregrad der AD mit der Anzahl der eosinophilen Granulozyten in
der Haut, wobei zusatzlich die eosinophilen Granulozyten eine verlangerte Lebensdauer
zeigten (Rudikoff D and Lebwohl M, 1998; OII NL, et al., 1994; Hanilin JM and Lobitz WC,
1977). Eosinophilen Granulozyten werden durch Eotaxin und dem Monozyten-
Chemotaktischen Protein-4, die nachweislich in erhéhten Spiegeln in AD-Lasionen von
Patienten produziert werden, chemotaktisch angelockt. Somit scheinen eosinophile
Granulozyten wichtige Effektorzellen bei der atopischen Dermatitis zu sein (Taha RA, et
al., 2000; Taha RA, et al., 1999).

Gesteigerte cAMP-Hydrolyse durch eine genetisch bedingte erhéhte Phosphodiesterase
Aktivitat in Monozyten flhrt unter anderem zu einer gesteigerten Produktion an
Prostaglandin E2 und IL-10 (Grewe SR, et al., 1982). Diese Mediatoren inhibieren die
IFN-y Produktion und induzieren somit die Induktion von Th2-Zellen aus undifferenzierten
ThO-Zellen (Grewe SR, et al., 1982). Leukozyten von AD-Patienten zeigen ebenfalls eine

gesteigerte cAMP-Phosphodiesterase-Aktivitat (Hanilin JM, et al., 1996), was letztendlich
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zu einer gesteigerten IgE-Synthese durch B-Zellen und IL-4 Produktion von Th2-Zellen
fuhrt (lio S, et al., 1996).

5 Tiermodelle und atopische Erkrankungen

Wichtige Erkenntnisse Uber das allergische Asthma bronchiale stammen aus
unterschiedlichen Tiermodellen (Leong KP, et al., 2001). Die
Atemwegsiberempfindlichkeit gegeniber Metacholin, ein charakteristisches klinisches
Merkmal des allergischen Asthmas, wird durch drei unterschiedliche Mechanismen
vermittelt (Holt PG, et al., 1999). Einen wesentlichen Effektor-Mechanismus stellt die
bronchiale Entziindungsreaktion mit eosinophilen Granulozyten dar (Foster PS, et al.,
1996). Weitere Effektormechanismen umfassen die IgE-vermittelte Mastzelldegranulation
(Zuberi RI, et al., 2000) und die IL-13 induzierte Expression des Mucin-Gens, die
Akkumulation von Hyalonsaure, die Becherzellmetaplasie und die subepitheliale Fibrose
(Zhu Z, et al., 2001; Walter DM, et al., 2001).

Fur die Aufklarung der Pathogenese der atopischen Dermatitis stehen hauptsachlich
klinische Beobachtungen aus der humanen Praxis zur Verfligung. Tierexperimentelle
Ansatze versuchen seit langerem die klinischen Beobachtungen der humanen atopischen
Dermatitis zu simulieren. Wang et al. haben 1996 erstmals ein Mausmodell fur die
atopische Dermatitis beschrieben, indem sie die Tiere epicutan mit Ovalbumin
sensibilisierten (Wang LF, et al., 1996). Die epicutane Sensibilisierung induziert eine Th2-
ahnliche Immunreaktion in Verbindung mit einer starken Produktion von IgE-Antikdrpern
und histologischen Zeichen einer Dermatitis, jedoch keine makroskopischen
Veranderungen (Wang LF, et al., 1996; Spergel JM, et al., 1997). In einem weiteren
Tiermodell, der NC/Nga Maus, kénnen neben einem Th2-Phanotyp und hohen IgE-Titern
auch makroskopische Hautlasionen dargestellt werden (Matsuda H, et al., 1996). Seitdem
werden vor allem NC/Nga-Mause fur die Evaluierung von Therapiemdglichkeiten fir die
humane atopische Dermatitis verwendet (Matsumoto M, et al., 2002; Nakamura H, et al.,
2002; Sudo N, et al., 2001; Sumiyoshi K, et al., 2002; Watanabe N, et al., 2002).

6  Zytokine und immunpharmakologische Therapie

6.1 Allergisches Asthma

Zahlreiche Arbeiten berichten Uber die Nitzlichkeit der Inhibition von Th2 Zytokinen in

Maus-Modellen fir allergisches Asthma (Barnes PJ, 2001).
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Es wurden bisher diverse Mdglichkeiten studiert IL-5 abhangige Effekte zu inhibieren. Die
Inhibition von IL-5 durch IL-5 Antikdérper (Hamelmann E, et al., 1999) oder die aktive
Vakzinierung, mit der eine anti-IL-5-Antikorper-Reaktion ausgeldst wird (Hertz M, et al.,
2001), fhrt zu einer vollstandigen Reduktion der eosinophilen Entziindung und der
Atemwegsuberempfindlichkeit (Blumchen K, et al., 2001). Dennoch zeigten preliminare
Daten aus klinischen Studien von Patienten mit leichtem Asthma mit humanisierten anti-
IL-5 Antikorpern zwar eine Reduktion der eosinophilen Granulozyten in Blut und Sputum,
jedoch blieb die asthmatische Spate-Phase-Reaktion und die

Atemwegsuberempfindlichkeit unbeeintrachtigt (Leckie MJ, et al., 2000).

Mogliche selektive IL-4-Inhibitoren sind die extrazellulare Domane der IL-4 Rezeptor
alpha Kette (sIL-4Ra) oder Antikdrper gegen IL-4 (Renz H, et al., 1996; Corry DB, et al.,
1996; Henderson WR, et al., 2000).Es konnte gezeigt werden, dass beide die
allergenspezifische IgE-Synthese, die Atemwegseosinophilie und die
Atemwegshyperreaktivitdt gegen Methacholine inhibieren kdnnen, wenn sie wahrend der
Sensibilisierung in Mausen appliziert wurden. Dahingegen konnte die eosinophile
Entziindung nur geringfiigig und die AHR gar nicht gesenkt werden, wenn die I1L-4 -
Antagonisten zum Zeitpunkt der Allergenprovokation appliziert werden (Coyle AJ, et al.,
1995). Dennoch wurde vor kurzem berichtet, dass in einer ersten klinische Phase /1l
Studie der Asthmascore in Patienten mit leichtem Asthma durch die Verabreichung von
slL-4Ra verbessert werden konnte (Borish LC, et al., 2001).

Ein selektiver IL-13 Inhibitor auf der Basis eines loslichen humanen IL-13-Rezeptor-
Fusionsproteins (sIL-13Ra2-FC) oder Antikdrper gegen IL-13 sind in der Lage, die
Entwicklung der Atemwegshyperreaktivitat und der eosinophilen Entziindung in einem
Maus-Modell fur allergisches Asthma zu inhibieren, wenn sie wahrend der
Allergenprovokation appliziert werden (Grunig G, et al., 1998; Wills-Karp M, et al., 1998;
Blease K, et al., 2001).

Aus diesem Grund wird angenommen, dass wegen der unabhangigen Rolle von IL-4 und
IL-13 bei allergischen Erkrankungen die Inhibition nur eines einzelnen Zytokins lediglich
eine eingeschrankte Wirkung zeigt. Da die |IL-4-Rezeptor-alpha-Kette (IL-4Ra-Kette)
Bestandteil beider Rezeptorkomplexe sind, scheint es erfolgsversprechender zu sein,
beide Zytokine durch die Blockade der IL-4Ra-Kette mit nur einem Molekul zu inhibieren.
Unlangst haben wir einen IL-4/IL-13-Antagonisten auf der Basis eines mutierten IL-4
Molekuls (Q116D, Y119D) (Grunewald SM, et al., 1997) entwickelt, der in vitro vollstandig
IL-4 und IL-13 abhangige Reaktionen inhibiert (Grunewald SM, et al., 1998) (Abbildung 8).
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Des Weiteren konnte wahrend der primaren Sensibilisierung der Maus mit Ovalbumin die
IgE-Synthese und die Entwicklung einer Uberempfindlichkeitsreaktion vom Soforttyp
vollstandig unterbunden werden. Vor kurzem konnte gezeigt werden, dass eine weitere
mutierte IL-4-Variante (C118 Deletion) die Entwicklung der eosinophilen Entzindung, der
Atemwegshyperreaktivitat und die Becherzellmetaplasie in der Maus inhibiert werden
konnte, wenn die Variante wahrend der Allergenprovokation gegeben wird (Tomkinson A,
et al., 2001).

o '..
P L4 IL-4/IL-13 IL-13
© = Hemmstoff o
GOO %
e, *
y-Kette IL-13Ra -Kette

IL-4Ra -Kette IL-4Ra -Kette

Keine Signalweiterleitung

Abbildung 8: Funktion des IL-4/IL-13 Inhibitor QY.

Der antagonistisch wirkende IL-4/IL-13 Inhibitor QY (IL-4/IL-13 Hemmstoff) bindet mit gleicher Affinitat an den
IL-4Ra wie das IL-4 Wildtyp Protein, ist aber nicht in der Lage die zweite Rezeptoruntereinheit, die gamma
common Kette zu rekrutieren. Dadurch wird die Signalweiterleitung unterbunden. Da IL-4 und IL-13 die IL-4Ra
Kette als gemeinsame Untereinheit besitzen, ist es ebenso moéglich den IL-13 Signaltransduktionsweg zu

inhibieren.

Obwohl mehrere Studien mit Zytokin Inhibitoren gezeigt haben, dass IL-4 und IL-13 eine
wichtige Rolle bei der allergischen Sensibilisierung haben und eine Relevanz bei der
Entwicklung von allergischen Erkrankungen besitzen, wenn diese wahrend der
Allergenprovokation appliziert werden, ist die Rolle von IL-4- und IL-13-Antagonisten und
deren therapeutisches Potential in etablierten und persistierenden allergischen

Erkrankungen nur unzulanglich bekannt.
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6.2 Atopische Dermatitis

Fur die Therapie der atopischen Dermatitis existieren derzeit wenig experimentelle
Ansatze bei denen Th2- oder Th1-Zytokine spezifisch inhibiert werden. Als Grund daflr
lasst sich vermutlich die Diversitat der Pathogenese der atopischen Dermatitis vermuten.
Bisher existiert keine genaue Beschreibung des immunologischen Mechanismus der
Erkrankung und Uber die Beteiligung von Th2- und Th1-Zytokine an der Pathogenese der
atopischen Dermatitis in unterschiedlichen Stadien der Erkrankung wird kontrovers
diskutiert.

In NC/Nga-Mausen, einem Maus-Modell fir die atopische Dermatitis, wurde der Effekt
von Th1-Zytokinen auf die Entwicklung der atopischen Dermatitis untersucht (Habu, et al.,
2001). Die Behandlung von NC-Mausen mit IFN-y, IL-12 oder IL-18, die unter
konventionellen Bedingungen gehalten wurden, fuhrte zu einer Reduktion der IgE- und IL-
4-Spiegel im Serum und zu einer Verminderung der Dermatitis. Des Weiteren konnte
durch die Applikation von IL-12 oder IL-18 die in vitro-Produktion von IL-4 aus stimulierten
Leber-T-Zellen signifikant gesenkt werden. In diesem Fall scheint es also so zu sein, dass

ein Th1-dominierter Zustand zu einer Verbesserung der Dermatitis flhrt.

Weiterhin werden fir die Therapie des atopischen Ekzems neuerdings statt topischer oder
systemischer Steroide, nonsteroidale Immunmodulatoren verwendet. Tacrolimus und
Pimecrolimus, die in der Therapie der atopischen Dermatitis am haufigsten verwendeten
Makroliden, greifen anders als die topischen Kortikosteroide immunmodulatorisch in
unterschiedlichen Stadien der entziindlichen Immunreaktion ein. Primar wirken die
Makroliden, indem sie an das Takrolimus-bindende Protein (FK-BP, tacrolimus binding
protein) binden und somit durch die Inhibition der Kalzineurin-Phosphatase die
Transkription von inflammatorischen Zytokinen in aktivierten T-Zellen verhindern
(Schreiber SL and Crabtree GR, 1992).

Topisch eingesetztes Tacrolimus wirkt auf unterschiedliche Zelltypen. In aktivierten T-
Zellen wird die Wirkung vorwiegend durch die Inhibition der IL-2 und IL-2R-Expression
vermittelt. Stimulierte Mastzellen verringern die Ausschittung von Histamin (Sperr WR, et
al., 1996; Zuberbier T, et al., 2001). Weiterhin wurde gezeigt, dass die Funktion von
Langerhanszellen gestort ist und die Expression des hochaffinen IgE-Rezeptors herunter
reguliert wurde (Ruzicka T, et al. 1999). In Histamin-stimulierten Endothelzellen senken
Makrolide die Produktion des Monozyten-chemotaktischen Proteins 1 und IL-8. (Boss, et

al., 1998). In unterschiedlichen Tiermodellen fiir entziindliche Hauterkrankungen konnte
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durch die Behandlung mit Tacrolimus die entzindlichen Hautreaktionen signifikant
gesenkt werden. Die Anzahl von dendritischen Zellen und der prozentuale Anteil von
Langerhanszellen in epidermalen Hautsuspensionszellen, die ein atopischen Ekzem
hatten, konnte ebenfalls gesenkt werden. Weiterhin konnte die Expression des

hochaffinen IgE-Rezeptors herunter reguliert werden.
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II. FRAGESTELLUNG

Th2-Zytokine sind bei der Entwicklung atopischer Erkrankungen bedeutende Faktoren,
die sowohl eine allergische Erkrankung induzieren kénnen, als auch eine bereits etablierte

Allergie aufrechterhalten und verstarken konnen.

Um die Rolle von IL-4 und IL-13 und das therapeutische Potential von IL-4- und IL-13-
Antagonisten bei allergischem Asthma und der atopischen Dermatitis zu klaren, werden
IL-4- und IL-13-abhangige Signalwege in unterschiedlichen Maus-Modellen fur allergische
Erkrankungen mit einem zweifach mutiertem IL-4 Molekul (Q116D, Y119D) inhibiert.

In einem Maus-Modell fur allergisches Asthma mit persistierender allergischer
Atemwegspathologie wird das IL-4/IL-13-System wahrend der allergischen
Sensibilisierung und zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach etabliertem Asthma, inhibiert.
Fir die Beurteilung der Relevanz von IL-4 und IL-13 in unterschiedlichen Stadien des
allergischen Asthmas werden Gruppen, die mit dem IL-4/IL-13-Inhibitor behandelt werden,
mit unbehandelten sensibilisierten oder nicht-sensibiisierten Gruppen verglichen. Als
wichtige Parameter werden hierbei Serum-IgE, Atemwegspathologie und —eosinophilie,
IL-5-Spiegel in der BAL und die Menge von IL-4 sezernierenden CD4"-T-Zellen

untersucht.

In NC/Nga-Mausen, einem Maus-Modell fir die atopische Dermatitis, soll das IL-4/IL-13
System zu einem friihen Zeitpunkt tber einen Zeitraum von 4 Wochen inhibiert werden
und mit unbehandelten oder unbehandelten NC/Nga-Mausen aus SPF-Haltung verglichen
werden. Die Starke der atopischen Dermatitis wird anhand des klinischen Hautbildes und
der IgE-Spiegel im Serum beurteilt. Zusatzlich soll die Zytokinproduktion von in vitro-
stimulierten T-Zellen und die Sensitivitat der B-Zellen auf Kostimulation mit IL-4 und anti-

CD40 untersucht werden.



[1l. Material und Methoden 21

I1l. MATERIAL UND METHODEN

Sofern fir den Ansatz von Lésungen oder Puffern Wasser verwendet wurde, handelt es
sich um steriles und pyrogenfreies destilliertes Wasser der Marke Ampuwa (Fresenius

Kabi). Im Folgenden wird es als H,O bezeichnet.

1 Proteinbiochemische Methoden

1.1 Escherichia coli-Expressionssystem

Der Herstellung des rekombinanten IL-4/IL-13-Inhibitors QY erfolgte in E. coli. In einen
pet30a Vektor wurde Uber die Nco I- und die Xho I-Seite das IL-4 Fragment kloniert und in
E. coli transfiziert. Der Bakterienklon wurde freundlicherweise von Dr. Hérlein (Bayer AG,

Wuppertal) zur Verfligung gestellt.

1.2 Praparative Proteininduktion

Fur eine praparative Proteininduktion wurde eine Einzelkolonie von einer
Chloramphenicol/Ampicillin-Kulturplatte in 2ml LB-Medium mit Chloramphenicol/Ampicillin
Ubertragen und etwa 10h inkubiert. AnschlieRend wurden 40ml einer Ubernachtkultur
desselben Mediums mit je 0.8ml der Ubertagkultur angeimpft. Am néachsten Morgen
wurden 16ml dieser Vorkultur in je 800ml LB-Medium Chloramphenicol/Ampicillin
gegeben und die Kulturen wurden bis zu einer optischen Dichte bei 550nm von 0.8
inkubiert. Die Proteininduktion erfolgte mit einer IPTG-Endkonzentration von 1mM utber
Nacht. Die Zellen wurden dann durch eine Zentrifugation von 20 Minuten bei 8000
Umdrehungen (Beckmann J2-21, JA-10 Rotor) vom Kulturmedium abgetrennt. Die
Zellsedimente wurden mit einem Pinsel resuspendiert, vereinigt und mit 50mM Tris-HCI
pH 8.0 gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation erfolgte die Bestimmung des
Feuchtgewichtes. Die Zellen wurden in 10 VT resuspendiert mit 1/1000 VT 0.5M PMSF-

Lésung versetzt und bei -20°C eingefroren.

LB-Medium

Bacto Trypton 10g
Bacto-Yeast Extrakt 59

NaCl 10g

H-0 ad 1000ml

Die Lésung wurde mit 0.1 N NaOH auf pH7.5 eingestellt, 20 Minuten autoklaviert und ist bei 4°C

mehrere Monate haltbar.
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5x ENB

Nutrient broth 409

Bacto Pepton 25¢g

NaCl 25¢g

H,O ad 1000ml

Die Lésung wurde mit 0.1 N NaOH auf pH7.5 eingestellt, 20 Minuten autoklaviert und ist bei 4°C

mehrere Monate haltbar.

Glukoseldsung (40%)

Glukose 409
H,O 100ml
Thiaminlésung

ENB-Kulturschalen

5x ENB 200ml
Glukoseltsung (40%) 2.5ml
Thiaminlésung 0.5ml
Ampicillin 10mg
Chloramphenicol 10mg

15g Agarose werden in 800ml H,O fur 20 Minuten autoklaviert. Nach Abkuhlung der Lésung
wurden oben genannte Ldsungen zugegeben, in Petrischalen gegossen und nach dem Erstarren
einen Tag bei Raumtemperatur getrocknet. Bei 4°C sind die Kulturschalen mehrere Monate
haltbar.

Induktionslésung (1M Isopropythiogalactosid)

Isopropylthiogalactosid 0.238¢g
H.O ad 1mi

Die Losung ist bei -20°C mehrere Monate haltbar.

1.3 Praparation der Einschlusskorper aus E. coli

Die induzierten Zellen wurden auf ein Volumen von 200ml mit TE verdiinnt, mit 1/1000 VT
PMSF/EtOH versetzt und unter Kuhlung in einer Rosettenzelle 5x1 Minute bei 300 W
beschallt (Ultraschall KLN-System 585, groRer Schallkopf). Nach jeder Beschallung
erfolgte eine 30-sekiindige Pause. Zur Abtrennung der I6slichen Proteine wurde 30
Minuten bei 11500 Umdrehungen, 4°C zentrifugiert (Beckmann JA-14 Rotor). Das
Sediment wurde in 200ml TE-Puffer resuspendiert, erneut 3x1 Minute beschallt und
abzentrifugiert. Das die Einschlul3kdrper enthaltene Pellet wurde mit 200ml TE-Puffer
gewaschen, fir 20 Minuten bei 11500rpm abzentrifugiert und das Feuchtgewicht

bestimmt.
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TE-Puffer

Tris HCI (10mM) 121.0mg
EDTA (1mM) 33.6mg
H,O ad 1000ml

Die Lésung wurde mit HCI auf pH8.8 eingestellt und ist bei 4°C mehrere Monate haltbar.

PMSF

PMSF (0.5M) 870mg

EtOH absolut ad 10ml

1.4 De- und Renaturierung der Proteine

Die Einschlusskorper wurden in 5ml 100mM Tris-HCI pH 8.0 pro 1g Feuchtgewicht
resuspendiert und mit 3 VT Denaturierungslésung, sowie 1/1000 VT 2-Mercaptoethanol
versetzt. Dieser Ansatz wurde 30 Minuten bei RT gerthrt. Anschliefend wurde dieser
Ansatz bei 4°C langsam mit 4 VT H,O verdinnt (Peristaltik-Pumpe, Flussrate 3ml/min).
Danach wurde die Lésung fir 20 Minuten bei 10000rpm (JA-10 Rotor) bei 4°C
abzentrifugiert. Der klare Uberstand wurde gegen mindestens 20 VT

Renaturierungslosung bei 4°C tber Nacht dialysiert.

Tris-HCI-Puffer

Tris (100mM) 12.11g
H,O ad 1000ml

Die Losung wurde mit HCI auf pH8.0 eingestellt und ist bei 4°C mehrere Monate haltbar.

Denaturierungslosung

Guanidiniumchlorid (8M) 764.32g
Tris (100mM) 12.11g
H20 ad 1000ml

Die Lésung wurde mit HCI auf pH8.0 eingestellt und ist bei 4°C mehrere Monate haltbar.

Dialyselésung

Natriumchlorid (120mM) 7.01g
Kaliumchlorid (2mM) 149.1mg
NaH,PO, (3mM) 359.9mg
Na;HPO, (7TmM) 993.7mg
H20 ad 1000ml

Die Losung wurde mit HCI auf pH5.0 eingestellt und ist bei 4°C mehrere Monate haltbar.
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1.5 Kationenaustauschchromatographie

Der pH-Wert des Dialysats wurde mit 4M Ammoniumacetatlésung auf pH 5.0 eingestellt
und ausgefallene Proteine durch Zentrifugation (20 Minuten, JA-10 Rotor, 10000rpm, 4°C)
abgetrennt. Nach der Aquilibration einer 1x10cm BIORAD CM-Sepharose FAST FLOW
(Pharmacia) - Saule mit einer 25mM Ammoniumacetatlésung wurde der pH 5.0-
Uberstand des Dialysats langsam auf die Saule aufgetragen und im Anschluss mit etwa
drei Saulenvolumen 25mM Ammoniumacetatlésung gewaschen. Die Proteine wurden mit
einem linearen Salzgradienten von OM bis 0.5M NacCl eluiert. Die Elution wurde
photometrisch durch ein Durchflussphotometer detektiert und durch einen Schreiber
detektiert. FUr die Analyse der Fraktionen mittels PAGE wurden 10ul Aliquots
abgenommen, mit 10ul Probenpuffer versetzt und 5ul dieser Mischung auf ein
Polyacrylamidgel aufgetragen. Die Fraktionen mit der hdchsten Proteinkonzentration

wurden vereinigt und einer nachfolgenden Reinigung durch HPLC unterzogen.

Aquilibrationsldsung

C2H7NO2 (25mM) 1.93g

H,O ad 1000ml

Die Losung wurde mit HCI auf pH5.0 eingestellt und ist bei 4°C mehrere Monate haltbar.

Elutionslésung 1 (1M NaCl)

NaCl (1M) 58.44¢g
H,O ad 1000ml

Die Lésung wurde mit HCI auf pH7.0 eingestellt und ist bei 4°C mehrere Monate haltbar.

Elutionslésung 2 (25mM C,H;NO,)

C,H;NO, (25mM) 1.93g
H,O ad 1000ml

Die Losung wurde mit HCI auf pH5.0 eingestellt und ist bei 4°C mehrere Monate haltbar.

1.6 Reinigung durch HPLC

Die vereinigten Fraktionen aus der Kationenaustauschchromatographie wurden 15
Minuten bei 3000rpm bei 4°C (Heraeus, MinifugeT) zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf
eine mit 0.1% TFA aquilibrierte Vydac C4-Saule (Vydac) aufgetragen. Die Elution der

Proteine erfolgt mit folgenden Gradienten:

0-35% ACN In 15 Minuten
35-45% ACN In 30 Minuten
45-100% ACN In 15 Minuten
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Die Flussrate betrug 3ml/min, die Sammeldauer der einzelnen Fraktionen 90 Sekunden.
Die Fraktionen wurden durch ein Durchflussphotometer (LKB) bei 260nm vermessen
(Verstarkung 2.56) und durch einen Schreiber (LKB) aufgezeichnet. Fir die Analyse der
Fraktionen mittels SDS-PAGE wurden 10ul Aliquots abgenommen in einer SpeedVac
einrotiert, mit 30ul Probenpuffer versetzt und 5ul dieser Mischung auf ein

Polyacrylamidgel aufgetragen.

Acetonitril

0.1% Trifluoressigsaure

1.7 Endotoxin

Die vereinigten Fraktionen der HPLC wurden in einer SpeedVac einrotiert und in 500pl
pyrogenfreiem Wasser geldst. Um verbleibendes Endotoxin in der gereinigten
Proteinfraktion zu entfernen, wurde eine Detoxi-Gel-Saule (Pierce) mit flnf
Saulenvolumen 1%igem Deoxycholat (Sigma) regeneriert, mit finf Sdulenvolumen
pyrogenfreiem Wasser gewaschen und im Anschluss die Proteinfraktion aufgetragen.
Nach dem VerschlielRen der Saule wurde diese 1h bei Raumtemperatur inkubiert. Im
Anschluss wurde die Saule wieder gedffnet und mit drei Sdulenvolumen gewaschen.
Endotoxin bindet an das Saulenmaterial und die endotoxinfreie Proteinfraktion flie3t
durch. Um zu Uberpriifen, ob die gewonnene Proteinfraktion endotoxinfrei ist, wurde ein
LAL-Gel-Clot-Test (BioWhittaker) nach Herstellerangaben durchgeflhrt.

1.8 Lyophilisieren der Proteine

Proteinaliquots von 500mg wurden in Reaktionsgefalle Uberfuhrt und im Alublock bei -
70°C eingefroren. Die gefrorenen Proben wurden mit Lochdeckeln versehen und tber

Nacht lyophilisiert.
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1.9 Proteinchemische Methoden

1.9.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Ein 12%iges Polyacrylamidgel wurde aus folgenden Stammldsungen hergestellt:

Trenngel12% | Sammelgel

Acrylamid 4.0ml 0.5ml
4x Lower Tris 2.5ml

4x Upper Tris 1.25ml
Glycerin 2.0mi

H20 1.5ml 3.2ml
40% (w/v) APS 144l 124l
TEMED 14l 12l

Die Mengenangaben beziehen sich auf zwei 12%ige Gele einer Schichtdicke von
0.75mm. Bei der Herstellung wurde zunachst die Trennldsung zwischen die
abgedichteten Platten gegossen und mit Wasser Uberschichtet. Nach Polymerisation
wurde das Wasser entfernt und die Losung mit dem Sammelgel eingeflllt und mit einem
Kamm fir die Geltaschen eingefihrt. Vor dem Auftragen der Proben wurden die
Proteinlésungen mit SDS-Probenpuffer im Verhaltnis 1:1 gemischt und bis zur
vollstandigen Reduktion und Denaturierung bei 95°C fiir 5 Minuten erhitzt. Die Proteine
wurden bei 80V im Sammelgel fokussiert und anschlieRend bei 150-180V im Trenngel
aufgetrennt. Zur direkten Darstellung der Proteinbanden wurde das Gel in einer
Coomassie-Blau-Farbstofflosung 30 Minuten gefarbt und im Anschluss wieder entfarbt.
Zur Konservierung wurden die Gele 1h in 30% Methanol gelegt, in Celophanfolie gehdllt

und in einem Rahmen getrocknet.

Acrylamid/Bisacrylamid (30%/0.8%)

Acrylamid 30g
Bisacrylamid 0.8g
H20 ad 100ml

4x Lower Tris

Tris-HCI 1.5M
SDS 0.4%

Die Losung wurde mit HCI auf pH8.8 eingestellt und ist bei 4°C mehrere Monate haltbar.

4x Upper Tris
Tris-HCI pH 6.7 0.5M
SDS 0.4%

Die Lésung wurde mit HCI auf pH8.8 eingestellt und ist bei 4°C mehrere Monate haltbar.
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APS

400mg/ml Ammoniumpersufat in H,O

Probenpuffer

4x Upper Tris 12.5ml
10%SDS 20ml
Glyzerin 30ml
H.0 ad 100ml

Die Losung ist bei —20°C mehrere Monate haltbar.

Reduzierender Probenpuffer

Stammlésung 900l
B-Mercaptoethanol 50yl
Bromphenolblau 50ul

Die Losung ist bei —20°C mehrere Monate haltbar.

5x SDS-Laufpuffer

Tris-HCI 30g
Glyzin 144g

SDS 10g

H.O ad 2000ml
Farbelésung

Eisessig 250ml
Methanol 1000ml
H,O 1250ml
Coomassie Blue R250 6.25¢g

in Entfarber 0.25%ig
Entfarber

2-Propanol 100ml
Essigsaure 100ml
H.O ad 1000ml
1.9.2 Bestimmung der Proteinkonzentration
1.9.2.1 Spektrometrie

Die Proteinkonzentration kann durch Aufnahme eines UV-Absorptionsspektrums im
Bereich von 250-320nm (Kontron, Uvikon-Spektrometer) bestimmt werden. Die Extinktion
bei einer Wellenlange von 280nm wird durch aromatische Aminosauren wie Tryptophan,
Tyrosin oder Cystein verursacht. Daraus lasst sich der molare Extinktionskoeffizient
berechnen, mit dessen Hilfe die Proteinkonzentration bestimmt werden kann (Pace et al.,
1995). Da murines IL-4 kein Tryptophan und nur 2 Tyrosin enthalt, wobei in der QY-

Mutante eines der Tyrosine durch Mutation ersetzt wurde, eignet sich die Spektroskopie
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nicht zur Konzentrationsbestimmung von murinem IL-4.
1.9.2.2 BCA-Methode

Bicinchoninicacid (BCA) in der Form des wasserldslichen Salzes ist ein stabiles und
sensitives hoch spezifisches Reagenz fiir Kupfer-lonen (Cu'*). Die makromolekulare
Struktur und vier Aminosauren (Cystein, Cystin, Tryptophan und Tyrosin) werden fir die
Farbreaktion in den Proteinproben verantwortlich gemacht. Bei der Biuret-Reaktion
reagiert Protein mit Cu®* und produziert in alkalischer Lésung Cu'*, wobei ein
Farbumschlag entsteht. Bei der BCA-Methode wird die Biuret-Reaktion mit
Bicinchoninicacid kombiniert, welches Cu'*-lonen stabilisiert. Zur Proteinbestimmung mit
dem BCA-Proteinbestimmungskit (Pierce) wird Reagenz A mit Reagenz B laut
Herstellerangaben 1:50 gemischt und zu einer BSA-Proteinstandardreihe oder zu den zu
messenden Proteinproben gegeben und 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Der

Farbumschlag wird bei 560nm im Mikrotiterplatten-Reader bestimmt.

1.10 Funktionskontrolle

1.10.1 In vitro Rezeptor Bindungstest (BIAcore™ 2000 System)

Die rekombinante extrazellulare Domane des murinen IL-4Ra (IL-4BP) wurde biotyniliert
und an einen mit Streptavidin beschichteten Sensor-Chip CM5 (Pharmacia Biosensor AB)
mit einer Dichte von 80-100pg/mm? in einem BlAcore™ 2000 System (BlAcore)
immobilisiert. Die Assoziation und die Dissoziation von IL-4 und der QY-Mutante wurden
in HBS-Puffer bei einem Durchfluss von 50ul/min und 25°C analysiert. Die Daten wurden

mit der BIA Evaluation 2.1 Software ausgewertet (Shen et al., 1996)

1.10.2 Proliferationstest

In einer 96 Loch-Mikrotiterplatte wurden 1:3 Verdlinnungsreihen von murinem, IL-4 in
einem Volumen von 100yl Medium und einer Ausgangskonzentration von 10nM
vorbereitet. Im Anschluss wurden die Zellen 3-mal gewaschen und in einer Zelldichte von
4x10° Zellen/ml aufgenommen. Je 100ul der Zellsuspension wurden in die vorbereiteten
Verdiinnungsreihen gegeben und 24h bei 37°C inkubiert. Die Bestimmung der
Zellproliferation erfolgte mit dem kolorimetrischen CellTiter96 Aqueous One Solution-Test
(Promega). In dem Test wird eine Tetrazolium-Verbindung durch die Zellen in ein

farbliches und in Kulturmedium I6sliches Formazan-Produkt umgewandelt. Die
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Umwandlung erfolgt durch NADPH oder NADH, welches durch die Dehydrogenase
metabolisch aktiviert wird. Um zu Gberprifen, ob die QY-Mutante die IL-4 induzierte
Zellproliferation hemmen kann, wurden 100ul BA/F3-Zellen (4*10° Zellen/ml) mit der IL-4
Konzentration inkubiert, die ein halbmaximales Wachstum induzierte. Zusatzlich zu den
100ul BA/F3 Zellen wurden100pl einer zuvor vorbereiteten Verdiinnungsreihe des IL-4/IL-
13 Inhibitors QY (1uM — 1pM) hinzugegeben und der Ansatz fur 24h bei 37°C inkubiert.
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2 Versuchstierkundliche Methoden

21 Tiere

2.1.1 Balb/c

Es wurden weibliche Mause, jeweils 8-12 Wochen alt und 18-22g schwer, von Charles
River (Charles River Laboratories) bezogen. Die Haltung erfolgte in Haltungsschranken
der Firma Scantainer im Tierstall der Hautklinik der Universitat Warzburg unter folgenden
Bedingungen: Raumtemperatur 22°C, relative Luftfeuchtigkeit 40-50%, 20facher
Luftwechsel pro Stunde und 12 Stunden Beleuchtung bei 3000 Lux. Futter, Altromin

Standard Pellets und Leitungswasser, stand ad libitum zur Verfugung.

2.1.2 NC/Nga

Es wurden weibliche und mannliche Mause im Alter von 4 Wochen fir die Versuche
gewahlt. Die Haltung erfolgte im SPF-Tierstall in Haltungsschranken der Firma Clea und
im konventionellen Haltungsraum des Instituts fir klinische Immunologie der
Veterinarmedizinischen Klinik der Tokio Universitat flir Landwirtschaft und Technologie
unter den oben genannten Bedingungen. Futter und Leitungswasser stand ad libitum zur

Verfligung.

2.2 Narkose- und Euthanasiemethoden

Fir eine bis zu 30 Minuten anhaltende Narkose wurde eine Kombination aus 80ug/g
Maus Ketamin (Ketavet, Parke Davis) und 10ug/g Maus Xylazin 2% (Rompun, Bayer) in

PBS intraperitoneal verabreicht.

Die Mause wurden durch zervikale Dislokation getotet. Um bei der Durchfiihrung einer
bronchoalveolaren Lavage die Anzahl an Erythrozyten in der Lavageflissigkeit zu
verringern, wurden die Mause durch eine Kombination aus Ketamin und Xylazin (siehe

oben) in 10facher Konzentration narkotisiert und anschlielend entblutet.

Xylazin/Rompun Narkoselésung
Ketavet (Parke-Davis) 1440pl
Rompun (Bayer) 900ul
PBS ad 20ml




[1l. Material und Methoden 31

Nembutal (Dainippon Pharmaceutical)

Xylazin/Rompun Euthanasielésung

Ketavet (Parke-Davis) 1440pl
Rompun (Bayer) 900ul
23 Blutentnahme

Blut wurde durch eine Venotomie aus der Schwanzvene enthommen. Nach einer
Erwarmung der Mause mit Infrarotlicht fiir etwa 5 Minuten wurde die Schwanzvene mit
einem Skalpell l1angs angeschnitten und austretendes Blut in einem Réhrchen

aufgefangen.

24 Intranasale Sensibilisierung

Balb/c-Mause wurden wie oben beschrieben narkotisiert und auf den Riicken gelegt.
Anschlieend wurden 30ul einer OVA-haltigen PBS-Ldsung (Sigma, Ovalbumin Grade V;
1,7mg/ml) auf die Nase aufgebracht, die dann eingeatmet wurde und aufgrund der

Anasthesie groRtenteils pulmonal resorbiert wurde.

PBS Intranasallésung

Natriumchlorid 89
Kaliumchlorid 0.2g
Na,PO, 1 44g
KH,PO, 0.24g
H.O ad 800ml

Die Lésung wurde mit HCI auf pH7.4 eingestellt, 20 Minuten autoklaviert und ist bei 4°C mehrere

Monate haltbar.

OVA Intranasal-Sensibilisierungslosung

Ovalbumin (Grade V, Sigma) 1,7mg
PBS ad 1ml

25 Inhibition des IL-4/IL-13 Systems

2.5.1 Mausmodell fiir allergisches Asthma

Balb/c Mause wurden wdchentlich mit 50ug OVA wie oben beschrieben sensibilisiert. Eine
Sensibilisierungsgruppe wurde Uber einen Zeitraum von 6 Wochen sensibilisiert und
wurde am Ende an 2 aufeinander folgenden Tagen mit OVA provoziert. Das IL-4/IL-13-
System wurde in einer Gruppe Uber den gesamten Zeitraum der Sensibilisierung

gehemmt, indem den Mausen zusatzlich zu 50ug OVA noch 1ug, 10ug oder 100ug des
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IL-4/IL-13-Inhibitors intranasal appliziert wurde. In einer weiteren Gruppe wurde das IL-
4/IL-13-System erst nach etablierter Allergie verabreicht. Hierbei erfolgte die intranasale
Applikation des Inhibitors erst ab der 5. oder der 6. Woche (Abbildung 9).

-

Tag 42 62
0 7 14 | 21 28 | 35 49 | 56
| | +43 +63 |  Abbildung 9:
8xPBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS Sensibilisierungsschema.
8xOVA OVA OVA OVA OVA OVA OVA OVA Balb/c-Mause wurden wochentlich
8xOVA+ [OVA OVA OVA OVA OVA OVA OVA ] , . ,
5 8x1pgQY | QY QY QY QY QY QY QY intranasal mit OVA (ber einen
E 8xOVA + |OVA OVA OVA OVA OVA OVA OVA Zeitraum von 6-Wochen oder einen
£ 8x10pgQY [QY QY QY QY QY Qy Qv . .
o Zeitraum von 9-Wochen mit
& 8xOVA+ |OVA OVA OVA OVA OVA OVA OVA . o
8x100pgQY| QY QY QY QY QY QY Qv allergenfreiem Intervall sensibilisiert.
< 8xOVA+ |OVA OVA OVA OVA OVA OVA OVA An Tag 42 und 43 beziehungsweise
@ 2x10ugQY Y
& adex Q an Tag 62 und 63 erfolgte eine
2 8xOVA+ [OVA OVA OVA OVA OVA OVA OVA . o
= 4ax10pgQy Qy Qy Qy Allergenprovokation. Die Mause
wurden prophylaktisch wahrend der
6+2xPBS |PBS PBS PBS PBS PBS PBS -alkementeiesintenal- PBS  Sensibilisierung oder therapeutisch
6+2xOVA |OVA OVA OVA OVA OVA OVA -alemenfreies ntevalk OVA — hach erfolgter Sensibilisierung mit
g 2:12())(8:(?; OVA OVA OVA OVA OVA OVA atergentsies it %\QA dem IL-4/IL-13-Inhibitor QY wie in
& 6+2xOVA+|OVA OVA OVA OVA OVA OVA QY QY QY OVA der Abbildung beschrieben
ol nur 42
5x10ugQY e Qv behandelt.

PBS: Phosphat-gepufferte Salzlosung, OVA: Ovalbumin, QY: IL-4/IL-13 Inhibitor

In einer zweiten Sensibilisierungsgruppe wurde versucht die Situation eines
Pollenallergikers zu simulieren, der im Winter eine allergenfreie Periode hat. Hierzu
wurden Balb/c-Mause wochentlich Gber einen 5 Wochenzeitraum intranasal mit 50ug OVA
sensibilisiert. Es folgte eine allergenfreie Periode von 3 Wochen, bevor die Mause an 2
aufeinander folgenden Tagen mit OVA provoziert wurden. In zwei unterschiedlichen
Versuchsgruppen wurde das IL-4/IL-13-System durch die intranasale Applikation von
10ug des IL-4/IL-13-Inhibitors QY wahrend der letzten zwei Allergenprovokationen oder
wahrend der allergenfreien Periode und wahrend der letzten zwei Allergenprovokationen
gehemmt (Abbildung 1).

OVA Intranasal-Sensibilisierungslosung + 10ug QY

Ovalbumin Grade V, Sigma) 1,7mg
QY (500ug/ml) 666,7ul
PBS ad 1ml



[1l. Material und Methoden 33

2.5.2 Mausmodell fiir atopische Dermatitis

Die NC/Nga-Maus ist ein Inzucht-Stamm, der auf Grundlage der japanischen Fancy-Maus
von Dr. K. Kondo 1957 in Japan geziichtet wurde und als Tiermodell fiir die atopische
Dermatitis beschrieben wurde (Kondo K, et al., 1969; Festing MFW, 1979; Matsuda H, et
al., 1996). Eine Versuchsgruppe wurde unter SPF-Bedingungen gehalten und wurde
taglich mit 100ul NaCl injiziert (Abbildung 10, A). Eine zweite Versuchsgruppe wurde unter
konventionellen Bedingungen gehalten und wurde ebenso 2-mal taglich mit NaCl injiziert
(Abbildung 10, B). Um die Rolle von IL-4 und IL-13 zu untersuchen, wurde eine dritte
Gruppe unter konventionellen Bedingungen gehalten und 2-mal taglich mit je 10pg des IL-
4/IL-13 Inhibitors intraperitoneal behandelt (Abbildung 10, C). Die Applikation von NaCl
beziehungsweise des IL-4/IL-13-Inhibitors QY begannen im Alter von 4 Wochen, wurden
Uber einen Zeitraum von 8 Wochen durchgefuhrt und endeten somit im Alter von 12

Wochen.

Abbildung 10: Behandlungsschema.
A m'ﬁ ﬁzglr‘;‘:?%g NC/Nga-Méause wurden beginnend im Alter
Woshen agrgryregreg s B> yon 4-Wochen bis zum Alter von 12-Wochen
) _ wie folgt behandelt: A wurde unter SPF-
B m\ﬂ Egg?g:?qgée Haltung Bedingungen gehalten und wurde 2-mal
e - T 12|:> taglich mit NaCl injiziert. B wurde unter

konventionellen Bedingungen gehalten und

e Konventionelle Haltung - . I
C 4R QY, 2x / Tag wurde 2-mal taglich mit NaCl injiziert. C wurde
Wochen 4 5 g o EtttgTtg™Io 41 ;é"|> ebenso unter konventionellen Bedingungen

gehalten, wurde jedoch 2-mal taglich mit je
10pg des IL-4/IL-13-Inhibitors behandelt.

NaCl Injektionslosung (0,9%)

QY-Injektionslésung

Qy 50ug
NaCl (0.9%) ad 1ml
2.6 Beurteilung des Schweregrades von Hautlasionen

Der klinische Schweregrad des atopischen Ekzems von NC/Nga-Mausen, die unter SPF-
Bedingungen gehalten wurden, wurde mit dem aus Mausen aus der konventionellen
Tierhaltung verglichen. Die Beurteilung des Schweregrades der Hautlasionen erfolgte
nach dem gleichen Schema wie es von Leung fir den Menschen vorgeschlagen wurde

(Leung DYM, et al., 1990). Hierbei setzte sich der zusammenfassende klinische Haut-
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Score aus der Summe der einzelnen Beurteilungskriterien flr Juckreiz, Hautschuppung,

Erosion, Erythem und Odem von 0 (keine) bis 3 (sehr stark) zusammen.

2.7 Bronchoalveolare Lavage

Die Mause wurden mit einer 10fach konzentrierten Kombinationsnarkose aus Ketamin
und Xylazin narkotisiert. Sobald die Tiere nicht mehr auf Schmerzreize reagierte, wurde
ein Schnitt durch Fell und subkutane Strukturen zwischen Thorax und dem rechten
Vorderbein durchgefiihrt, um die Arteria axillaris zu durchtrennen und die Maus
auszubluten. Dadurch konnte die Anzahl der Erythrozyten in der Lavageflissigkeit
verringert werden. Nach einer Desinfektion mit 70%igem Ethanol wurde die Trachea im
Halsbereich freiprapariert, zwischen den Spangen ein kleines Loch geschnitten und eine
flexible Plastikkanile (Verweilkatheter griin, Becton Dickonson) eingefiihrt. Anschlielend
wurde die Lunge 3-4-mal mit 1ml PBS gespult. Die etwa 800ul erhaltende
Lavageflissigkeit wurde zu 100ul FCS (PAA) gegeben und bis zur weiteren Verarbeitung
auf Eis gelagert.

Splllésung (PBS)
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3 Histologie

3.1 Fixierung, Einbettung, Schneiden

Lungen von Balb/c-Mausen und Haut von NC/Nga-Mausen wurde entnommen und sofort
in 10% phosphat-gepuffertem Formalin fixiert. Nach mindestens 24h wurden die
Praparate zugeschnitten und mit einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert.
Anschliellend wurde das Gewebe mit fliissigem, 56°C heiflem Paraffin durchtrankt und zu
einem Block gegossen. Nach Verfestigung des Blocks wurde das Praparat mit einem
Rotationsmikrotom in 4um dicke Schnitte geschnitten, auf einen Objekttrager tbertragen,
mit Xylol entparaffiniert und wieder durch eine absteigende Alkoholreihe in Wasser
Uberfihrt.

3.2 Farbungen

3.2.1 DifQuick-Férbung

Die Farbung wurde entsprechend den Herstellerangaben durchgefiihrt (Dade Behring).
Die Praparate wurden fir 3-mal 1 Sekunde in Fixierldsung (Fast Green in Methanol), 5-
mal 1 Sekunde in Farbeldésung 1 (Eosin G in Phosphatpuffer) und 3-mal 1 Sekunde in

Farbel6sung 2 (Thiazin-Farbstoff in Phosphatpuffer) eingetaucht.

3.2.2 HE

Die Ubersichtsfarbung wurde fiir 2 x 5 Minuten in Hadmatoxilin und 2 Minuten in Eosin
durchgeflihrt. Die Fixierung erfolgte in einer aufsteigenden Alkoholreihe von Wasser bis

zum Xylol.

3.2.3 PAS

Eine 15-minltige Inkubation der Lungenpraparate in Perjodsdure fuhrt zur Oxidation von
Polysacchariden und Iasst freie Aldehydgruppen entstehen. Nach Spllung mit Wasser
verbindet sich wahrend der 15-mindtigen Inkubation mit fuchsinschwefliger Saure
(Schiffsches Agens) das Fuchsin mit den freien Aldehydgruppen und es entsteht eine
Rotfarbung von polysaccharidhaltigem Schleim in der Lunge. Nach einer Gegenfarbung

mit Hamatoxilin erfolgte die Fixierung des Praparats in einer aufsteigenden Alkoholreihe.
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3.3 Mikroskopische Auswertung

3.3.1 Differentielle Zellz&hlung in der BAL

Die Zellen der bronchoalveoldren Lavage wurden auf 20.000 Zellen/ml eingestellt und
100ul der Flissigkeit mit einem Cytospin 2 (Shandon) fir 10 Minuten bei 600 U/min auf
einen adhasionsbeschichteten Objekttrager (Histobond, Marienfeld) Gbertragen. Die
Objekttrager wurden nach vollstandiger Trocknung mit DifQuick (Dade Behring) nach
Herstellerangaben gefarbt und eosinophile-, neutrophile Granulozyten, Makrophagen und

Lymphozyten nach zytologischen Kriterien ausgezahit.

3.3.2 Beurteilung der Becherzellmetaplasie

Die Starke der Becherzellmetaplasie wurde an PAS gefarbten Lungenpraparaten beurteilt.

Hierbei erfolgte eine Einteilung des Schweregrades der Metaplasie in 4 Graden:

Grad Beschreibung

0 Keine Becherzellen, keine Schleimproduktion

1 Vereinzelte Becherzellen, geringe Schleimproduktion
2 MaRig Becherzellen, deutliche Schleimproduktion

3 Viele Becherzellen, starke Schleimproduktion
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4  Zellkultur und zellbiologische Methoden

41 Lagerung und Kultivierung

Zellinien wurden in flussigem Stickstoff aufbewahrt und kdnnen mehre Jahre aufbewahrt
werden. Zum Einfrieren wurden die Zellen mit einer Zelldichte von 2-5x10° Zellen/ml in
Einfriermedium aufgenommen, in Kryoréhrchen Uberfihrt und langsam (1°C pro Minute)

in einem Kryo-Einfriergerat (Qualilab) auf -80°C gekuhit.

Die Kultivierung von Zellen erfolgte bei optimalen Wachstumsbedingungen im
Brutschrank bei 37°C und 5% CO..

Einfriermedium

RPMI1640 (PAN) + 10% FCS (PAA) + 12% DMSO (Sigma)

4.2 Proliferationstest

In einer 96 Loch-Mikrotiterplatte wurden 1:3 Verdinnungsreihen von murinem IL-4 in
einem Volumen von 100ul Medium und einer Ausgangskonzentration von 10nM
vorbereitet. Im Anschluss wurden BAF/3-Zellen 3x gewaschen und in einer Zelldichte von
4x10° Zellen/ml aufgenommen. Je 100ul der Zellsuspension wurden in die vorbereiteten
Verdunnungsreihen gegeben und 24h bei 37°C inkubiert. Die Bestimmung der
Zellproliferation erfolgte mit dem kolorimetrischen CellTiter96 Aqueous One Solution-Test
(Promega). In dem Test wird eine Tetrazolium-Verbindung durch die Zellen in ein
farbliches und in Kulturmedium lésliches Formazan-Produkt umgewandelt. Die
Umwandlung erfolgt durch NADPH oder NADH, welches durch die Dehydrogenase

metabolisch aktiviert wird.

4.3 Praparation und Stimulierung von Lymphknotenzellen

4.3.1 Préparation

Balb/c-Mause wurden durch eine 10fach konzentrierte Injektionsnarkose
(Xylazin/Rompun) narkotisiert und entblutet, um die mediastinalen Lymphknoten zu
praparieren. Die Lymphknoten wurden entnommen und in kaltes T-Zellmedium tberflihrt.
Indem die Lymphknoten in T-Zellmedium mit einem Stempel einer 2ml Spritze zwischen

zwei sterilen feinen Nylongewebsstlicken (Hartenstein) durchgestrichen wurden, wurde
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aus ihnen eine Einzelzellsuspension hergestellt. Die Zellen wurden einmal mit Medium

gewaschen und auf 10° Zellen/ml eingestellt.

T-Zellmedium

RPMI 1640 (Gibco), 10% (v/v) FCS (PAA), 2mM L-Glutamin (Gibco), 1% (v/v) nichtessentielle
Aminosauren (Gibco), 10mM HEPES (Gibco), 1001U/ml Penicillin (Gibco), 0,1mg/ml
Streptomycinsulfat (Gibco), 0,05M B-Mercaptoethanol (Sigma)

4.3.2 T-Zell Stimulationsassay

96-Loch-Zellkulturplatten (BD, gerader Boden) wurden fiir die unspezifische Stimulation
Uber Nacht bei 4°C mit 50pl einer anti-CD3-haltigen (10ug/ml, BD Pharmingen) 0,1M Tris-
HCI Lésung (pH 8,5) inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Platten dreimal mit T-
Zellkulturmedium gewaschen und mit 200pl der praparierten Lymphknotenzellen (10°
Zellen/ml) versetzt. Die Zellen wurden zum einen unspezifisch mit IL-2 haltigem T-
Zellmedium (5ng/ml, BD Pharmingen) oder spezifisch mit 100ug/ml OVA in T-Zellmedium
stimuliert. Unstimulierte Zellen wurden mit 100ul T-Zellmedium versetzt. AnschlieRend
wurden die Zellen fiir 48 und 72 Stunden bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Die

Zellkulturiiberstadnde wurden gesammelt und bis zur Analyse bei —20°C gelagert.

Beschichtungslésung

0,1M Tris HCI pH8.5 + 10ug/ml anti-CD3e

Klon Markierung Maus Oberflachenmolekiil Hersteller
145-2C11 -OL Hamster anti-Maus CD3e 1gG BD Pharmingen

IL-2 haltige Losung

RPMI1640 (PAN) + 20ng/ml IL-2 (R&D Systems)

Ovalbumin-haltige L6ésung

RPMI1640 (PAN) + 50ug/ml Ovabumin (Grade V, Sigma)

T-Zellmedium

RPMI 1640 (Gibco), 10% (v/v) FCS (PAA), 2mM L-Glutamin (Gibco), 1% (v/v) nichtessentielle
Aminosauren (Gibco), 10mM HEPES (Gibco), 1001U/ml Penicillin (Gibco), 0,1mg/ml
Streptomycinsulfat (Gibco), 0,05M B-Mercaptoethanol (Sigma)
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4.4 Praparation und Stimulierung von Milzen von NC/Nga-Mausen

4.4.1 Préparation

NC/Nga-Mause wurden durch eine 10fach konzentrierte Rompun-Injektionsnarkose
narkotisiert und entblutet. Die Lymphknoten wurden entnommen und in kaltes T-
Zellmedium Uberfuhrt. Indem die Lymphknoten in RPMI1640-Medium mit einem Stempel
einer 2ml Spritze zwischen zwei sterile feine Stahlgewebe durchgestrichen wurden, wurde
aus ihnen eine Einzelzellsuspension hergestellt. Fir den unter 4.3.2 beschriebenen
Stimulationsassay wurden etwa 5x10° Zellen abgenommen und die verbliebenen Zellen
wurden einmal mit Medium gewaschen und auf 10® Zellen/ml in Zellisolierungs-Puffer
eingestellt. Fir die spezifische Markierung der B220* B-Zellen wurden 10° Zellen mit 25ug
anti-B220-FITC Antikérper pro ml fir 15 Minuten im Dunkeln inkubiert. Anschlielend
wurden die Zellen dreimal mit dem Zellisolationspuffer gewaschen und mit 20yl eines
MACS-gekoppeltem anti-lgG-Antikérper pro 107 Zellen fiir 15 Minuten im Dunkeln
inkubiert. Danach wurden die Zellen zweimal mit dem Zellisolationspuffer gewaschen und
500ul Zellen (2x10® Zellen/ml) auf eine zuvor mit Zellisolationspuffer gewaschene und am
Magneten befestigte Zellisolationssaule aufgetragen. Die Saule wurde im Anschluss
dreimal mit 500l Zellisolationspuffer gewaschen und die gewonnene Fraktion als T-Zell-
reiche Fraktion auf 2x10°Zellen/ml eingestellt und der unter 4.3.2 beschriebenen T-
Zellstimulierung unterzogen. Die gebundenen B220" B-Zellen wurden eluiert, indem die
Saule vom Magneten entfernt und mit 500ul des Zellisolationspuffers und mit Hilfe eines
Stempels schnell ausgedruckt wurde. Die daraus resultierende B-Zell-Fraktion wurde auf

10° Zellen/ml eingestellt und fiir die in vitro B-Zellstimulierung verwendet.

Zellkulturmedium

RPMI 1640 (Gibco) + 5% FCS (PAA) + 1% PenStrep (Gibco)

Zellisolationspuffer

PBS + 0,5% BSA (Sigma), 2mM EDTA (Sigma) und 0.05% Natriumazid (Sigma)

Antikérper
Klon Markierung Maus Oberflachenmolekiil Hersteller
RA3-6B2 -FITC Ratte anti-Maus I1gG BD Pharmingen

- -Micro Beads  Ziege anti-Ratte 1gG Miltenyi Biotec
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4.4.2 B-Zell Stimulationsassay

Um die Sensitivitat der B-Zellen auf die Kostimulation mit IL-4 und anti-CD40 in Bezug auf
die IgE-Synthese zu Uberprifen, wurden die isolierten B-Zellen mit unterschiedlichen
Konzentrationen an IL-4 und anti-CD40 inkubiert. Hierzu wurden in einer Versuchseihe
jeweils 100yl der praparierten B-Zellen (10° Zellen/ml) mit 1000ng/ml anti-CD40 versetzt ,
in einer Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen gegeben und mit 100ul vorbereitetem
Medium mit unterschiedlichen Konzentrationen an IL-4 (0 — 200U/ml) vermischt. In einer
zweiten Versuchsreihe wurden 100pl der praparierten B-Zellen (10° Zellen/ml) mit
200U/ml IL-4 versetzt , in einer Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen gegeben und mit 100ul
vorbereitetem Medium mit unterschiedlichen Konzentrationen an anti-CD40 (0 —
1000ng/ml) vermischt. Die Zellen wurden anschlie3end fur 7 Tage bei 37°C und 5% CO,

inkubiert. Die Zellkulturiiberstdnde wurden gesammelt und bis zur Analyse bei —20°C

gelagert.

Antikorper

Klon Markierung Maus Oberflachenmolekiil Hersteller
-1C10 -OL Ratte anti-Maus CD40 IgG R&D Systems

IL-4 haltiger Puffer

RPMI1640 (Gibco) + IL-4 (BD Pharmingen)

5 Immunologische Methoden

5.1 IgE Antikorper Titer

Balb/c-Mausen wurde 24 Stunden nach der letzten Allergenprovokation, NC/Nga-Mausen
alle 14 Tage Blut aus der Schwanzvene entnommen. Bei 4°C wurde koaguliertes Blut flr
20 Minuten bei 7500rpm abzentrifugiert. Zirkulierende anti-OVA-IgE-Antikoérper und IgE-
Antikoérper wurden durch ELISA bestimmt. Hierflir wurden 96-Loch-Mikrotiterplatten
(Falcon) fiir 6 Stunden mit 100ug OVA/ml in 100ul 0,1M NaHCO; pro Vertiefung
beschichtet und tiber Nacht bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Platten
dreimal mit Waschpuffer gewaschen und 2h bei 37°C mit 200ul 3%igem BSA in PBS
blockiert. Die Platten wurden dreimal gewaschen und die Auftragung der Serumproben
erfolgte in einer 8 stufigen 1:3 Verdinnung in 100ul 1%igem BSA in PBS. Die Proben
wurden Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag wurde nach dreimaligem
Waschen der Platten die Menge an gebundenen IgE-Antikérper mit einem Biotin

konjugierten und gegen die schwere Kette der IgE-Antikorper gerichteten Antikorper
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(Ratte anti-Maus IgE, Biotin, Pharmingen) detektiert (1 Stunde bei RT). Anschliel3end
wurden die Platten 6-mal mit Waschpuffer gewaschen und mit 100ul eines HRP
konjugierten Avidin fir 30 Minuten bei RT inkubiert. Nach 8-maligem intensivem Waschen
der Platten erfolgte die Inkubation mit 100ul TMB-Substrat-Reagenz-Set, das zuvor aus
gleichen Teilen der Reagenzien A und B nach Herstellerangaben gemischt wurde. Nach
45 Minuten wurde die Farbreaktion durch Hinzugabe von 50ul 1M H3PO, gestoppt und die

Absorption bei 450nm an einem Mikrotiterplatten-Autoreader (SLT Spectra) abgelesen.

Beschichtungslésung (0.1M NaHCO3, pH9.5)

NaHCO3 8.40g
Na2CO3 3.569
H20 ad 1000ml

Die Losung wurde mit HCI auf pH9.5 eingestellt und ist bei 4°C etwa 7 Tage haltbar.

Antikérper

Klon Markierung Maus Oberflachenmolekiil Hersteller
R35-92 oL Ratte anti-Maus IgE BD Pharmingen
R35-118 Biotin Ratte anti-Maus IgE BD Pharmingen
Standard

Maus IgE (BD Pharmingen)

Detektionslésung

Avidin-HRP (BD Pharmingen)1/1000 in PBS mit 3% BSA (ICN Biochemicals)

Substratiésung
TMB Substrat Reagenz Set (BD Pharmingen)

Waschpuffer
PBS mit 0.05% Tween-20 (Merck)

Die Lésung wurde mit HCI auf pH9.5 eingestellt und ist bei 4°C etwa 7 Tage haltbar.

Blockierungslésung

PBS mit 3% BSA (ICN Biochemicals)

Die Losung ist bei 4°C etwa 3 Tage haltbar.

Stoplésung (1M H3PO,4) (Merck)
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5.2 Zytokin-ELISA

5.2.1 Opt EIA ELISA Sets

IL-4-, IL-5- und IFNy-Zytokinkonzentrationen wurden in der bronchoalveolaren Lavage und
in Zellkulturiberstanden nach Kostimulation mit anti-CD3 und IL-2 mit dem OptEIA-
ELISA-Set (BD Pharmingen) laut Herstellerangaben bestimmt. Kurz: ELISA-Platten
wurden mit 50ul des Primar-Antikérpers Gber Nacht bei 4°C beschichtet, 3-mal mit
Waschpuffer gewaschen und anschlieBend mit 3% BSA in Waschpuffer fur 2 Stunden bei
RT geblockt. Die unverdiinnten Proben beziehungsweise der jeweilige Standard wurden
Uber Nacht bei 4°C auf die Platten verbracht. Danach wurden die Platten 4-mal mit
Waschpuffer gewaschen und mit dem biotynilierten Sekundarantikérper in Kombination
mit HRP-konjugiertem Avidin (1:250) 45 Minuten bei RT inkubiert. Nach 8-maligem
grundlichem Waschen mit Waschpuffer erfolgte die Inkubation mit 100ul TMB-Substrat
Reagenz-Set (BD Pharmingen), das zuvor aus gleichen Teilen der Reagenzien A und B
nach Herstellerangaben gemischt wurde. Nach 45 Minuten wurde die Farbreaktion durch
Hinzugabe von 50ul 1M H3PO, gestoppt und die Absorption bei 405nm an einem
Mikrotiterplatten Autoreader (SLT Spectra) abgelesen.

OptEIA Maus ELISA Sets (BD Pharmingen)

(Zusammensetzungen der Losungen siehe Anleitung des Herstellers)

Antikérper

Klon Markierung Maus Oberflachenmolekiil Hersteller
BVD4-1D11 -OL Ratte anti-Maus IL-4 BD Pharmingen
BVD6-24G2 -Biotin Ratte anti-Maus IL-4 BD Pharmingen
TRFK5 -OL Ratte anti-Maus IL-5 BD Pharmingen
TRFK4 -Biotin Ratte anti-Maus IL-5 BD Pharmingen
R4-6A2 -OL Ratte anti-Maus IFN-[J BD Pharmingen
XMG1.2 -Biotin Ratte anti-Maus IFN-[J BD Pharmingen
Standard

Rekombinantes Maus IL-4 (BD Pharmingen)
Rekombinantes Maus IL-5 (BD Pharmingen)

Rekombinantes Maus IFN-y (BD Pharmingen)
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5.2.2 IL-13 ELISA

ELISA-Platten wurden mit 50ul Primarantikérper (Ratte anti-Maus 1L-13; 4ug/ml, R&D
Systems) in PBS lber Nacht bei 4°C beschichtet. Nach 3-maligem Waschen mit
Waschpuffer, wurden die Platten mit 3% BSA in PBS fir 2h bei RT inkubiert. Nach 3-
maligem Waschen mit Waschpuffer erfolgte die Auftragung der unverdiinnten Proben
oder des IL-13-Standards und eine Inkubation bei 4°C (iber Nacht. Am nachsten Tag
wurden die ELISA-Platten 3-mal gewaschen und mit 50l des Sekundarantikérpers (Ziege
anti-Maus IL-13, Biotin; 200ng/ml, R&D Systems) flir 2 Stunden bei RT inkubiert. Nach 3-
maligem Waschen erfolgte die Detektion mit einem HRP-konjugierten Avidin in einer
Verdinnung von 1:1000 in PBS mit 3% BSA fir 30 Minuten bei RT. Nachdem die Platten
8-mal grindlich gewaschen wurden, erfolgte die Inkubation mit 100yl TMB-Substrat
Reagenz-Set (BD Pharmingen), das zuvor aus gleichen Teilen der Reagenzien A und B
nach Herstellerangaben gemischt wurde. Nach 45 Minuten wurde die Farbreaktion durch
Hinzugabe von 50ul 1M H3PO, gestoppt und die Absorption bei 405nm an einem
Mikrotiterplatten Autoreader (SLT Spectra) abgelesen.

Beschichtungslésung (0.1M NaHCO3, pH9.5)

(siehe IgE ELISA)

Antikérper

Klon Markierung Maus Oberflachenmolekiil Hersteller
MAB413 -OL Ratte anti-Maus IL-13 R&D Systems
BAF413 -Biotin Ratte anti-Maus IL-13 R&D Systems
Standard

Maus IL-13 (R&D Systems)

Detektionslésung

Avidin-HRP (BD Pharmingen)1/1000 in PBS mit 3% BSA (ICN Biochemicals)

Substratlésung
TMB Substrat Reagenz Set (BD Pharmingen)

Waschpuffer
PBS mit 0.05% Tween-20 (Merck)

Die Losung wurde mit HCI auf pH9.5 eingestellt und ist bei 4°C etwa 7 Tage haltbar.
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Blockierungslésung

PBS mit 10% BSA (ICN Biochemicals)

Die Losung ist bei 4°C etwa 3 Tage haltbar.

Stoplésung (1M H3PO,) (Merck)

5.3 Intrazellulare Zytokin-Farbung

Aus Zellen der bronchoalveolaren Lavageflussigkeit wurde eine Einzelzellsuspension
hergestellt. AnschlieRend wurden die Zellen mit 5ng/ml Phorbolesther (Sigma) und 0,5uM
Kalziumionophore (Sigma) in RPMI 1640 fir 6 Stunden bei 37°C und 5% CO, inkubiert,
bevor zum Ende in den letzten 2 Stunden der in vitro Kultur-Periode 2ug/ml Brefeldin A
(Sigma) hinzugegeben wurden. AnschlieRend wurden die Zellen fir 20 Minuten mit
4%igen Formalin in PBS fixiert und mit Sug/ml einem anti-CD16/CD32 Antikorper (2.4G2;
Fc Block, BD Phamingen) inkubiert. Nach 30 Minuten wurden die Zellen mit einem FITC-
markiertem anti-CD4 (L3T4, BD Pharmingen) und mit einem PE-markiertem anti-IL-4
(11B11, BD Pharmingen) Antikérper markiert. Die Spezifizitat der Antikbrper wurde mit
einer Farbung mit einer irrelevanten Isotypkontrolle (Ratte anti IgG4, PE, BD Pharmingen)
Uberprift. Die Messung erfolgte in einem FACScan (Becton Dickinson, Mountain view,
CA).

Stimulationsldsung

RPMI1640 (Gibco) + 5ng/ml Phorbolesher (Sigma) und 0.5uM Kalziumionophore (Sigma).

Zugabe von 2ug/ml Brefeldin A in den letzten 2 Stunden der Stimulation.

Fixierungslosung

4% Formalin in PBS.

Antikorper
Klon Markierung  Maus Oberflichenmolekiil Hersteller
2.4G2 -OL Ratte anti Maus CD19/CD23

(Fc Block) BD Pharmingen
L3T4 -FITC Ratte anti-Maus CD4 BD Pharmingen

11B11 -PE Ratte anti Maus IL-4 BD Pharmingen
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6 Statistik

Die statistische Signifikanz wurde fiir normalverteilte Daten mit einem unpaaren t-Test
untersucht. Nicht-normalverteilte Daten oder Daten mit ungleicher Varianz wurden mit
dem Mann-Whitney U-Test auf Signifikanz geprift. Werte fir P<0,05 wurden als

statistisch signifikant erachtet.
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IV. VERSUCHSERGEBNISSE

1 Herstellung und Aufreinigung des murinen IL-4/IL-13-Inhibitors QY

Um gréRere Mengen des murinen |L-4/IL-13-Inhibitors zur Verfugung zu haben, wurde im
Folgenden ein Verfahren etabliert, das es ermdglichte, den IL-4/IL-13-Inhibitor im
Escherichia coli Expressionssystem herzustellen. Bereits etablierte Methoden zu
Herstellung des murinen IL-4/IL-13-Proteins in Sf-9 Insektenzellen konnten nicht

Ubernommen werden, da hierbei nur geringe Mengen prapariert werden konnten.

Fur die praparative Proteinherstellung wurde eine E. coli-Kultur bis zu einer optischen
Dichte bei 550nm von 0.8 inkubiert und mit 1mM IPTG induziert. Nach einer Inkubation
Uber Nacht wurden die Zellen abzentrifugiert, gewaschen und das Feuchtgewicht
bestimmt. Es wurden in den Praparationen etwa XXg Zellen gewonnen. Fuhrt man eine
SDS-Page-Analyse eines Zellrohextraktes durch, der vor der Induktion oder 12 Stunden
nach der Induktion gewonnen wurde, so zeigt sich eine deutliche Proteinbande (Abbildung
11, Nach Induktion) bei etwa 16kDa. Als erster Reinigungsschritt erfolgte die Praparation
der Einschlusskérper durch mehrfaches Beschallen mit Ultraschall. In einer Praparation
erhielt man etwa XXg Einschlusskérper. Tragt man die Praparation der Einschlusskérper
auf ein SDS-Page-Gel auf, so zeigte sich bei etwa 16 kDa eine Proteinbande, die dem IL-
4/IL-13-Inhibitor QY zugeordnet werden kann (Abbildung 11, Einschlusskorper).
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66 ne Abbildung 11: SDS Page Analyse des Zellextraktes vor und nach der
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i ‘ Induktion mit IPTG und der Einschlusskorper.
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31 - - .-_ Praparation der Einschlusskorper wurden einer SDS-Page unterzogen. Bei
— einem Molekulargewicht von etwa 14 kDa Iasst sich nach der Induktion eine
22 J— . deutlich starkere Bande erkennen, als vor der Induktion. Nach der
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i . “. Praparation der Einschlusskérper erhielt man bereits eine vorgereinigte
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14 - = — __ Fraktion.
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Anschliel3end wurde die Einschlusskorper-Praparation vollstdndig denaturiert, um die
Einschlusskérper aufzubrechen und die Proteine zu entfalten. Danach erfolgte eine
intensive Dialyse gegen einen Renaturierungspuffer, durch die die Proteine wieder in eine
Struktur Gberflhrt wurden.

Als nachster Reinigungsschritt wurde das Dialysat auf eine CM Sepharose
Kationenaustauschersaule aufgetragen. Die gebundenen Proteine wurden anschliel3end
durch einen steigenden Salzgradienten eluiert. Um zu Uberprifen, welche Fraktionen das
zu praparierende Protein enthielt und fur den nachsten Reinigungsschritt verwendet
werden sollten, wurde eine SDS-Page-Analyse der Fraktionen durchgefuhrt, die im

Chromatogramm bei 280nm die grofite Absorption zeigten (Abbildung 13, Fraktion 15-22).
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Abbildung 12: SDS-Page der CM-Sepharose Fraktionen
Die Fraktionen 16-22 enthielten den grof3ten Anteil des IL-4/IL-13
Inhibitors und wurden flr die weitere Trennung einer HPLC

unterzogen.

Abbildung 13: CM-Sepharose Chromatogramm der renaturierten

Proteinfraktion

Das Chromatogramm zeigt die Absorption der Fraktionen bei 280nm.

Die zwischen 16 und 19 liegenden Fraktionen enthielten die hchste

Konzentration des IL-4 IL-13-Inhibitors (Abbildung 12); sie wurden
Fraktion [#] gepoolt und fir die HPLC Trennung verwendet.

1 510 15 20 25

In der SDS-Page-Analyse zeigten die Fraktionen 16-20 den héchsten Gehalt des zu
praparierenden IL-4/IL-13-Inhibitors QY, das bei etwa 16kDa liegt (Abbildung 12). Die
Fraktionen 16-20 wurden vereinigt und in einem letzten Reinigungsschritt durch eine
reversed phase HPLC gereinigt. In den Abbildungen 14 und 15 ist eine HPLC Reinigung

einer reprasentativen Praparation dargestellt.
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0 10 20 30 40 50 60  Fraktionen, Nummer 37-45 (Abbildung 15), enthielten den IL-
HPLC-Fraktionen 4/1L-13-Inhibitor.

Nach der Elution von der HPLC-Saule wurden die Elutionsfraktionen auf ein
Polyacrylamidgel aufgetragen, um anhand des Molekulargewichts die Fraktionen zu
erkennen, die das zu praparierende Protein enthielten. Abbildung 15 zeigt eine SDS-Page
Analyse der Fraktionen 37 — 45, die den IL-4/IL-13-Inhibitor enthielten und die zwischen
34% und 37% Acetonitril eluiert wurden. Die Fraktion 39 enthielt das reine Protein und
wurde somit fir die weiteren Untersuchungen verwendet. Die librigen Fraktionen, die den
IL-4/1L-13-Inhibitor enthielten wurden vereinigt und einer erneuten Trennung durch HPLC

unterzogen.
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Die so erhaltenen reinen Proteinfraktionen mit dem IL-4/IL-13 Inhibitor wurden in einer
SpeedVac einrotiert und verbliebenes Endotoxin mit einer Detoxi-Gel-Saule entfernt.
Nach diesem Schritt wurde mit einem LAL-Gel-Clot-Assay (BioWhittaker) der Gehalt an
Endotoxin bestimmt, welcher unter der Sensitivitivitdtsgrenze von 0.03EU/ml lag und

somit als pyrogenfrei zu betrachten war.
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2  Invitro Charakterisierung des IL-4/IL-13 Inhibitors QY

Fir den Einsatz eines rekombinanten Proteins im Tierexperiment muss zuvor seine
Funktion in unterschiedlichen in vitro Testsystemen Uberpriift werden. In diesem Fall
muss nachgewiesen werden, ob das gentechnisch veranderte inhibitorische Protein
weiterhin an die IL-4-Rezeptor-alpha-Kette bindet und in der Lage ist, IL-4 abhangige
Effekte zu inhibieren. Hierfur wurden zwei Testsysteme gewahilt, ein
Rezeptorbindungstest und ein Proliferationstest mit einer IL-4 abhangigen Zelllinie, deren

Ergebnisse im Folgenden beschrieben werden.

21 Rezeptorbindung

Um einen Einsatz des mutierten IL-4-Proteins QY als Antagonisten zu erméglich, darf die
Bindung des Proteins an seinen Rezeptor der IL-4Ra-Kette nicht gestort sein. Zur
Uberprifung der Bindungskinetik des hergestellten IL-4 und des mutierten IL-4 an den
murinen IL-4Ra zu Uberprufen, wurde eine Messung mit dem BlAcore 2000 System
durchgefiihrt. Dabei wurde die rekombinante extrazelluldare Domane der IL-4Ra-Kette auf
einem Sensorchip immobilisiert. Die Dissoziationskonstanten des Komplexes aus IL-4BP
und dem IL-4/IL-13-Inhibitor waren von der des Komplexes aus IL-4BP und IL-4 (R&D
Systems) als Referenz nicht zu unterscheiden. Die Assoziationskonstante war ahnlich, es
fand sich allerdings eine 50% erniedrigte Rate fur den IL-4/IL-13-Inhibitor.
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass der praparierte IL-4/IL-13-Inhibitor, der
im Vergleich zum Wildtyp-Protein zwei mutierte Aminosauren tragt, die Bindung an die IL-

4Ro-Untereinheit biologisch nicht signifikant beeintrachtigt (Abbildung 16).
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Abbildung 16: In vitro Rezeptorbindungstest mit
dem BlAcore™ 2000 System

Vergleich der Assoziation und Dissoziation von
mlL-4 als Referenz (A) und dem hergestellten IL-
4/IL-13-Inhibitor QY (B). Die Messung wurde
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2.2 Hemmung von IL-4 induzierter Zellproliferation

Fir die Uberpriifung der Hemmung IL-4 abhangiger Effekte in vitro wurde die proliferative
Antwort auf unterschiedliche Konzentrationen von IL-4 auf einer IL-4 abhangigen pra-B-
Zelllinie (BA/F3) untersucht. Dabei wurde geklart, inwieweit sich die Proliferation durch die
Gabe des mutierten IL-4-Proteins inhibieren I&sst. Inkubierte man BA/F3 Zellen mit
unterschiedlichen Konzentrationen an IL-4, so zeigte sich eine dosisabhangige
Proliferation (Abbildung 17, A). Inkubierte man nun die BA/F3-Zellen mit der IL-4-
Konzentration, die eine halbmaximale Proliferation induzierte, mit steigenden
Konzentration des mutierten IL-4 Proteins QY, so lieR sich die proliferative Antwort
vollstandig inhibieren (Abbildung 17, B).
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Abbildung 17: Effekte von IL-4 und der QY Mutante auf die Zellproliferation von BA/F3 Zellen
BA/F3-Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen an IL-4 inkubiert (A). Inkubierte man die BA/F3

Zellen mit der IL-4 Konzentration, die eine halbmaximale Proliferation induzierte, mit steigenden Konzentration

des mutierten IL-4 Proteins QY (B), so lasst sich die IL-4 abhangige Zellproliferation vollstandig inhibieren.
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3 IL-4/IL-13 Inhibition in einem Maus-Modell fiir allergisches Asthma

Um die Rolle von IL-4 und IL-13 bei allergischem Asthma zu untersuchen und das
Potential des IL-4/IL-13 Inhibitors QY als therapeutische Intervention bei Asthma
bronchiale zu beurteilen, wurde ein Tiermodell fiir allergisches Asthma benutzt
(Methoden, Abbildung 9). Dabei wurden fiir allergisches Asthma typische Parameter
untersucht und inwieweit diese durch die Inhibition des IL-4/IL-13 Systems durch den

Einsatz des Inhibitors moduliert werden konnten.

3.1 OVA spezifische IgE-Titer im Serum

Balb/c-Mause wurden wochentlich intranasal mit 50ug Ovalbumin Gber einen Zeitraum
von 6-Wochen sensibilisiert, bevor sie am Ende dieser Periode an zwei nachfolgenden
Tagen mit OVA provoziert wurden. Die Mause wurden zum einen prophylaktisch mit
unterschiedlichen Konzentrationen des IL-4/IL-13-Inhibitors mit jeder OVA-Applikation
intranasal behandelt oder erhielten zum anderen eine therapeutische Gabe des Inhibitors,
nachdem die Allergie bereits etabliert war (Abbildung 9). OVA spezifische IgE-Titer im

Serum wurden in einem ELISA bestimmt.

Abbildung 18, A zeigt, dass OVA sensibilisierte Mause im Vergleich zu nicht
sensibilisierten Mausen nach 6 Wochen hohe IgE spezifische Titer aufwiesen. Die
prophylaktische Inhibition die IL-4/IL-13-Systems wahrend der allergischen
Sensibilisierung flihrte zu einer dosisabhangigen Reduzierung der OVA spezifischen IgE-
Titer in der Maus, die mit unterschiedlichen Konzentrationen des IL-4/IL-13 Inhibitors
behandelt wurden. Durch die Applikation von 8x10ug und 8x100ug des IL-4/IL-13
Inhibitors konnte der OVA spezifische IgE-Titer signifikant gesenkt werden, wobei 8x1ug
QY keine signifikanten Effekte zeigte. Dennoch konnte trotz der signifikanten Reduktion
durch die Applikation von 8x10ug und 8x100ug des IL-4/IL-13-Inhibitors der OVA
spezifische IgE Titer nicht vollstandig gesenkt werden. Weiterhin konnte der OVA
spezifische IgE-Titer durch therapeutische Applikation mit 2x10ug des Inhibitors wahrend
der OVA Provokation nach 6 Wochen oder durch 4x10ug ab Tag 28 nach der ersten
Sensibilisierung, als die Allergie bereits etabliert war, nicht signifikant gesenkt werden
(Abbildung 18, A).
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Abbildung 18: Serum IgE Titer

Balb/c-Mause wurden 8-mal UGber einen Zeitraum von 8-Wochen (A) oder einen Zeitraum von 9-Wochen mit
einer 3-wdchigen allergenfreien Pause (B) mit OVA sensibilisiert und provoziert (siehe Abbildung 9).
Unterschiedliche Dosen des IL-4/IL-13-Inhibitors (QY) wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten appliziert
(siehe Tabelle 1). IgE Titer wurden durch ELISA bestimmt. Dargestellt sind die normalisierten Mittelwerte aus
2-4 Tierexperimenten (n=4-45) +/- SD. (*P = .009; **P < .001, t-test).

In einer zweiten Versuchsgruppe sollte die Situation simuliert werden, die wahrend einer
Pollenallergie auftritt. Allergie-Patienten leiden haufig unter Pollen-Allergien, wobei das
Immunsystem in einer allergenfreien Periode nicht in Kontakt mit Allergenen kommt. In
dieser weiteren Versuchsgruppe wurde diese Situation simuliert, indem nach etablierter
Allergie die wochentliche OVA-Sensibilisierung am Tag 35 gestoppt wurde. Nach einer
allergenfreien Periode von 3 Wochen wurden die Mause mit OVA am Tag 62 und 63
provoziert. Nach der allergenfreien Periode zeigten OVA sensibilisierte Mause konstante
OVA spezifische IgE Titer, die eine andauernde etablierte IgE-Synthese verdeutlichen.
Wie in den vorherigen Gruppen zeigte die therapeutische Gabe des IL-4/IL-13-Inhibitors
mit 2x10ug wahrend der Allergenprovokation oder 5x10ug Inhibitor wahrend der
allergenfreien Zeit, verglichen mit unbehandelten OVA sensibilisierten Mausen, keine
signifikante Reduktion der OVA spezifischen IgE Titer (Abbildung 18, B).

3.2 Zytokine in der bronchoalveoldaren Lavage (BAL)

Die allergische Reaktion und das allergische Asthma sind mit einer Veranderung des
lokalen und systemischen Zytokinmilieus verbunden. Aus diesem Grund wurden im
Folgenden Th2-Zytokine am Ort der Sensibilisierung nachgewiesen, um zum einen zu
Uberprifen, ob die Sensibilisierung zu einer verstarkten Bildung von Th2-Zytokinen fiihrt

und zum anderen zu klaren, ob diese Zytokinspiegel durch die Inhibition des IL-4/IL-13-
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Systems zu einer signifikanten Reduktion der Th2-Zytokine fiihrt.

Dazu wurden Balb/c-Mause mit OVA sensibilisiert und mit dem IL-4/IL-13-Inhibitor wie
oben beschrieben behandelt. Nach der Beendigung der Sensibilisierungs- und
Therapieperiode wurde eine Bronchoalveolare Lavage durchgefuhrt. IL-5 wurde in der
bronchoalveoldren Lavage mittels ELISA bestimmt. CD4" T-Zellen wurden fiir die

durchflusszytometrische Analyse auf ihren intrazellularen IL-4-Gehalt vorbereitet.

3.2.1 IL-5 in der bronchoalveolédren Lavage (BAL)

Nach 6-wochiger intranasaler Sensibilisierung mit OVA konnten in der bronchoalveolaren
Lavage deutlich erhohte IL-5-Spiegel gemessen werden (Abbildung 19). Durch die
prophylaktische Inhibition des IL-4/IL-13-Systems wahrend der Sensibilisierung konnten
die IL-5-Spiegel ab einer Inhibitor-Dosis von 8x10ug dosisabhangig signifikant reduziert
werden. Im Gegensatz dazu flhrte die therapeutische Inhibition mit 2x10ug des Inhibitors
wahrend der Allergenprovokation nicht zu einer signifikanten Reduktion der IL-5-Spiegel
in der bronchoalveolaren Lavage. Weiterhin konnte keine signifikante Reduktion der IL-5-
Spiegel erreicht werden, wenn das IL-4/IL-13-System therapeutisch mit 5x10ug wahrend
des allergenfreien Intervalls oder mit 2x10ug nach der Allergen-Pause mit der

Allergenprovokation behandelt wurden.
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Abbildung 19: IL-5-Spiegel in der
bronchoalveoldren Lavage
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3.2.2 IL-4 sezernierende CD4" T-Zellen in der bronchoalveoléren Lavage (BAL)

Einzelzellsuspensionen der bronchoalveolaren Lavage wurden stimuliert, fixiert und mit
einem fir CD4" T-Helferzellen spezifischen Antikdrper, der mit einem Fluoreszenzfarbstoff
gekoppelt war, markiert. Eine weitere intrazellulare Markierung erfolgte mit einem
Antikorper gegen IL-4, der mit einem weiteren Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt war.
Dadurch war es mit Hilfe der durchflusszytometrischen Analyse maéglich, den
prozentualen Anteil der CD4" T-Helferzellen, die intrazellular IL-4 lokalisiert haben, zu
bestimmen. Diese Zellen kdbnnen zum T-Helferzelltyp 2 gezahlt werden, der ein

Charakteristikum der allergischen Reaktion darstellt.

Abbildung 20 zeigt exemplarisch eine reprasentative Analyse einer BAL unterschiedlicher
Versuchsgruppen: Einer nicht sensibilisierten Maus (A), einer mit 8-mal OVA
sensibilisierten Maus (B) und einer mit 8-mal OVA sensibilisierten Maus, die 8-mal mit
10ug des IL-4/IL-13-Inhibitors behandelt wurde (C). Um stérende Zellbestandteile aus der
BAL bei der Auswertung der Anteile der Leukozytenpopulationen auszuschlieRen, erfolgte
vor der Analyse eine Auswahl (,gating“) der charakteristischen Leukozytenpopulation im

Zwei-Parameter-Streulichthistogramm (Vorwartsstreulicht gegen Seitwartsstreulicht).

Abbildung 20 (nichste Seite): Durchflusszytometrische Analyse IL-4 sezernierender CD4" T-Zellen
Zellen der bronchoalveolaren Lavage wurden stimuliert und mit FITC markiertem anti-CD4 und PE-markiertem
anti IL-4 markiert. Wurden die Daten in einem Zwei-Parameter-Histogramm dargestellt (anti-IL-4 PE gegen
anti CD4 FITC), so konnten vier unterschiedliche Zellpopulationen unterschieden werden. Exemplarisch sind
drei unterschiedliche Versuchsgruppen dargestellt: (A) 8 x PBS, (B) 8 x OVA und (C) 8 x OVA + 8 x IL-4/IL-
13-Inhibitor.
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Wurde nun der Mittelwert der prozentualen Anteile der doppelt positiven Zellen (CD4" und
IL-47) ermittelt, so zeigte sich, dass OVA sensibilisierte Mause eine erhohte Anzahl an
CD4" T-Zellen nach 6 Wochen zeigten, die IL-4 sezernierten Mause, die prophylaktisch
wahrend der Sensibilisierung mit 8x10ug oder 8x100ug des IL-4/IL-13-Inhibitors
behandelt wurden, zeigten eine signifikant gesenkte Anzahl von IL-4 sezernierenden
CD4" T Zellen in der bronchoalveoldren Lavage. Demgegentiber fiihrte die therapeutische
Inhibition des IL-4/IL-13-Systems mit 2x10ug des Inhibitors wahrend der
Allergenprovokation nach 6 Wochen beziehungsweise mit 4x10ug des Inhibitors ab Tag
28 nach der ersten Sensibilisierung nicht zu einer signifikanten Abnahme der IL-4
sezernierenden CD4" T-Zellen (Abbildung 21, A). Des Weiteren konnte die therapeutische
Inhibition mit 5x10ug wahrend des allergenfreien Intervalls oder mit 2x10ug nach der
Allergen-Pause mit der Allergenprovokation die Anzahl der IL-4 sezernierenden CD4" T-

Zellen nicht signifikant senken (Abbildung 21, B).
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Abbildung 21: Quantifizierung von IL-4 exprimierenden cD4* T-Zellen

Balb/c Mause wurden 8-mal Uber einen Zeitraum von 6-Wochen (A) oder 9-Wochen mit einer 3-wdchigen
allergenfreien Pause (B) mit OVA sensibilisiert und provoziert (siehe Abbildung 9). Unterschiedliche Dosen
des IL-4/IL-13-Inhibitors (QY) wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten appliziert (siehe Abbildung 9).
Gesamt-BAL-Zellen wurden mittels einer Immunfluoreszenzfarbung auf intrazellulares IL-4 mit PE-markiertem
anti-IL-4 mAb und FITC-markiertem anti-CD4 mAb in einem FACS analysiert. Dargestellt sind die Mittelwerte
(n=5-8) +/- SD. (*P < .001, t-test).

3.3 Atemwegspathologie

Nach der Sensibilisierung der Balb/c-M&use mit OVA und der Behandlung mit dem IL-
4/IL-13 Inhibitor wie unter IV. Methoden (2.5.1 Mausmodell fir allergisches Asthma)
beschrieben, wurden histologische Lungepraparate gefertigt, die mit H&E und PAS
gefarbt wurden. Somit konnte sowohl ein inflammatorisches Infiltrat beurteilt werden als
auch die Schwere der Becherzellmetaplasie eingeteilt werden. An anderen
Versuchsgruppen wurde eine bronchoalveolare Lavage durchgefihrt, die anschlieRend
mit Diff-Quick™ gefarbt wurde und auf die zellulare Zusammensetzung hin untersucht

wurde.

3.3.1 Histopathologische Verdnderungen

Abbildung 22 zeigt, dass OVA sensibilisierte Balb/c Mause eine schwere allergische
Atemwegsentzindung entwickelten, die dem der Menschen &hnlich ist. Im Vergleich zu
nicht sensibilisierten Mausen (8 x PBS) konnte in OVA sensibilisierten Mausen (8 x OVA)
ein starkes peribronchiales und perivaskulares Entziindungsinfiltrat identifiziert werden,
das vornehmlich aus eosinophilen Granulozyten und Lymphozyten bestand. Diese
Beobachtung war begleitet durch eine starke Becherzellmetaplasie und eine starke

Schleimproduktion in den Bronchien (Abbildung 22, C). Die Atemwegsentziindung
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verschlimmerte sich mit der Anzahl an intranasalen Sensibilisierungen beziehungsweise
Provokationen und waren 21 Tage nach der ersten Sensibilisierung erkennbar. Durch die
Inhibition des IL-4/IL-13-Systems mit 8 x 10pg QY konnte sowohl das Entzindungsinfiltrat
reduziert als auch die Becherzellmetaplasie in Verbindung mit der Schleimproduktion
gesenkt werden (8 x OVA + 8 x 10ug QY). Wahrend des allergenfreien Intervalls nahm
die Atemwegseosinophilie ab, verblieb jedoch verglichen mit nicht sensibilisierten Mausen

auf erhohtem Niveau.
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Abbildung 22: Allergische Atemwegspathologie

Balb/c M&use wurden 8-mal Uber einen Zeitraum von 6-Wochen sensibilisiert und provoziert. Nach 6-Wochen
wurden die Praparate mit H&E (A, B) und PAS (C) gefarbt, um entziindliche Infiltrate und die
Becherzellmetaplasie beurteilen zu kdnnen.
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3.3.2 Atemwegseosinophilie

Um das eosinophile Infiltrat in der Lunge zu quantifizieren und um zu beurteilen, inwieweit
sich das Infiltrat durch die Inhibition des IL-4/IL-13-Systems reduzieren lasst, wurde nach
6 beziehungsweise 9 Wochen eine bronchoalveolare Lavage durchgeflhrt. Die Anzahl
der eosinophilen Granulozyten wurde im Mikroskop anhand allgemeiner zytologischer

Kriterien durchgefihrt.

Balb/c-Mause, die intranasal mit OVA sensibilisiert wurden, zeigten eine starke
Atemwegseosinophilie. Durch die prophylaktische Inhibition des IL-4/IL-13-Systems mit 8
x 10ug oder mit 8 x 100ug des Inhibitors konnte die Atemwegseosinophilie vollstandig auf
das Niveau von nicht sensibilisierten Mausen inhibiert werden. Die therapeutische
Inhibition mit 2 x 10ug oder mit 4 x 10ug des IL-4/IL-13 Inhibitors nach etablierter
allergischer Erkrankung flihrte jedoch zu keiner signifikanten Reduktion der
Atemwegseosinophilie (Abbildung 23, A). Des Weiteren konnte keine signifikante
Reduktion der eosinophilen Granulozyten beobachtet werden, wenn die Mause nach
erfolgter OVA-Sensibilisierung therapeutisch mit 5x10ug wahrend des allergenfreien
Intervalls oder mit 2x10ug nach der Allergen-Pause mit der Provokation behandelt wurden
(Abbildung 23, B).
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Abbildung 23: Atemwegs Eosinophilie

Balb/c M&use wurden 8-mal Uber einen Zeitraum von 6-Wochen (A) oder 9-Wochen mit einer 3-wdchigen
allergenfreien Pause (B) mit OVA sensibilisiert und provoziert (siehe Tabelle 1). Unterschiedliche Dosen des
IL-4/IL-13-Inhibitors (QY) wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten appliziert (siehe Tabelle 1). Nach 6 oder 9-
Wochen wurde eine BAL durchgefiihrt und die Zellen mit Diff-Quick™ gefarbt. Die Anzahl der eosinophilen
Granulozyten wurden durch allgemeine zytologische Kriterien beurteilt. Dargestellt sind die Mittelwerte (n=5-
19) +/- SD aus 2-4 Tierexperimenten. (*P < .001, t-test).
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3.3.3 Beurteilung der Becherzellmetaplasie

Balb/c-Mause wurden wochentlich 8-mal intranasal mit OVA Uber einen Zeitraum von 6
Wochen oder 8-mal liber einen Zeitraum von 9 Wochen, der eine 3-wochige Pause
enthielt, sensibilisiert. Das IL-4/IL-13-System wurde mit unterschiedlichen Dosen des
Inhibitors wie unter XXX beschrieben gehemmt. Nach 6 beziehungsweise nach 9 Wochen
wurden Lungenschnitte mit PAS gefarbt und die Becherzellmetaplasie wurde mit O flr
keine bis 3 fir sehr starke Becherzellmetaplasie bewertet. Die prophylaktische Inhibition
des IL-4/IL-13-Systems mit 8x10ug des Inhibitors wahrend der Sensibilisierung flhrte zu
einer signifikanten Reduktion der Becherzellmetaplasie um etwa 50%. Ebenso fuhrte die
therapeutische Behandlung mit 4x10ug des IL-4/IL-13-Inhibitors nach etablierter Allergie,
die ab Tag 28 nach der ersten Sensibilisierung begann, zu einer signifikanten Reduktion
der Becherzellmetaplasie (Abbildung 24, A). Keine Reduktion der Becherzellmetaplasie
konnte weder nach der zweimaligen therapeutischen Gabe des Inhibitors nach erfolgter
Sensibilisierung zu Zeitpunkt der letzten Allergenprovokation noch nach der
therapeutische Inhibition mit 5x10ug wahrend des allergenfreien Intervalls oder mit

2x10ug nach der Allergen-Pause mit der Allergenprovokation beobachtet werden.
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Abbildung 24: Becherzellmetaplasie

Balb/c Mause wurden 8-mal Uiber einen Zeitraum von 6-Wochen (A) oder 9-Wochen mit einer 3-wdchigen
allergenfreien Pause (B) mit OVA sensibilisiert und provoziert (siehe Tabelle 1). Unterschiedliche Dosen des
IL-4/IL-13-Inhibitors (QY) wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten appliziert (sieche Tabelle 1). Nach 6 oder 9-
Wochen wurden histologische Praparate mit PAS gefarbt und die Becherzellmetaplasie wurde mit O=keine,
1=schwache, 2=mafige und 3=starke Becherzellmetaplasie bewertet. Kreise stellen einzelne Mause,
horizontale Balken stellen den Mittelwert der jeweiligen Gruppe dar. (*P = .042, **P < .001, Mann-Whitney-
Test).
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4 IL-4/IL-13 Inhibition in einem Maus-Modell fur atopische Dermatitis

Der Einfluss von IL-4 und IL-13 in der Pathogenese der atopischen Dermatitis ist bisher
nicht eindeutig geklart. Um die grundlegende Rolle dieser Zytokine bei der Entwicklung
des humanen atopischen Ekzems zu untersuchen, musste ein Tiermodell etabliert
werden, das eine ahnliche Pathogenese zeigt. Im Folgenden wird die NC/Nga-Maus als
Modell flr die humane atopische Dermatitis beschrieben. Weiterhin wird in diesem
Tiermodell das IL-4/IL-13-System mit dem zuvor beschriebenen IL-4/IL-13-Inhibitor

gehemmt und der Einfluss auf die Pathogenese untersucht.

4.1 Klinisches Bild der Dermatitis bei NC/Nga-Mausen

Unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen entwickelten NC/Nga-Mause keine
Hautveranderungen. Im Gegensatz dazu begannen NC/Nga-Mause, die unter
konventionellen Bedingungen gehalten wurden, sich im Alter von 6 bis 8 Wochen zu
kratzen. AnschlielRend zeigten sich klinische Symptome der humanen atopischen
Dermatitis wie Juckreiz, Erytheme, Odeme, Erosionen und Trockenheit der Haut. Die
Hautlasionen zeigten sich vorerst nur an den Ohren, breiteten sich dann jedoch im Verlauf

auch auf den Nacken-, Riicken- und Gesichtsbereich aus (Abbildung 25).

Abbildung 25: Klinisches Bild
der Hautldsionen in NC/Nga
Mausen

Pathologische Veranderungen der
Haut in 12-Wochen alten NC/Nga
Mause, die unter spezifisch
pathogen-freien Bedingungen (A)

oder unter konventionellen

Bedingungen gehalten wurden (B).
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4.2 Klinischer Haut-Score

Der Schweregrad der Hautlasionen von NC/Nga-Mausen wurde anhand des von Leung
(Leung DYM, et al., 1990) fir die humane atopische Dermatitis vorgeschlagenen
Bewertungssystems durchgefiihrt. Der klinische Gesamt-Haut-Score setzte sich aus der

Summe der einzelnen Bewertungen fir Juckreiz, Erytheme, Odeme, Erosionen und

Trockenheit der Haut zusammen, die von O fur keinen bis 3 sehr starkem Schweregrad
reichen (Abbildung 26).

Abbildung 26: Kriterien zur Bewertung
des klinischen Hautzustandes
NC/Nga-Mause entwickeln im Alter von
etwa 6 Wochen AD-ahnliche Hautlasionen
an den Ohren. Der klinische Gesamt-Haut-
Score setzt sich aus der Summe der
einzelnen Bewertungskriterien aus
Exkoriation (A), Odem (B), Erythem (C) und
Hautschuppung (D) zusammen.

Kontroll-Mause, die unter konventionellen Bedingungen gehalten wurden und zweimal
taglich 100ul NaCl injiziert bekommen haben, entwickelten im Alter von 6 Wochen AD
ahnliche Hautlasionen. Der Schweregrad der Hautlasionen verstarkte sich im weiteren
Verlauf stetig und erreichte in 12 Wochen alten Mausen einen durchschnittlichen Gesamt-
Haut-Score von 2 Punkten (1,9 +/- 1,2). NC/Nga-Mause, in denen das IL-4/IL-13-System
gehemmt wurde und die unter konventionellen Bedingungen gehalten wurden,
entwickelten einen wesentlich starkeren klinischen Gesamt-Haut-Score, der sein
Maximum von 5 Punkten (5 +/- 2) im Alter von 9 Wochen erreichte. NC/Nga-Mause, die
unter SPF Bedingungen gehalten wurden, entwickelten keinerlei Hautlasionen im
beobachteten Zeitraum (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Zusammenfassung des klinischen Schweregrades der Dermatitis in NC/Nga Mausen
Der klinische Gesamt-Haut-Score setzt sich aus der Summe der einzelnen Bewertungskriterien aus
Exkoriation, Odem, Erythem und Hautschuppung zusammen. --O--, SPF NC/Nga; --5— , Konventionelle
NC/Nga 2x NaCl taglich; --A—, Konventionelle NC/Nga 2x 10ug QY taglich. Die Symbole stehen fir
Einzelmause; Linien stellen den Verlauf der Mittelwerte der einzelnen Versuchsgruppen dar (n=8-12). O P <
.05, Mann-Whitney U-Test (SPF NC/Nga vs. Konventionelle NC/Nga 2x NaCl taglich/ Konventionelle NC/Nga
2x 10ug QY taglich); * P < .05, Mann-Whitney U-Test (Konventionelle NC/Nga 2x NaCl taglich vs.
Konventionelle NC/Nga 2x 10ug QY taglich).
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4.3 Histophatologie

NC/Nga-Mause wurden im Alter von 12 Wochen getdtet, die Haut entnommen und in
10%igen phosphatgepufferten Formalin fixiert. Um histopathologische Veranderungen in
der Haut der Mause, die unter SPF oder konventionellen Bedingungen gehalten wurden,

zu vergleichen, wurden Hautpraparate mit H&E gefarbt und mikroskopisch analysiert.

Abbildung 28: Histopathologische Veranderungen der Haut von 12-Wochen alten NC/Nga-Mausen

Hamatoxilin- und Eosin-Farbung von Parafinschnitten der Haut aus 12 Wochen alten NC/Nga-Mausen, die
unter SPF Bedingungen gehalten wurden (A, B) und die unter konventionellen Bedingungen gehalten wurden

(C, D) und jeweils 2-mal taglich NaCl injiziert bekommen haben.

SPF NC/Nga-Mause zeigten keine histopathologischen Veranderungen (Abbildung 28, A,
B). Demgegenuber zeigten NC/Nga-Mause, die unter konventionellen Bedingungen
gehalten wurden und zweimal taglich eine NaCl-Injektion erhielten, einige fiir die humane
AD typische histopathologische Veranderungen (Abbildung 28, C, D). Die normalerweise
bei Mausen einschichtige Epidermis und Dermis war stark verdickt (Akanthose). In der
oberen Epidermis zeigte sich eine starke Hyperkeratose. Unter Erosionen war ein starkes
Infiltrat von Granulozyten zu beobachten. Weiterhin zeigten unter konventionellen

Bedingungen gehaltene Mause sowohl eine maRige Infiltration mit Lymphozyten in der
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Epidermis als auch eine Infiltration der Dermis mit Mastzellen. Konventionell gehaltene
NC/Nga-Mause, die taglich mit dem IL-4/IL-13-Inhibitor behandelt wurden, zeigten die

gleichen histopathologischen Veranderungen im starkeren Ausmaf (Daten nicht gezeigt).

4.4 IgE-Titer im Serum

Im Verlauf des Versuches wurde den Mausen alle zwei Wochen Blut entnommen und die
IgE-Titer im Serum mit einem ELISA bestimmt. Serum IgE-Spiegel in NC/Nga-Mausen,
die unter konventionellen Bedingungen gehalten wurden und taglich zweimal NaCl injiziert
bekommen haben, zeigten nachweisbare IgE-Titer im Alter von 6 Wochen (12,2 +/- 6,9
pg/ml). Diese stiegen kontinuierlich an und erreichten ein Plateau im Alter von 10 Wochen
von etwa 26,9 +/- 8,2 ug/ml (Abbildung 29). In konventionell gehaltenen NC/Nga-Mausen,
in denen das IL-4/IL-13 System gehemmt wurde, stiegen die IgE-Spiegel im Serum
schneller an und erreichten Hochstwerte von 75,2 +/- 46,2 pg/ml (Abbildung 29). Im
Gegensatz dazu verblieben die IgE-Spiegel von unter SPF-Bedingungen gehaltenen

NC/Nga-Mausen auf niedrigem Niveau unter 3ug/ml (Abbildung 29).

Abbildung 29: Serum IgE-Spiegel in NC/Nga

140 Méusen
% O% IgE-Spiegel wurden durch ELISA im Serum
T T bestimmt. --O--, SPF NC/Nga; -,
=E’ 100 1 Konventionelle NC/Nga 2x NaCl taglich; --A—,
"g) 80 1 Konventionelle NC/Nga 2x 10ug QY taglich.
I 60 - Daten zeigen die Mittelwerte +/-
2 40 - Standardabweichung (n=8-12). O P < .05, t-Test
(SPF NC/Nga vs. Konventionelle NC/Nga 2x
i NaCl taglich/ Konventionelle NC/Nga 2x 10ug
0

QY taglich); * P < .05, t-Test (Konventionelle
NC/Nga 2x NaCl taglich vs. Konventionelle
NC/Nga 2x 10ug QY taglich)
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4.5 IgE-Sekretion von in vitro kostimulierten B-Zellen

Um die Empfindlichkeit der IgE-Synthese von B Zellen auf IL-4 und anti-CD40 zu testen,
wurden B-Zellen aus der Milz von NC/Nga-Mausen durch magnetische Zellsortierung
(MACS, Miltenyi) positiv selektioniert. Abbildung 30 zeigt eine reprasentative Analyse der
B-Zellen im Durchflusszytometer vor der Zelltrennung (A) und nach der Zelltrennung (B,
C). Die Reinheit der isolierten B220" B-Zellen wurde durchflusszytometrisch analysiert
und betrug 98% (Abbildung 30, C).
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Abbildung 30: Durchflusszytometrische Analyse der MACS B-Zellisolierung
B-Zellen wurden durch magnetische Zelltrennung (MACS) aus der Milz isoliert und durchflusszytometrisch auf
ihre Reinheit untersucht. (A) zeigt die Zellzusammensetzung vor der Auftragung auf die Trennsaule. Nach der

Trennung (C) erhielt man eine 98%ige, reine B-Zellfraktion; der Durchfluss enthielt lediglich 2% B-Zellen (B).

AnschlieBend wurden die B220" B-Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen von anti-
CD40 (1-1000ng/ml) und konstanten Konzentrationen von IL-4 (200U/ml) oder mit
konstanten Konzentrationen von anti-CD40 und unterschiedlichen Konzentrationen an IL-
4 (25-200U/ml) fur 7 Tage bei 37°C und 5% CO;, kultiviert. IgE wurde im

Zellkulturiberstand mit einem ELISA bestimmt.

B-Zellen von NC/Nga-Mausen, die unter konventionellen Bedingungen gehalten wurden
und zweimal taglich mit NaCl behandelt wurden, reagierten mit einer steigenden IgE-
Synthese auf steigende Konzentrationen von anti-CD40 beziehungsweise von |L-4
(Abbildung 31). NC/Nga-Mause, in denen das IL-4/IL-13 System gehemmt wurde, zeigten
jedoch eine wesentlich starkere Sensitivitat auf anti-CD40 (Abbildung 31, A)
beziehungsweise IL-4 (Abbildung 31, B) und produzierten wesentlich mehr IgE als
konventionelle Kontrolimause. IgE-Spiegel von NC/Nga-Mausen, die unter SPF-
Bedingungen gehalten wurden, verblieben auch nach der Kostimulation mit hohen

Konzentrationen anti-CD40 beziehungsweise IL-4 auf niedrigem Niveau (Abbildung 31).
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Abbildung 31: IgE-Sekretion von in vitro kostimulierten B Zellen

B220" B-Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen an anti-CD40 und konstanten Konzentrationen
IL-4 (A) oder mit unterschiedlichen Konzentrationen IL-4 und konstanten Konzentrationen anti-CD40 (B)
inkubiert. Nach 7 Tagen Inkubation bei 37°C und 5% CO, wurden die IgE-Spiegel im Zellkulturiberstand
durch ELISA bestimmt. --O--, SPF NC/Nga; = , Konventionelle NC/Nga 2x NaCl taglich; --A—,
Konventionelle NC/Nga 2x 10ug QY taglich. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- Standardabweichung (n=4-6).
O P < .05, t-Test (SPF NC/Nga vs. Konventionelle NC/Nga 2x NaCl taglich/ Konventionelle NC/Nga 2x 10ug
QY taglich); * P < .05, t-Test (Konventionelle NC/Nga 2x NaCl taglich vs. Konventionelle NC/Nga 2x 10ug QY
taglich).

4.6 Th1/Th2 Zytokin Sekretion von in vitro kostimulierten T-Zellen

Um zu untersuchen, inwieweit die Pathologie der NC/Nga-Mause mit einer T-Helferzell-
Polarisation verbunden ist und inwieweit Th2-Zellentwicklung durch die Inhibition des IL-
4/IL-13-Systems inhibiert werden kann, wurden in vitro T-Zellstimulationsassays
durchgefiihrt. Hierfiir wurden T-Zellen aus Milzen mit IL-2 und anti-CD3 flr 48 Stunden
kostimuliert. Im Anschluss wurden Th2- und Th1-Zytokine im Zellkulturiiberstand durch
einen ELISA bestimmt.

Sowohl unbehandelte als auch mit dem IL-4/IL-13-Inhibitor behandelte NC/Nga-Mause,
die unter konventionellen Bedingungen gehalten wurden, zeigten eine hohe, in etwa
gleiche Produktion an Th2-Zytokinen wie IL-4, IL-5 und IL-13. Dahingegen waren alle
gemessenen Th2-Zytokine in NC/Nga-Mausen, die unter SPF Bedingungen gehaltenen
wurden, nicht nachweisbar (Abbildung 32, A-C). Dennoch zeigten alle Versuchsgruppen
gleich hohe IFN-y—Spiegel, gleich ob sie unter SPF oder unter konventionellen

Bedingungen gehalten wurden (Abbildung 32, C).
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Abbildung 32: Zytokin Sekretion von in vitro stimulierten Milz-Zellen

Einzelzellsuspensionen der Milz von NC/Nga-Mausen wurde mit anti-CD3 und IL-2 kostimuliert. Nach 48
Stunden Inkubation bei 37°C und 5%CO; wurde IL-4 (A), IL-5 (B), IL-13 (C) und IFN-y (D) durch ELISA
bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- Standardabweichung (n=7-10). * P < .05, t-Test (SPF NC/Nga
vs. Konventionelle NC/Nga 2x NaCl taglich/ Konventionelle NC/Nga 2x 10ug QY taglich).
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V. Diskussion

In dieser Arbeit wurde die Rolle von IL-4 und IL-13 in unterschiedlichen Zeitpunkten der

allergischen Reaktion untersucht.

IL-4 und IL-13 sind beide SchllUsselzytokine, sowohl wahrend der Sensibilisierungsphase
als auch wahrend der Effektorphase der allergischen Reaktion. Eine Vielzahl von
Publikationen beschreibt die Wirkung entweder von IL-4- oder von IL-13-Inhibition im
Tiermodell, jedoch gab es zu Beginn dieser Arbeit keine Informationen Uber die simultane
Inhibition beider Zytokine. Grunewald et al. evaluierten die Herstellung und Wirkung eines
mutierten IL-4 Molekuls, dass sowohl IL-4 als auch IL-13 abhangige Funktionen inhibierte.
Die Expression erfolgte jedoch in Sf9-Insektenzellen, aus denen systembedingt lediglich
geringe Mengen des Proteins gewonnen werden konnten. Deshalb wurde in dieser Arbeit
die Expression und Aufreinigung des IL-4/IL-13-Inhibitors in einem E. coli-
Expressionssystem beschrieben, durch das wesentlich hdhere Mengen des Proteins

gewonnen werden konnten.

Um die Rolle der Zytokine IL-4 und IL-13 bei allergischem Asthma zu untersuchen, wurde
ein Maus-Modell fur allergisches Asthma etabliert und das IL-4/IL13-System zu
unterschiedlichen Zeitpunkten inhibiert. Dadurch sollten Erkenntnisse sowohl Gber die
Wichtigkeit dieser Faktoren wahrend unterschiedlicher Zeitpunkte der allergischen
Reaktion als auch Uber den potentiellen therapeutischen Einsatz bei allergischem Asthma

gewonnen werden.

Bei der atopischen Dermatitis wird die Rolle der beim Menschen beobachteten Th2-
Immunantwort kontrovers diskutiert. Um diese Frage zu klaren, wurde in einem Tiermodell

fur die humane atopische Dermatitis der NC/Nga-Maus das IL-4/IL-13-System inhibiert.

1 Der rekombinante IL-4/IL-13 Inhibitor QY aus Escherichia coli

1.1 Expression und Aufreinigung

Der IL-4/IL-13-Inhibitor QY wurde wie in Material und Methoden beschrieben in E. coli
exprimiert und aufgereinigt. Wahlt man ein prokaryotisches Expressionssystem, so wird
das Protein in seiner Primarstruktur exprimiert. Eine weitere spezifische Faltung in die
funktionsfahige Form ist in E. coli nicht gewahrleistet. Dadurch ist die Renaturierung im

Verlauf der Praparation und Aufreinigung in seine funktionsfahige Form von besonderer
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Bedeutung. Der Erfolg der Renaturierung wurde in dieser Arbeit mit zwei
unterschiedlichen Nachweismethoden Uberprift. Trotz dieses Nachteils erscheint die
Wahl des E. coli-Expressionssystems sinnvoll, da fiir die geplanten in vivo-Versuche
grofl’e Mengen an rekombinanten Proteins bendtigt werden. Da in eukaryotischen
Expressionssystemen lediglich kleine Mengen exprimiert werden kdnnen, wurde der IL-
4/I1L-13-Inhibitor QY in E. coli exprimiert und wie hier vorgestellt prapariert, renaturiert und
gereinigt. Als letzten Schritt in der Praparation des IL-4/IL-13-Inhibitors QY wurde die
Proteinfraktion auf eine Affinitatssaule gegeben, durch die das verbleibende Endotoxin
aus der Probe entfernt wird. Fir die Anwendung im Tiermodell ist dieser Schritt, die
Entfernung des verbliebenen Endotoxins, von besonderer Bedeutung. Sollen
immunologische Vorgange in vivo durch den Einsatz eines inhibitorischen Proteins
untersucht werden, so muss dieser endotoxinfrei sein, um die spezifische Wirkung nicht
durch einen unspezifischen Stimulus, dem Endotoxin, zu beeinflussen. Die in den
weiteren Versuchen verwendete Proteinfraktion wurde mit einem Limulus-Amoebocyte-
Lysate-Test auf Endotoxin Uberprift und enthielt weniger als 0.03EU/mI. Damit ist die
Probe als pyrogenfrei und somit ohne Einfluss auf die immunologische Reaktion

anzusehen.

1.2 In vitro-Charakterisierung des IL-4/IL-13-Inhibitors QY

Vergleicht man die Bindungskinetik in vitro in einer BIAcore-Analyse, so konnte gezeigt
werden, dass der in E. coli produzierte IL-4/IL-13-Inhibitor QY in &hnlicher Weise an den
IL-4Ra bindet wie das IL-4-Wildtypprotein, das als Referenz diente. Um den Inhibitor in
einem tierexperimentellen Ansatz zu verwenden, ist jedoch neben der Frage, ob das
Protein an den Rezeptor binden kann, ebenfalls die Frage von entscheidender
Bedeutung, inwieweit der Inhibitor die Wirkung des nativen IL-4- und IL-13-Proteins zu
inhibieren vermag. Diese konnte in einem in vitro Zellproliferationsversuch geklart werden,
indem durch die Gabe des IL-4/IL-13-Inhibitors die IL-4-abhangige Zellproliferation
vollstéandig inhibiert werden konnte. Somit konnte der IL-4/IL-13-Inhibitor in den folgenden
Experimenten, in denen die Wirkung des Inhibitors in Tiermodellen untersucht werden

sollte, eingesetzt werden.
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2  Inhibition des IL-4/IL-13-Systems in einem Maus-Modell fur allergisches
Asthma

In dieser Arbeit wurde ein Maus-Modell fiir allergisches Asthma vorgestellt, das ahnlich
der Sensibilisierung beim Menschen mit Aeroallergenen durch wiederholte intranasale
OVA-Applikation ohne adjuvantien eine Atemwegsiberempfindlichkeit, eine
persistierende allergische Atemwegspathologie zusammen mit andauernden spezifischen
IgE Synthese, entwickelt. In Ubereinstimmung mit vorhergehenden Arbeiten konnte
gezeigt werden, dass die Inhibition des IL-4/IL-13-Systems die Ausbildung einer
allergischen Atemwegspathologie verhindern kann (Tomkinson A, et al., 2001). Es konnte
gezeigt werden, dass die Entwicklung der Atemwegseosinophilie und
Atemwegshyperreaktivitat vollstandig inhibiert werden konnte und dass die Ausbildung
der Becherzellmetaplasie signifikant durch die Applikation des IL-4/IL-13-Inhibitors
gesenkt werden konnte. Dies bestatigt, dass IL-4 und IL-13 eine entscheidende Rolle bei
der Ausbildung der allergischen Atemwegspathologie spielen, wie bereits von anderen
Gruppen gezeigt wurde (Corry DB, et al., 1996; Grunig G, et al., 1998; Wills-Karp M, et
al., 1998; Dabbagh K, et al., 1999; Henderson WR, et al., 2000).

Obwohl durch die Behandlung mit dem selbst entwickelten IL-4/IL-13-Inhibitors die OVA
spezifischen IgE-Titer signifikant gesenkt wurden, konnte die spezifische IgE-Synthese
nicht vollstandig gesenkt werden. Dieses entspricht jedoch den Daten, die in IL-4-R-alpha-
Knockout-Mausen (IL-4Ro”) gewonnen wurden (Grunewald SM, et al., 2001). Nach 6-
wdchiger intranasaler OVA-Sensibilisierung von IL-4Ra"-Mausen, entwickelten diese
ahnlich hohe OVA-spezifische IgE-Antikdrper-Titer wie Wildtyp-Mause, die mit dem IL-
4/IL-13-Inhibitor, der die IL-4-R-alpha-Kette blockiert, behandelt wurden. Im Gegensatz

dazu war eine spezifische IgE-Synthese in IL-4Ro”

“nach einmaliger intraperitonealen
OVA-Sensibilisierung nicht nachweisbar und konnte durch den gleichen IL-4/IL-13-
Inhibitor vollstéandig inhibiert werden (Grunewald SM, et al., 1998). Zusatzlich konnte
Tomkinson et al. zeigen, dass nach erfolgter intraperitonealer Sensibilisierung durch die
einmalige Gabe wahrend der intranasalen Provokation mit vergleichbaren Dosen eines IL-
4/IL-13 Antagonisten auf der Basis eines veranderten IL-4 Molekiils (C118 Deletion) die
spezifische IgE-Synthese vollstandig gehemmt werden konnte (Tomkinson A, et al.,
2001). Demgegentber konnten wir zeigen, dass eine etablierte andauernde IgE-Synthese
durch die Inhibition des IL-4/IL-13-Systems nach erfolgter Sensibilisierung in unserem
Tiermodell nicht signifikant gesenkt werden konnte. Aus diesem Grund scheint es

wahrscheinlich, dass bisher nicht bekannte Faktoren die IgE-Synthese unabhangig von
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der IL-4-R-alpha-Kette nach lang anhaltender Allergenexposition aufrechterhalten, die
sich von den Mechanismen der Induktionsphase der allergischen Immunantwort
unterscheiden (Grunewald SM, et al., 2001). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die
Inhibition des IL-4/IL-13-Rezeptor-Systems zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der
Ausbildung einer allergischen Atemwegspathologie nicht zu einer Reduktion der

asthmaahnlichen Atemwegspathologie fiihrte.

In dieser Arbeit wurde das IL-4/IL-13-System mit dem Zytokinantagonisten erst nach dem
Abschluss der Sensibilisierung und nach Ausbildung der Atemwegspathologie begonnen.
Eine etablierte allergische Atemwegserkrankung mit anhaltender Atemwegspathologie
und allergenspezifischer IgE-Synthese wurde durch eine lang anhaltende intranasale
Sensibilisierung mit 8 OVA-Applikationen lber einen Zeitraum von 6 oder 9 Wochen
erreicht. Andere bisher veroffentlichte Arbeiten, die ein zweimaliges intraperitoneales
OVA-Priming und eine anschliel’ende kurze intranasale oder intratracheale
Allergenprovokationen durchfiihrten, berichteten tber inhibitorische Effekte eines
selektiven IL-13-Antagonisten oder einen |IL-4-Rezeptor-Antagonisten. Wenn einer dieser
Inhibitoren wahrend der inhalierenden Allergenprovokation erfolgte, zeigte sich, dass die
Atemwegsempfindlichkeit, die Atemwegsentziindung und die Schleimproduktion in den
Bronchien inhibiert werden konnten (Grunig G, et al., 1998; Wills-Karp M, et al., 1998;
Tomkinson A, et al., 2001; Gavett SH, et al., 1997).

Da sich die in dieser Arbeit beschriebenen Protokolle, von denen die bereits von anderen
Gruppen publiziert worden sind, unterscheiden, ist ein direkter Vergleich der Daten nicht
moglich. Allerdings ist anzunehmen, dass die kurzzeitige intranasale Provokation nach
einem intraperitonealen Priming nur zu einer leichten und nur temporaren
Atemwegspathologie fiihrt, die durch einen IL-4- und/oder durch einen IL-13-Inhibitor
erfolgreich reduziert werden kann (Grunig G, et al., 1998; Wills-Karp M, et al., 1998;
Blease K, et al., 2001; Tomkinson A, et al., 2001; Gavett SH, et al., 1997). Andererseits
scheint eine etablierte Immunreaktion nach einer lang anhaltenden intranasalen

Sensibilisierung komplexer reguliert zu werden.

Aulerdem kann nicht ausgeschlossen werden, dass mogliche Unterschiede zwischen der
intraperitonealen und der intranasalen Applikation des IL-4/IL-13-Inhibitors existieren. Bei
der intranasalen Applikation kdnnte es zu einer Ablagerung des Inhibitors in den oberen
Atemwegen kommen. Weiterhin kénnte die Wirkung im entziindeten Gewebe geringer

sein als in nicht entziindeten.

Dennoch konnten wir eine dosisabhangige Reduktion der OVA-spezifischen IgE-Synthese



V. Diskussion 74

und eine Reduktion anderer Parameter erreichen, wenn 10ug des IL-4/IL-13-Inhibitors
intranasal wahrend der Sensibilisierung verabreicht wurden. Dieses zeigt die effektive
Wirkung bei intranasalen Applikation und I&sst eine starke systemische Absorption

vermuten.

Obwohl angenommen wird, dass IL-4 und IL-13 eine Schlisselposition bei der Regulation
von Allergien einnehmen, kdnnten diese Effekte auch durch andere Faktoren kompensiert
werden, die fir die Ausbildung des allergischen Phanotyps verantwortlich sind. Ein
moglicher Faktor kénnte IL-5 sein, das fiir die Reifung, Differenzierung und das Uberleben
von Eosinophilen in der allergischen Antwort verantwortlich ist. Daten, die aus Versuchen
mit IL-5-defizienten Mausen stammen, bestatigen die wichtige Rolle von IL-5 in der
Ausbildung der Atemwegseosinophilie und der Atemwegstiberempfindlichkeit, die
unabhangig von einer spezifischen IgE-Synthese ist (Foster PS, et al., 1996; Hamelmann
E, et al., 1999; Hamelmann E, et al., 1999). Neuste Arbeiten konnten zeigen, dass ein
weiteres Th2-Zytokin eine wichtige Rolle spielen kdonnte: IL-9. IL-9 beeinflusst eine
Vielzahl von unterschiedlichen Zelltypen der asthmatischen Reaktion, wie T Zellen, B
Zellen, Mastzellen, eosinophile Granulozyten und Epithelzellen. Die Entwicklung einer
transgenen Maus, die IL-9 Uberexprimiert, zeigt, dass IL-9 eine wichtige Rolle bei der
Entwicklung des asthmatischen Phanotyps, einschliel3lich der eosinophilen Entziindung,
bei der Atemwegsiiberempfindlichkeit, den erhéhten IgE-Titer und der erhdhten
Schleimproduktion, spielt (Soussi-Gounni A, et al., 2001; Renauld JC, et al., 1990;
Nicolaides NC, et al., 1997; Temann UA, et al., 1998; Louahed J, et al., 2000).
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3 Inhibition des IL-4/IL-13-Systems in einem Maus-Modell fur die
atopische Dermatitis

Der NC/Nga-Mausstamm wurde von unterschiedlichen Gruppen als Maus-Modell fir die
humane atopische Dermatitis vorgeschlagen (Matsuda H, et al., 1997). In dieser Arbeit
wurden sowohl einige der wichtigsten Eigenschaften der humanen AD wie
makroskopische und histologische Veranderungen, die IgE-Titer und die Sensitivitat von
B-Zellen auf die Kostimulation mit IL-4 und anti-CD40 als auch der Zusammenhang dieser

Parameter mit der Zytokinsekretion von stimulierten T-Zellen untersucht.

NC/Nga-Mause, die unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen gehalten werden,
entwickeln keine Anzeichen einer atopischen Dermatitis (Matsuda H, et al., 1997). In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass SPF-Mause ebenfalls weder klinische Zeichen
einer Dermatitis oder histologische Veranderungen noch nachweisbare IgE-Titer zeigten.
Weiterhin lag keine spezifische Polarisation der T-Helferzellen in NC-M&usen vor, die
unter SPF-Bedingungen gehalten wurden. Dagegen entwickelten NC/Nga-Mause, die
unter konventionellen Bedingungen gehalten wurden, Hautlasionen, die der humanen AD
ahnlich waren: histopathologische Veranderungen und gesteigerte IgE-Titer. T-Zellen aus
einer Gesamt-Milz-Praparation produzierten nach Kostimulation mit IL-2 und anti-CD3
vermehrt Th2-Zytokine, wie IL-4, IL-5 und IL-13. Dieses unterstreicht die bedeutende
Rolle von Th2-Zytokinen in diesem Maus-Modell fir die humane atopische Dermatitis wie
auch bereits zuvor von anderen Gruppen beschrieben wurde (Habu Y, et al., 2001;
Sasakawa T, et al., 2001) Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass der NC/Nga-
Mausstamm als Maus-Modell fiir die humane atopische Dermatitis geeignet zu sein
scheint (Vestergaard C, et al., 2000).

Dennoch ist die Rolle von Th1- und Th2-Zytokinen in NC/Nga-M&usen nicht vollkommen
klar. Auf der einen Seite berichtet Habu et al. von einer erfolgreichen Therapie mit Th1-
Zytokinen (IFN-g, IL-12 und IL-18), die sowohl zu einer Verminderung der IgE- und IL-4-
Spiegel im Serum flhrt als auch zu einer Verminderung der Dermatitis flhrt (Habu Y, et
al., 2001). Andererseits berichten Matsumoto et al., dass atopische NC/Nga-Mause auf
die Applikation von IL-12 mit einer Exazerbation von Hautlasionen reagierten (Matsumoto
M, et al., 2001). Die erhohte Expression von Th2-Zytokinen spricht ebenfalls fir eine
wichtige Rolle von Th2-Zytokinen bei der atopischen Dermatitis in NC/Nga-Mausen
(Matsuda H, et al., 1997; Sasakawa T, et al., 2001). Aufgrund dieser Beobachtungen

scheint eine Therapie mit einem IL-4/IL-13-Inhibitors sinnvoll zu sein. In dieser Arbeit



V. Diskussion 76

fuhrte die intraperitoneale Inhibition des IL-4/IL-13-Systems beginnend im Alter von 4
Wochen jedoch nicht zu einer signifikanten Senkung der gemessenen Parameter.
Vielmehr traten bei NC-Mausen, die mit dem IL-4/IL-13-Inhibitor behandelt worden sind,
Hautlasionen in grélRerem und schwererem Ausmal auf als in unbehandelten NC-
Mausen. Zusatzlich waren die IgE-Spiegel in Mausen, in denen das IL-4/IL-13-System
inhibiert wurde, hoher als in unbehandelten Mausen. Dieses wird ebenfalls durch die
Beobachtung gestiitzt, dass durch die Applikation des IL-4/IL-13-Inhibitors die Sensitivitat
von B-Zellen auf die Kostimulation von IL-4 und anti-CD40 in Bezug auf ihre IgE-Synthese
hdher ist als bei unbehandelten Mausen. Weiterhin war es durch die Inhibition des IL-4/IL-
13-Systems nicht maoglich, die Th2-Zytokin-Produktion von in vitro stimulierten T-Zellen zu

inhibieren oder zu senken.

Im Verlaufe dieser Arbeit haben Yagi et al. an Stat6” NC/Nga-Mausen zeigen kénnen,
dass die Th2-vermittelte Immunreaktion nicht notwendig ist um in NC/Nga-Mausen eine
AD-ahnliche Hauterkrankung auszuldsen (Yagi R, et al., 2002). In diesen Mausen, die
eine unvollstandige Th2-Differenzierung und IL-4-vermittelten IgE Klassenwechsel in B-
Zellen zeigen, traten die gleichen Hautlasionen wie in Wildtyp NC/Nga-Mausen auf.
Dennoch kann auch die Arbeit von Yagi et al. nicht ausschlieRen, dass an der
Pathogenese der atopischen Dermatitis andere IL-4-Signaltransduktionswege eine Rolle
spielen, da isolierte T- und B-Zellen nach wie vor in vitro auf die Stimulation mit IL-4 mit
einer proliferativen Antwort und einer Phosporylierung des IL-4Ra und Janus Kinase 1

reagieren (Yagi R, et al., 2002).

Fur die humane atopische Dermatitis wurde ein Modell vorgeschlagen, in der die T-
Helferzellen nacheinander aktiviert werden und sowohl Th1- als auch Th2-Zellen zur
Pathogenese beitragen. Hierbei werden Th2-Zellen in der Initiierungssphase aktiviert,
bevor in der spateren chronischen Phase Th1-Zellen an Gewicht gewinnen und den
anhaltenden entziindlichen Prozess aufrechterhalten (Abbildung 7). Wenn nun mit der
Inhibition des IL-4/IL-13-Systems an einem Punkt begonnen wird, an dem die
Initiierungsphase bereits abgeschlossen ist und Th1-Zellen Basis der Pathogenese sind,
verstarkte man die Th1-Antwort durch die Inhibition des Th2-Weges. Somit konnte man
eine Verstarkung des klinischen Hautzustandes bei NC/Nga-Mausen, die unter
konventionellen Bedingungen gehalten wurden und mit dem IL-4/IL-13-Inhibitor behandelt
wurden erklaren. Dennoch stutzt diese Hypothese nicht die Erhéhung des IgE-Spiegels im

Serum nach Inhibition des IL-4/IL-13-Systems.

Unter der Voraussetzung, dass durch eine zu spate Inhibition des IL-4/IL-13-Sytems in
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konventionell gehaltenen NC/Nga-Mausen die verstarkte Th1-Immunantwort zu einem
vermehrten Auftreten von Hautlasionen flhrt, so ware es mdglich, dass durch diese
geschadigte Hautbarriere mehr Antigene beziehungsweise Allergene eindringen und
somit eine verstarkte allergische Immunreaktion, verbunden mit IgE-Synthese, induzieren

kdbnnen.

Patienten mit allergischem Ekzem entwickeln haufig allergenspezifische IgE-Antworten,
die zu klinisch relevanten Ekzemen der Haut nach Allergenkontakt fuhren. Ebenso
reagieren NC/Nga-Mause auf eine topische Applikation mit einem Milben-Antigen mit
einer verstarkten Th2-Immunantwort in Form einer Infiltration der Haut mit CD4" T-Zellen,
eosinophilen Granulozyten und Makrophagen und einer Degranulation von Mastzellen:
Lymphknotenzellen der sensibilisierten Mause zeigten eine Produktion von
antigenspezifisches IgE und produzierten IL-4, IL-5 aber kein IFN-y (Sasakawa T, et al.,
2001). NC/Nga-Mause, die in dieser Arbeit unter konventionellen Bedingungen gehalten
wurde, werden moglicherweise ebenso wahrend der Aufzucht und Haltung gegen ein
unbekanntes Allergen sensibilisiert. Bei diesen Mausen verlauft dieser
Sensibilisierungsprozess vollkommen unkontrolliert und kann zu einer unterschiedlich
starken Auspragung der Th2-Immunantwort zwischen den unterschiedlichen Mausen und
Wirfen flhren.

Weiterhin konnte in dieser Arbeit im Maus-Modell fiir allergisches Asthma gezeigt werden,
dass zwar die Inhibition des IL-4/IL-13-Systems wahrend der allergischen Sensibilisierung
zu einer Inhibition beziehungsweise Reduktion der Parameter fiir allergisches Asthma
fuhrt, jedoch bereits etablierte Allergien nicht beeinflussen kann. Demzufolge kdnnte man
keine Effekte bei NC/Nga Mausen sehen, wenn man das IL-4/IL-13-System zu einem

Zeitpunkt hemmt, an dem die allergische Komponente bereits etabliert ist.

Um die Relevanz von Th2-Zytokinen, insbesondere von IL-4 und IL-13, fir die
Pathogenese der atopischen Dermatitis in diesem Maus-Modell zu beurteilen, mUssten

diese Daten in einem weiteren unabhangigen Tierexperiment reproduziert werden.
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4 Inhibition des IL-4/IL-13-System als Therapie atopischer Erkrankungen

IL-4 und IL-13 sind wichtige Faktoren sowohl in der Sensibilisierungs-, als auch in der
Effektorphase allergischer Erkrankungen. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die
Inhibition des IL-4/IL-13-Systems im Maus-Modell fiir allergisches Asthma wahrend der
allergischen Sensibilisierung zu einer Reduktion der Asthma-Parameter fiihrt. Fir die
therapeutische Anwendung eines IL-4/IL-13-Inhibitors bei allergischem Asthma, ist die
Frage entscheidend, ob ein dhnlicher Effekt auch bei der Applikation des IL-4/IL-13-
Inhibitors nach erfolgter Sensibilisierung nachweisbar ist. In unserem Maus-Modell fur
allergisches Asthma mit einer persistierenden allergischen Entziindung konnte allerdings
keine Reduktion der Messparameter dargestellt werden. Diese Daten vervollstandigen
neuere klinische Beobachtungen, die keine Wirksamkeit von IL-5-Inhibitoren bei einer
etablierten allergischen Erkrankung in Patienten nachweisen konnten (Leckie MJ, et al.,
2000; Shi HZ, et al., 1998). Zusammenfassend scheint es also so zu sein, dass die
prophylaktische Inhibition des IL-14/IL-13-Systems zu einer Reduktion der
Asthmaparameter flihrt, die therapeutische Gabe des IL-4/IL-13-Inhibitors jedoch nicht zu
einer Reduktion der Asthmaparameter flihrt. Eine prophylaktische Gabe eines
rekombinanten IL-4/IL-13-Inhibitors ist jedoch nicht zu rechtfertigen, da zum einen bei
einer Langzeitapplikation die Gefahr einer Autoimmunreaktion oder einer Induzierung von
Tumoren besteht, da der regulatorische Einfluss von IL-4 und IL-13 fehlt. Weiterhin waren
die Kosten flr ein derartiges rekombinantes Protein sehr hoch, so dass die Entwicklung

eines niedermolekularen Immunmodulators aussichtsreicher erscheint.

Aufgrund der hier gezeigten Ergebnisse zur Inhibition des IL-4/IL-13-Systems in einem
Maus-Modell zur atopischen Dermatitis scheint eine therapeutische Intervention mit einem
Th2-Antagonisten wenig sinnvoll zu sein scheint. Durch das Auftreten einer starkeren
Pathologie in Folge der Inhibition des IL-4/IL-13-Systems in NC/Nga-Mausen, spielen
bereits zu einem friihen Zeitpunkt Th2-Zytokine eher untergeordnete Rollen. Zudem
erfolgt eine Therapie der atopischen Dermatitis in einem Stadium, in dem das chronische
Ekzem bereits aufgetreten ist. Es ist anzunehmen, dass zu diesem Zeitpunkt eher Th1
Zytokine bedeutsam sind und somit eine Hemmung von Th1-Zytokinen sinnvoller ware.
Eine derzeit angewandte Therapieform, die Immunmodulatoren aus der Gruppe der
Makroliden, unterstutzt diese Vermutung. Die Makroliden wirken Uber die Inhibition des
Th1-Zytokins IL-2 und des IL-2-Rezeptors, sowie zahlreicher weitere anti-
inflammatorischer Mechanismen. Wie auch bei dem allergischen Asthma erscheint eine

prophylaktische Gabe aus oben beschriebenen Griinden nicht sinnvoll.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

IL-4 und IL-13 sind wichtige Faktoren bei der Entwicklung allergischer Erkrankungen. In
dieser Arbeit wird die Rolle von IL-4 und IL-13 in einem Maus-Modell fiir allergisches
Asthma wahrend der allergischen Sensibilisierung und in einer etablierten asthmatischen
Erkrankung untersucht. Weiterhin wird die Rolle von IL-4 und IL-13 in frlhen Stadien der

atopischen Dermatitis in einem Maus-Modell betrachtet.

In einem Maus-Modell fur allergisches Asthma mit anhaltender IgE-Synthese und einer
persistierenden allergischen Atemwegspathologie konnte gezeigt werden, dass die
Inhibition des IL-4/IL-13 Systems wahrend der allergischen Sensibilisierung zu einer
dosisabhangigen Reduktion der allergen-spezifischen IgE-Titer, zur Inhibition der
Atemwegseosinophilie, zur Reduktion der IL-5-Spiegel in der BAL und zu einer gesenkten
Anzahl von IL-4 sezernierenden CD4" T-Zellen. Weiterhin konnte durch die Inhibition des
IL-4/1L-13 Systems die Becherzellmetaplasie signifikant gesenkt werden. Die Inhibition
des IL-4/IL-13 Systems nach der Entwicklung der allergischen Atemwegspathologie fuhrte
hingegen nicht zu einer signifikanten Reduktion der gemessenen Allergie-Parameter.
Daraus lasst sich schlieRen, dass IL-4 und IL-13 nur eine untergeordnete Rolle in einer
etablierten Allergie spielt. Diese Ergebnisse sind insbesondere wichtig, wenn man Uber
das Verwendungspotential eines IL-4/IL-13-Inhibitors in der Allergie-Therapie bei

asthmatischen Patienten spekuliert.

Weiterhin konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die NC/Nga-Maus ein Modell fir
die humane atopische Dermatitis darstellt. NC/Nga Mause, die unter konventionellen
Bedingungen gehalten wurden, entwickeln makroskopische und histologische
Hautpathologien, die der humanen atopischen Dermatitis sehr ahneln. Weiterhin
entwickeln unter konventionellen Bedingungen gehaltenen NC/Nga Mause hohe IgE-Titer
im Serum, die mit einer erhéhten Produktion an Th2-Zytokinen verbunden war. Die
Inhibition des IL-4/IL-13-Systems fuhrte in diesem Modell jedoch nicht zu einer Reduktion
von Symptomen und Pathologien der humanen atopischen Dermatitis. Deswegen kann
man spekulieren, dass die Inhibition des IL-4/IL-13-Systems zu einem zu spaten Zeitpunkt
erfolgte. Des Weiteren kann eine nicht-standardisierte Sensibilisierung bei Mausen, die in
einer konventionellen Tierhaltung gehalten werden, zu einem sehr unterschiedlichen
Ausbruch der Dermatitis fuhren. Deshalb werden weitere Tierversuche mit einer hdheren
Anzahl von Tieren, die zwischen den Wirfen randomisiert werden, nétig sein, um die

Rolle von IL-4 und IL-13 in der atopischen Dermatitis zu klaren.
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VIl. SUMMARY

IL-4 and IL-13 are considered as key regulators for the development of atopic diseases.
This study addresses the role of IL-4 and IL-13 in a murine asthma model during allergic
sensitization and in established disease. In addition we describe the role of IL-4 and IL-13

in early stages of atopic dermatitis in a mouse model.

In a murine asthma model with ongoing IgE synthesis and persistent allergic airway
pathology we could show that the inhibition of the IL-4/IL-13 system during allergic
sensitization resulted in a dose dependent reduction of OVA specific IgEs, inhibition of
airway eosinophilia together with decreased IL-5 levels and decreased numbers of IL-4
secreting CD4" T cells. Moreover, goblet cell metaplasia could be reduced significantly by
the IL-4/I1L-13 inhibitor. However, the inhibition of the IL-4/IL-13 system after the
development of allergic airway pathology did not reveal any significant reduction of all
measured allergic parameters. These findings are important to estimate the therapeutic

potential of allergy therapy with IL-4/IL-13 inhibitors in asthmatic patients.

In addition we demonstrated that the NC/Nga mouse represents a model for human atopic
dermatitis. NC/Nga mice kept under conventional conditions, developed macroscopic and
histological skin symptoms which resemble human AD. In addition NC/Nga mice kept
under conventional conditions developed high serum IgE titers combined with an
increased production of Th2 cytokines by in vitro stimulated splenic T- cells. However, the
inhibition of the IL-4/IL-13 system did not lead in any significant reduction of symptoms
and pathology which might be a problem of the time point of administration of the inhibitor.
In addition non standardized sensitization conditions in mice kept in a conventional animal
facility may result in different outcomes of the dermatitis. Therefore further animal
experiments with a higher number of mice within the groups, which are randomized
between the litters, would be necessary to clarify of IL-4 and IL-13 for the pathogenesis of
AD.
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