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Einleitung

1 Einleitung

In dieser Arbeit wurde der Einfluss eines akuten Asthma bronchiale als Komorbiditat auf den
Krankheitsverlauf einer Influenza A Virus (AlV) Infektion (2009 pandemisches H1N1) im
Mausmodell untersucht. Daher werden zunachst die Biologie und die Epidemiologie von IAV
zusammengefasst. Es wird im Detail auf die Charakteristika der 2009 pandemischen H1N1
Influenza eingegangen. Darauf folgt eine Beschreibung der Eigenschaften sowie die
Verbreitung und Pathogenese von Asthma bronchiale. Im letzten Teil werden Tiermodelle
und die verschiedenen Allergene, die in der Asthma und Influenza Komorbiditatsforschung

verwendet werden, vorgestellt.

1.1 Influenza A Viren

1.1.1 Taxonomie

Influenza A Viren gehoéren phylogenetisch zur Familie der Orthomyxoviridae und besitzen ein
einzelstrangiges, negativ orientiertes und segmentiertes RNA Genom. Die Familie der
Orthomyxoviridae gliedert sich in sieben Genera, die Influenza A, B, C und D Viren, die
Thogotoviren, die Isaviren und die Quarjaviren (1,2). Aufgrund verschiedener molekularer
Eigenschaften und der serologischen Charakteristika ihrer Nukleoproteine (NP) und
Matrixproteine 1 und 2 (M1, M2), werden die Influenzaviren vier unterschiedlichen Gattungen
zugeordnet, die als Typ A, B, C und D klassifiziert werden (3). In der vorliegenden Arbeit wird
jedoch nur auf die IAV im Detail eingegangen.

Die IAV werden weiterhin anhand ihrer Oberflachenproteine Hamagglutinin (HA) und
Neuraminidase (NA) in Subtypen klassifiziert. Es wurden bisher 19 HA (H1-H19) und 11 NA
(N1-N11) Subtypen identifiziert und beschrieben, wobei H17, H18 und H19, sowie N10 und
N11 bisher nur mittels Sequenzierung in Fledermausproben detektiert werden konnten
(3,4,5). Bis auf die Subtypen H17-19 und N10-11 wurden bisher alle HA und NA Subtypen in
wildlebenden Wasservogeln isoliert, deshalb gelten diese Tiere als das natirliche Reservoir
von IAV. Zur Klassifizierung der Influenzaviren wird eine Standardnomenklatur verwendet.
Der Name des Virus setzt sich aus dem Virus Genus, der Spezies, aus der es isoliert wurde
(auRer bei humanen Isolaten), dem Isolationsort, der Isolathnummer, dem Isolationsjahr und
in Klammern, der HA und NA Subtyp zusammen. Ein Beispiel hierfur stellt das humane Isolat
A/Hamburg/NY1580/2009 (H1N1) dar (6).

1.1.2 Virionstruktur

IAV gehdren zu den umhillten Viren, die ein RNA-Genom mit negativer Orientierung
besitzen. Sie sind pleomorph und haben meist eine spharische Form mit einer Gré3e von

80-120 nm im Durchmesser. Viruspartikel kénnen jedoch besonders in klinischen Isolaten
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auch in filamentdser Form bis zu 300 nm vorkommen. Die Morphologie der Virionen wird
Studien zufolge von verschiedenen viralen und auch zelluldren Determinanten bestimmt
(3,7). Die Virionen bestehen aus einer Lipiddoppelschicht, welche sich aus der Zellmembran
der Wirtszelle ableitet. Die Proteine HA, NA und M2 sind in die Oberflache der Virushille
integriert, wobei das virale HA-Protein im vierfachen Verhaltnis zu NA vorkommt. Die

Innenseite des Viruspartikels wird von M1 Proteinen ausgekleidet.

Einzelstréangige, negativ
orientierte RNA

M2

M1

NA
NP

HA

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines Influenzaviruspartikels.

Das segmentierte negativ orientiete RNA Genom liegt im Inneren des IAV Partikels vor. In der Abbildung
dargestellt ist die vRNA (blau), das NP (rot), sowie die drei assoziierten Polymeraseuntereinheiten,
Polymeraseprotein (PA), Polymeraseprotein 1 und 2 (PB1 & PB2) (lila). Die Hille des Virus besteht aus einer
Lipiddoppelschicht, wobei diese im Inneren mit dem M1 Protein ausgekleidet ist. In die Hiille integriert sind das
lonenkanalprotein M2 (griin), sowie auf der Virionoberflache die Glykoproteine HA (blau) und NA (orange), die
hier allerdings nur reprasentativ und nicht im korrekten Verhaltnis dargestellt sind (Modifiziert nach Nelson und
Holmes 2007 (8)).

Im Virusinneren befindet sich das virale RNA (vRNA) Genom bestehend aus acht
Genomsegmenten, die als virale Ribonukleoproteinkomplexe (vRNP) vorliegen. Diese
Komplexe bestehen jeweils aus einem RNA-Segment, welches von mehreren
Nukleoproteinmonomeren (NP) enkapsidiert ist und an welchem die Polymerase, bestehend
aus dem basischen Polymeraseprotein 1 (PB1), dem basischen Polymeraseprotein 2 (PB2)
und dem sauren Polymeraseprotein (PA) an den 5'- und 3‘-Enden assoziiert ist. PB1, PB2
und PA enthalten Promotorsequenzen sowie Verpackungssignale (Abbildung 1) (9).
Zusatzlich befindet sich im Inneren des Virions das Nicht-Struktur Protein 1 (NS1), sowie das
Kernexportprotein oder Nicht-Struktur Protein 2 (NEP/NS2) (1).
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1.1.3 Genomaufbau

Das Genom von Influenzaviren besteht aus acht unterschiedlich grollen Segmenten
negativorientierter, einzelstrangiger RNA, welche zusammen eine Genomgréfie von 13,6 kb
ergeben und kodieren nach heutigem Wissensstand flir mindestens 18 virale Proteine
(10,11). Die bisher bekannten viralen Proteine und ihre Funktionen werden in Tabelle 1
aufgefihrt. Die VvRNA Segmente werden (Uber ihre gesamte Lange von
Nukleoproteinmonomeren enkapsidiert. Dabei bilden die 3‘- und 5‘- Enden jedes Segments
Uber komplementare Sequenzen eine pfannenstiel-dhnliche Struktur oder doppelhelikale
Haarnadel aus (12). Die Genomsegmente haben an ihren 3'- sowie 5-Enden jeweils eine flr
Influenzaviren hochkonservierte, nichtkodierende Region, welche die regulatorischen
Sequenzen flur die Transkriptions- und Replikationspromotoren enthalt. Zusatzlich enthalt
diese Region Sequenzen fur die mRNA-Prozessierung, sowie fur das Verpackungssignal
(13). FUr die Transkription und Replikation der viralen RNA bendtigt das Virus eine RNA-
abhangige RNA-Polymerase. Diese liegt im Viruspartikel bereits in Assoziation mit der RNA
im  VvRNP vor. Dieser heterotrimdre Komplex besteht aus den basischen

Polymeraseproteinen PB1 und PB2 sowie dem sauren Polymeraseprotein PA (14).

Tabelle 1: Die IAV Gensegmente, die jeweiligen Proteine und ihre Funktionen;
Dargestellt sind die Gensegmente der IAV, ihre GréRe und die dazugehdrigen Proteine

sowie ihre Funktionen (6,10,11,15,17,18,19,20,21,22).

GroRe ) Molekulargewicht ] .
Segment Protein Funktion des Proteins
[bp] [kDa]
¢ Bestandteil des vRNP und
Polymerasekomplexes
PB2 80
e Erkennung und Bindung der 5°-Cap
Bindestruktur zellularer mRNA
1 2341
e PB2, Splicingvariante:
e Inhibitorischer Faktor von Rig-l1 abhangiger
PB2-S1 55
IFN SignalUbertragung wahrend einer 1AV
Infektion
e Bestandteil des vVRNP- und
Polymerasekomplexes
PB1 90
¢ RNA-abhangige RNA Polymerase,
2 2341 Elongation
e Regulator der Apoptose und der viralen
PB1-F2 10
Polymeraseaktivitat
PB1-N40 82 ¢ Bisher unbekannte Funktion
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2233

PA

83

¢ Bestandteil des vVRNP
o Polymerasekomplexes, Endonuklease- und

Serinproteaseaktivitat

PA-X

29

¢ Beinhaltet Endonukleasedoméne von PA
e Fusion mit Domane des X-ORF

e Modulation der Immunantwort des Wirtes

PA-N155

62

¢ Bisher unbekannte Funktion

PA-N182

60

¢ Bisher unbekannte Funktion

1778

HA

77

¢ Oberflachenglykoprotein,
e Rezeptorbindung
¢ Fusion und Hauptantigen fur

neutralisierende Antikorper

1565

NP

55

¢ Bestandteil des vVRNP Komplexes, Bindung
von RNA, Synthese von RNA und
Kernimport von RNA

1413

NA

56

¢ Oberflachenglykoprotein
¢ Sialidaseaktivitat

¢ Antigen fur Antikrper

1027

M1

28

¢ VRNP-Interaktion und Kernexport

e Abknospung und Virusfreisetzung

M2

15

¢ lonenkanal

e Membranprotein

e Vermittlung der Freisetzung von vRNPs ins
Zytoplasma

¢ Vermittlung des Viruszusammenbaus

M42

11,4

o Unterstlitzung der effizienten

Virusreplikation

890

NS1

26

e Protein mit multiplen Funktionen
e Interferonantagonist

¢ Regulator der zellularen Genexpression

NEP
(NS2)

11

o Kernexportprotein
¢ Regulatorisches Protein
¢ Rolle in vVRNP-Export

NS3

22,1

Vermittelt replicative gain-of-function
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1.1.4 Replikationszyklus von Influenza A Viren

Influenza A Viren binden Uber das HA-Protein an endstandige Sialinsdure-Rezeptoren auf
der Oberflache der Wirtszelle. Durch rezeptorvermittelte Endozytose werden die Vironen von
der Wirtszelle aufgenommen (Abbildung 2, Punkt 1). Im Zuge der Reifung des frihen
Endosomens zum Lysosom findet eine Ansduerung des Endosomeninneren statt. Dies fuhrt
zu einer Konformationsanderung des HAs, wodurch das Fusionspeptid in der HA2-
Untereinheit des Proteins freigelegt wird und die Fusion der Virushillmembran mit der
Endosomenmembran vermittelt wird (Abbildung 2, Punkt 2) (22).

Gleichzeitig findet Uber den Protonenkanal M2 eine Ansduerung des Inneren des
Viruspartikels statt, wobei die VRNPs von dem Matrixprotein M1 dissoziieren, was die
Freisetzung in das Zytoplasma erleichtert. Im Zytoplasma gelangen die vVRNPs durch aktiven
Transport Uber die Kernporen mit Hilfe von Importin-a Isoformen und Importin-g in den
Zellkern (Abbildung 2, Punkt 3).

1. Adsorption/
Endozytose

2. Membranfusion/
vRNP-Freisetzung

§‘Qf[éz
I ~ [lim==
o) ()T NG

5. Zusammenlagerung

\\\\\\“ : .‘ \_;' 6. Ausknospung

3.Transkription/
Replikation

Abbildung 2: Replikationszyklus von IAV.
Der Replikationszyklus des IAV lauft in mehreren Schritten ab. Der erste Schritt besteht in der Adsorption (1)

sowie der rezeptorvermittelten Endozytose zur Aufnahme des Virus in die Wirtszelle. AnschlieRend wird das Virus
entpackt (2) und die VRNPs werden in den Zellkern transportiert. Es folgen die Transkription, Translation,
Replikation (3) sowie Proteinsynthese der viralen Proteine (4), der Zusammenbau von Nachkommenviren (5) und
deren Abknospung von der Wirtszelle (6) (Modifiziert nach Neumann et. al, 2009 (23).
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Im Zellkern kommt es zuerst zur Primartranskription der vRNPs. Durch das sogenannte Cap-
snatching spaltet der Polymerasekomplex die 5-Cap Struktur von zellularen pra-mRNAs ab
und Ubertragt die etwa 15 Nukleotide lange Strukturen als Primer fir die mRNA-Synthese auf
die vVRNA (10). Die dabei synthetisierte virale mMRNA wird aus dem Zellkern exportiert und im
Zytoplasma translatiert (Abbildung 2, Punkt 4). Dabei erfolgt die Translation der
nichtmembranassoziierten Proteine (PB1, PB2, PA, NP, NS1, NS2 und M1) an freien
Ribosomen. Hingegen werden die membranassoziierten Proteine HA, NA und M2 an der
Membran des Endoplasmatischen Retikulums (ER) translatiert. Diese gelangen
anschlielRend Uber das ER und das Golgi-Netzwerk an die Zellmembran (Abbildung 2, Punkt
5). Die Proteine des Polymerasekomplexes sowie das NP und die Nicht-Strukturproteine 1
und 2 (NS1 und NS2) werden zurlick in den Zellkern transportiert. Das NP enkapsidiert
daraufhin sowohl die negativ orientierten vRNPs, als auch die positiv orientierten
antigenomischen RNA Segmente (cCRNA).

Sowohl an vVRNPs assoziierte M1 Proteine als auch NS2, welches ein Kernexportsignal am
N-Terminus besitzt, werden flir den Export der vRNA aus dem Nukleus benétigt. Der genaue
Ablauf des Verpackungsprozesses ist bisher nicht vollig erforscht, aber es scheint, dass die
Interaktion von M1 mit der Zellmembran und den zytoplasmatischen Enden von HA und NA
die Abknospung vermittelt Die Freisetzung des Viruspartikels wird dabei durch die
Abspaltung endstandiger Sialinsauren an der Zelloberflache durch die Sialidase-Aktivitat der
NAs erleichtert (Abbildung 2, Punkt 6).

1.1.5 Epidemiologie der Influenza A Viren im Menschen

Die Weltgesundheitsorganisation (WHQO) schatzt schwere |AV Infektionen weltweit jahrlich
auf 3 bis 5 Mio, welche 290 000 bis 650 000 Todesfalle zur Folge haben (24). Dabei treten
Krankenhausaufenthalte und Tod hauptsachlich in den Risikogruppen auf. Pneumonie,
Bronchitis, Nebenhdéhleninfektion und Mittelohrentziindung sind Beispiele fir Komplikationen
nach einer akuten Influenza. Dazu kann eine Influenzavirus Infektion chronische
Erkrankungen verschlimmern. Zu den Risikogruppen gehdéren schwangere Frauen, Kinder
unter 2 Jahren, altere Menschen Uber 65 Jahren, Kinder mit neurologischen Erkrankungen
und Personen mit chronischen Erkrankungen (wie Asthma bronchiale, Herzerkrankungen)
und Immunsupprimierte (wie HIV/AIDS, Krebspatienten in Chemo- oder Steroidtherapie)
(25). Daher empfiehlt die WHO Impfungen fur schwangere Frauen jedes Trimesters, fur
Kinder zwischen 6 Monaten und 5 Jahren, flir Personen ab 65 Jahren, fir Personen mit
chronischen Erkrankungen und medizinisches Personal (24). In der gemaRigten Klimazone
treten saisonale Influenza-Epidemien hauptsachlich im Herbst und Winter auf, wobei der
Hohepunkt in den kalten Wintermonaten liegt (27,28). Hingegen in den tropischen und

subtropischen Regionen kann die Influenza-Epidemie das ganze Jahr auftreten. Es wird
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vermutet, dass die Saisonalitat mit der Regenzeit in Verbindung steht. Allerdings fehlt bisher
das detaillierte Verstandnis zur Saisonalitat von IAV in diesen Klimazonen (29,30,31). Durch
die hohe Inzidenz und die relativ lange Krankheitsdauer, stellt die Influenzavirusinfektion,
eine hohe finanzielle Belastung fur die Wirtschaft dar. Das Robert Koch-Institut schatzte in
seinem Bericht von 2018/2019 die Kosten wegen Arbeitsunfahigkeit aufgrund bestatigter
saisonaler Influenzaerkrankungen auf 2,3 Millionen (31). Um die Menschen vor einer
Infektion zu schitzen, werden jahrlich Impfungen gegen die jeweils zirkulierenden

Virusstdmme angeboten.

1.1.5.1 Influenza-Epidemien

Wildlebende Wasservogel stellen das naturliche Reservoir der IAV dar. Alle bisher isolierten
und replikationsfahigen Subtypen von IAV konnten aus diesem Reservoir isoliert werden (3).
Es kommt jedoch gelegentlich zur Transmission auf Wirte anderer Spezies, wie
verschiedene Geflligelarten, aber auch Sauger wie Pferde, Schweine und Menschen (3,33),
wobei Schweinen und Gefllgel, als Zwischenwirte flr die Transmission angesehen werden.
Eine Infektion aulRerhalb des natlrlichen Reservoirs kann zu einem Selektionsdruck flhren,
um eine Adaption an den neuen Wirt zu ermdglichen. Da die virale RNA-abhangige RNA
Polymerase keine Korrekturmechanismen (,proofreading activity®) besitzt, kdénnen
Mutationen im viralen Genom entstehen (3). Dieses Phanomen wird als Antigendrift
beschrieben. Besonders anféllig flr solche Punktmutationen (Antigendrift) sind die beiden
viralen Oberflachenproteine HA und NA, da diese dem hoéchsten Selektionsdruck durch
Antikdrper unterliegen (3). Dies kann zur Entstehung neuer IAV-Stamme beitragen (33).
Durch diesen Antigendrift des Virus kénnen die jahrlichen Impfstoffe unwirksam und IAV

Epidemien ausgeldst werden (34).

1.1.5.2 Influenza-Pandemien

Pandemien treten seltener als jahrliche Epidemien auf und sind durch eine schnelle, ander-
bzw. kontinentibergreifende Ausbreitung gekennzeichnet. Der Ausbruch einer neuen
Pandemie stellt meistens die Einfihrung eines neuen HA-Subtyps in die jeweilige Population
dar oder im Fall der ,Russichen Grippe“ (1977) und der ,Schweinegrippe“ (2009) die
Wiedereinflihrung eines bereits aufgetretenen Subtyps. Die meisten Pandemien entstanden
dabei durch Reassortierung (Antigenshift) verschiedener Viren. Wird eine neue Wirtszelle mit
mindestens zwei |IAV Subtypen infiziert, kann es zur einen Gensegmentaustausch zwischen
den IAV Partikel, einer sogenannten Reassortierung flhren. Dabei entstehen Viren mit
neuen antigenischen Eigenschaften (35). Als eine weitere wichtige Grundvoraussetzung fir
eine Pandemie gilt zudem eine ausreichende Infektiositat des Virus damit es sich weltweit

ausbreiten und zu hohen Morbiditats- sowie Mortalitdtsraten fuhren kann (36).
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Weltweit erste und bis heute schwerwiegendste Influenza-Pandemie war die ,Spanische
Grippe® im Jahr 1918, die vermutlich 20 bis 50 Millionen Todesopfer forderte. Besonders
ungewodhnlich war bei dieser Pandemie die hohe Mortalitdtsrate von 50 % in IAV Infizierten
zwischen 20 und 40 Jahren, die im Normalfall keine Risikogruppe fur die 1AV Infektion
darstellen (37). Wahrend der Pandemie wurden in einigen Fallen massive intrapulmonale
Blutungen sowie Lungenddeme beschrieben, die auf eine extrem hohe Virulenz dieses

pandemischen Virus hinweisen (1).

Die genauen biologischen Eigenschaften und der Ursprung des Virus bleiben bis heute recht
unbekannt. Grund dafir sind fehlende Virusisolate fir genaue Untersuchungen. Obwohl die
"Spanische Grippe" beim Ausbruch 1918/1919 nicht isoliert wurde, konnte die
Genomsequenzen aus Lungengewebe von exhumierten Patienten bestimmt werden und
zeigten ein aviar-ahnliches H1N1 Virus, welches in mehreren Proteinen, human-adaptierte
Aminosaure Modifikationen aufweist (23). Obwohl das Virus in seiner Rezeptor-
Bindungsstelle, Aminosauren aus seinem aviaren Vorlaufer zeigt, war das HA in der Lage
die humane Wirtzelle zu infizieren (39,40). Das Virus entstand vermutlich durch die

Adaptation eines komplett-avidren IAV des Subtyp H1N1 an den Menschen (40).

Nach dem Ende der Pandemie zirkulierte das Virus in der humanen Bevdlkerung bis es zur
Reassortierung mit einem avidren H2N2 Virus kam, wobei die Gensegmente HA, NA und
PB1 in das humane H1N1 Virus integriert wurden. Dieses humane H2N2 Virus I0ste in der
stdchinesischen Provinz Guizhou Anfang 1957, die ,Asiatische Grippe* mit ca. zwei
Millionen Toten aus (42,43,24). Diese Pandemie forderte im Vergleich zur ,Spanische

Grippe*“ deutlich weniger Opfern.

Eine weitere Pandemie des 20. Jahrhunderts, war die ,Hong Kong Grippe® im Jahr 1968.
Das zirkulierende H2N2 Virus wurde durch ein neues Virus des Subtyps H3N2 ersetzt
Dieses Virus entstand ebenfalls aus einer Reassortierung des bereits zirkulierenden
humanen H2N2 Virus mit einem derzeit nicht ndher charakterisierten aviaren H3 Virus. Dabei

wurden die avidren Gensegmente HA und PB1 Ubernommen (23).

Anders als die bereits beschriebene Pandemie, ging der nachsten Pandemie, der
»-Russischer Grippe“ von 1977 keine Reassortierung voraus, vielmehr handelte es sich um
die Wiedereinfiihrung des H1N1 Subtyps (40). Diese Pandemie wurden von einem Virus
verursacht, welches dem zirkulierenden H1N1 Virus aus den friher 1950iger Jahren sehr
ahnelt (43). Dieses neue H1N1 Virus ersetzte nicht das bereits zirkulierende H3N2 und beide

Viren zirkulieren bis heute in der humanen Population (23).
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1.1.6 2009 pandemische H1N1 Influenza (2009 pH1N1)
1.1.6.1 Epidemiologie der 2009 pH1N1 Influenza

Mitte Februar 2009 traten erste Falle der 2009 pH1N1 Influenza in Mexico auf (44). Bereits
Ende April wurden in den USA die ersten Falle des inzwischen identifizierten H1N1
Influenzastamms gemeldet. Am 25. April 2009 erklarte die WHO, dieses Virus als
gesundheitliche Notlage von internationaler Tragweite. Am 29. April 2009 wurde von der
WHO eine Influenza Pandemiestufe ausgerufen. Diese besagt, dass es vermehrt zu
Mensch-zu-Mensch Ubertragungen in mindestens zwei verschiedenen Staaten kommt (45).

Der neue H1N1 Subtyp hatte sich bis Anfang Mai 2009 Uber elf Lander ausgebreitet. Die
WHO gab ab August weltweit einen Riickgang der neu gemeldeten Falle bekannt und setzte
die Pandemiewarnstufe herab. Dadurch zeichnete sich auch der erste HO6hepunkt von
Infektionsfallen der 2009 Pandemie aus (46). Bis Oktober 2009 waren mindestens 80 Lander
von der Pandemie betroffen und etwa 5000 Todesfélle bestatigt worden (46). Die hochste
Anzahl der Infektionen mit 2009 pH1N1 Influenza wurde weltweit im Dezember gemeldet.
Eineinhalb Jahre nach Ausbruch der Pandemie waren die neu auftretenden Infektionen
vergleichbar zum saisonalen Auftreten von Influenza-Epidemien und die WHO deklarierte am
10. August 2010 das Ende der Pandemie (46). Anerkannte korrigierte Schatzungen der 2009
Pandemie-assoziierten Todesfalle lagen bei 105 700 bis 395 600 Menschen, wobei 46 000
bis 179 000 Todesfalle mit kardiovaskularen Komplikationen assoziiert waren (47). Die 2009

pH1N1 Influenzaviren zirkulieren weltweit parallel zu Influenzaviren des H3N2-Subtyps.

1.1.6.2 Ursprung der 2009 pH1N1 Influenza

Es konnte gezeigt werden, dass die neuen 2009 pH1N1 Influenzaviren eine Kombination von
Gensegmenten tragen, die nie zuvor in porzinen oder humanen Influenzaviren beschrieben
wurden. Es konnte gezeigt werden, dass die neuen Influenzaviren Reassortanten aus vier
verschiedenen Ursprungsstammen sind. Die 2009 pH1N1 Influenzaviren entstand durch ein
Reassortierungsereignis zwischen einer nordamerikanischen porzinen Tripelreassortante
und einem eurasischen aviar-ahnlichen Schweinevirus (Abbildung 3) (48). Die Segmente der
Polymeraseproteine PB2 und PA stammen aus einem nordamerikanischen aviaren
Influenzavirus, die des Polymeraseproteins PB1, aus einem humanen H3N2 Influenzavirus.
Die Gensegmente HA, NP und NS hingegen stammen aus einem klassischen Schweine
H1N1 Influenzavirus. NA und M stammen aus eurasischen Vogelinfluenza-ahnlichen
Schweineviren (24,46,48).
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Abbildung 3: Ursprung und genetische Zusammensetzung der 2009 pH1N1 Influenzaviren.

Die vierfache Reassortante entstand vermutlich im Schwein und wurde von diesem auf den Menschen
Ubertragen. Die Gensegmente PB2 und PA stammen aus einer nordamerikanischen Vogelinfluenzalinie, PB1 von
humanen H3N2 Influenzaviren, HA, NP und NS hingegen von einem klassischen Schweineinfluenzaviren, NA
und M stammen von eurasischen Vogelinfluenza-dhnlichen Schweineviren (48).

Die 2009 pH1N1 Influenzaviren haben keine der bekannten molekularen Eigenschaften von
hochpathogenen Influenzaviren wie H5 und H7 Viren, auler dem Aminosaureaustausch von
Asparaginsaure zu Glycin an Position 222 (D222G) im HA. Dieser Austausch verhindert den
Wechsel fur die Rezeptorbindungsspezifizitat des Virus von 02,6 zu a2,3-verknupft
Sialinsaure (49). Diese Substitution wurde mit hoher Frequenz in Fallen mit schweren und

fatalen Infektionsverlaufen beobachtet.

1.1.6.3 Pathogenese der 2009 pH1N1 Influenza

Die 2009 pH1N1 Influenza war im Vergleich zu den jahrlich auftretenden
Influenzavirusinfektionen in vielen Punkten besonders. Zum einen verliefen die
Krankheitsfalle Gberwiegend mild und beschrankten sich auf den Respirationstrakt (45). Zum
anderen konnte die 2009 pH1N1 effizient von Mensch zu Mensch transmittieren, was die
schnelle Ausbreitung der Pandemie erklaren kann. Des Weiteren traten wahrend der 2009
pH1N1 Influenza Pandemie vermehrt begleitenden Symptome, wie Erbrechen und Diarrhd
auf, welche wahrend der saisonalen Influenza nur selten nicht beobachtet werden (45).
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Abbildung 4: Die Eigenschaften der 2009 pH1N1 Influenzapandemie in der Population.
Approximativer Anteil von Fallen, Krankenhausaufenthalten und tédlichen Verlaufen in der Bevolkerung wahrend
der 2009 H1N1 Influenzapandemie von 15 April 2009 bis 10 April 2010 (50).

Anders als bei der saisonale Influenza wurde bei der 2009 pH1N1 Pandemie eine hohe
Inzidenz bei Kindern und jungen Erwachsenen bis 18 Jahre beobachtet (Abbildung 4) und im
Vergleich zu der vorherigen saisonalen Influenza zeigte sich fur Menschen Gber 65 hingegen
kein erhdhtes Infektionsrisiko (46,49,50). Es wird spekuliert, dass altere Menschen, geboren
vor 1930, eine gewisse Teilimmunitat gegen die 2009 Pandemie besitzen (45), basierend auf
den Kontakt mit friher zirkulierenden H1N1 Viren (53,54,55). Wahrend der 2009 pH1N1
zahlten Menschen mit chronischen Lungen- und Herzerkrankungen, Diabetes oder
supprimiertem Immunsystem zu den Risikogruppen fir schwere Infektionsverlaufe (56). Im
Unterschied zu vorherigen Pandemien wurden schwangere Frauen und Menschen mit
metabolischen Einschrankungen, wie Fettleibigkeit, ebenfalls als Risikogruppen eingestuft
und wurden in den Impfempfehlungen berucksichtigt (57). Die Virustiter in Patienten waren
vergleichbar mit dem aus der saisonalen Influenza, aber bei schweren Verlaufen wurde das
Virus langsamer aus der Lunge beseitigt (58). Die schweren Verlaufe der 2009 pH1N1
Influenza wiesen zudem Pneumonien auf, welche haufig eine kinstliche Beatmung
notwendig machten (59) und schwere Falle der 2009 Pandemie waren oftmals mit einer
bakteriellen Koinfektion der Lunge assoziiert, aber gehdrte im Gegensatz zu friheren
Pandemien, nicht zu den haufigsten Todesursachen (60).

Auffallig war zudem, dass in den Patienten langer Virus nachzuweisen war als bei schweren
Fallen epidemischer Influenzavirusinfektionen. Auch proinflammatorische Zytokine, wie IL-6

waren im Krankheitsverlauf Ianger erhdht (61).
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1.1.6.4 Asthma als Komorbiditit fiir schweren Influenza Krankheitsverlauf

Es kann bei Asthmatikern, auch nach der Chronifizierung der Krankheit im Laufe des
Lebens, immer wieder zu akuten Verschlechterung der Krankheit kommen, zu sogenannten
Asthma-Exazerbationen. Verschiedene epidemiologische Studien konnten eine positive
Korrelation zwischen Asthma-Exazerbation und grippalen Infekten feststellen (62). Es wurde
bei 80-85% der untersuchten Kinder mit akutem Asthma-Exazerbation eine virale Infektion
der Atemwege festgestellt (63,64). Obwohl bei Erwachsenen die Pravalenz flr virale
Infektionen nur bei 44% liegt, sind virale Infektionen dennoch der haufigste Grund fir eine
Asthma-Exazerbation (65). Interessanterweise zeigten zwei weitere Studien, dass Menschen
mit schwerem Asthma am empfindlichsten gegenuber Infektionen sind und damit auch
gegenlber Exazerbationen. Bei mehr als 75% der untersuchten schweren Asthmatikern
wurde wahrend einer Exazerbation eine virale Infektion der Atemwege festgestellt (66,67).
Asthma wurde immer als Risikofaktor fur schwere Influenza Infektionsverldufe angesehen.
Asthmatiker wurden bereits vor der universellen Impfempfehlung fir Influenza in den USA im
Jahr 2010 als Risikogruppe eingestuft und fur die Influenzaimpfung empfohlen (68). Diese
Assoziation zwischen Asthma und Influenza wurde nochmal hervorgehoben wahrend der
2009 Influenzapandemie. Die Asthmapravalenz lag bei 6-18% in Kindern und Erwachsenen,
die im Krankenhaus mit der saisonalen Influenza eingeliefert wurden und bei 14-30%
wahrend der 2009 Influenzapandemie (56,57). Die CDC und viele epidemiologische Studien
konnten zeigen, dass Asthma bronchiale die haufigste Grunderkrankung im hospitalisierten
Patienten mit dem 2009 Influenzavirus war (Abbildung 5) (47,59,60).

=] Prevalence, 2009 HIN1 Hospitalizations
B Prevalence,2009 HIN1 Deaths

I M Prevalence,General US Pop

.'

Abbildung 5: Pravalenz von Grunderkrankungen wahrend der 2009 Influenzapandemie.

Grunderkrankungen bei Krankenhauspatienten und Patienten, die an 2009 pH1N1 gestorben sind, im Vergleich
zur Allgemeinbevélkerung (50).
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Zudem wurde gezeigt, dass Kinder mit Asthma eine erhdhte Anfalligkeit fur virale Infektionen
mit dem 2009 pH1N1 Influenzavirus haben. Die Inzidenz von 2009 pH1N1 war signifikant
hoéher in Kindern mit Asthma als in gesunden Kindern (72). Obwohl padiatrische Patienten
bei der Infektion mit 2009 pH1N1 dhnliche Symptome wie bei der saisonalen Grippe zeigten,
wurden schwere Komplikationen wie Pneumonie und akutes Lungenversagen hauptsachlich
in Kindern und jungen Erwachsenen bei Infektionen mit dem pandemischen Virus gemeldet
(54,59).

1.2 Asthma bronchiale
1.2.1 Asthma Pravalenz und Pathogenese

Das Asthma bronchiale gehort zu den haufigsten chronischen Krankheiten weltweit.
Besonders stark verbreitet ist es in Landern mit sogenanntem ,westlichen Lebensstil (73).
Laut der Global Initiative for Asthma (GINA) leiden uber 350 Millionen Menschen
verschiedenen Alters, Geschlechts und ethnischer Hintergriinde weltweit an Asthma. In
einigen Landern wie den USA, Kanada, GroRbritannien, Irland, Neuseeland und auch
Australien sind mit einer Pravalenz zwischen 14% und 18% betroffen (68,69). Obwohl die
Anzahl der Asthmatiker in den letzten Jahren zuriickgegangen ist, erwartet die WHO, bis
2025 eine weitere Zunahme um 100 Millionen Erkrankte weltweit. In Deutschland leiden Uber
8 Millionen Menschen an Asthma, wobei die Pravalenz in der Bevédlkerung bei etwa 5 bis 7
% bei Erwachsenen und 10 bis 15% bei Kindern liegt. Das macht Asthma bronchiale auch
zur haufigsten chronischen Erkrankung im Kindesalter. Jungen erkranken dabei doppelt so
haufig wie Madchen. Im Erwachsenenalter Gberwiegt dann der Anteil Frauen, die an Asthma
erkranken (76). Wahrend bei Kindern Asthma Uberwiegend allergisch bedingt ist, tritt bei ca.
30 bis 50% der Erwachsenen und &lteren Menschen haufiger auch eine nicht-allergische
(intrinsische) Form auf (76). Asthma stellt gllcklicherweise mit 1% Todesfallen weltweit, eine
seltene Todesursache dar. Die Global Burden of Disease schatzte im Jahr 2016 die
Mortalitat auf ungefahr 420 000 Menschen weltweit, es sind mehr als 1000 Todesféalle am
Tag. Internationale Mortalitdtsschatzungen sind auf die Lander limitiert, die vollstandige

Informationen Uber die Todesursachen geben kénnen (77).
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Abbildung 6: Weltweite Verteilung und Priavalenz von Asthma bronchiale.
Modifiziert nach Masoli et al. 2014 (74)

Asthma bronchiale kann nicht geheilt, aber medikamentds behandelt werden, um Patienten
ein unbeschwertes Leben zu ermdglichen. Die Erkrankung stellt eine enorme Belastung fir
Gesundheitssysteme und Volkswirtschaften, durch Arbeitsausfalle, verminderte Produktivitat
oder frihzeitigen Ruhestand dar. Die jahrlichen Kosten belaufen sich schatzungsweise auf
ungefahr 20 Milliarden Euro in Europa und uber 50 Milliarden Dollar in den USA (72,73). In

Deutschland gehen schatzungsweise 70 000 Arbeitstage aufgrund von Asthma verloren.

Das Asthma bronchiale ist eine sehr heterogene und komplexe Erkrankung, die als
chronische Entziindung der Atemwege, begleitet von einer Uberempfindlichkeit
(Hyperreagibilitat) der Atemwege gegen Reize, definiert wird. Diese
Atemwegshyperreagibilitat (AHR) fuhrt zu immer wiederkehrenden Episoden von Keuchen,
Husten, Kurzatmigkeit, pfeifender Atmung und Luftnot. Die auftretenden Symptome kdnnen
je nach Auspragung und Schweregrad der Erkrankung stark schwanken (75,76). Die
verschiedenen Asthma Phanotypen kdnnen unterschiedliche klinische Bilder zeigen. Obwohl
das pathophysiologische Spektrum, welches zu den klinischen Symptomen von Asthma
fuhren kann, sehr breit gefachert ist, teilen alle Formen gemeinsame Mechanismen, wie
epitheliale und subepitheliale, immunologische, neuromuskulare oder vaskulare

Veranderungen (82). Durch  Freisetzung von  Zytokinen, @ Chemokinen  und
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Wachstumsfaktoren sind diese zellularen Systeme miteinander vernetzt und beeinflussen
sich gegenseitig.

Endogene Faktoren wie genetische Disposition, Atopie, bronchiale Hyperreagibilitat,
ethnische Zugehdrigkeit, Geschlecht oder Adipositas kdnnen bei der Entstehung von Asthma
eine wichtige Rolle spielen (83). Neben genetischen Faktoren spielen Umwelteinflisse und
Reizstoffe bei der Entwicklung und Manifestation des Asthmas eine grof3e Rolle. Dabei
haben Allergene, Infektionen, virale Infektionen im Kindesalter, Belastung durch
Umweltschadstoffe sowie soziookonomische Faktoren (z.B. landliche Umgebung, geringe
Familiengrofie) einen groen Einfluss. Dabei wird zwischen zwei Haupt-Asthmaformen
unterschieden: dem allergischen (extrinsischen) und dem nicht-allergischen (intrinsischen)
Asthma (84).

1.2.2 Allergisches Asthma und weitere Formen

Asthma bronchiale ist eine sehr komplexe Erkrankung, mit unterschiedlichen Phanotypen.
Generell wird Asthma aufgrund der Ursachen in das nicht-allergische intrinsische Asthma
und das allergische extrinsische Asthma unterteilt.

Allergisches Asthma ist der haufigste Asthma Phanotyp. Hierbei lassen sich Uber 85% aller
extrinsischen Asthmaerkrankungen auf allergische Faktoren wie Hausstaubmilbenkot,
Graser-, sowie Birkenpollen und Katzenallergene zurlckfuhren (85). Atemwege, welche
gegen ein bestimmtes Allergen sensibilisiert sind, reagieren besonders heftig auf Exposition,
was zu einer Asthmaattacke fuhrt.

Klinisch ist das allergische extrinsische Asthma bronchiale durch eine reversible Broncho-
Obstruktion assoziiert mit Husten, Brustenge, Kurzatmigkeit, den Umbau der Atemwege,
einer vermehrten Mukussekretion und Stenosenatmung (wheezing) charakterisiert. Diese
Reaktionen werden durch eine Atemwegshyperreagibilitdt (AHR) ausgelést (80). Diese
Asthmaform ist meistens bei Kindern ausgepragt. Allergisches Asthma geht mit einem
erhohten Serumspiegel des Allergen-spezifischen Immunglobulins E (IgE), sowie einer
gesteigerten Anzahl T-Helfer-2 Lymphozyten (Th2) und eosinophilen Granulozyten einher.
Die weitere Hauptform von Asthma ist das nicht-allergische oder intrinsische Asthma. Dabei
spielen, wie der Name sagt, Allergene keine Rolle. Weitere Faktoren, wie Zeitpunkt, schwere
oder vorherrschende Art der Symptome und Vorerkrankungen helfen die Differentialdiagnose
zu stellen. Asthmatiker weisen in allen diesen Formen eine normale IgE-Konzentration im
Serum auf.

Eine Form davon ist das "Adult-onset" Eosinophile Asthma, welches in symptomatischen
Phasen durch eine erhdhte Bluteosinophilie charakterisiert ist. Oft besteht zudem eine
Eosinophile Sinusitis. Diese Form ist meist assoziiert mit Nasenpolypen und diese Patienten

reagieren oft schlecht auf Kortikosteroide. Diese Form ist trotzdem Th2 dominiert (84).
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Eine weitere Form ist das Belastung- oder Anstrengungsasthma. Diese Form verlauft meist
milder als die anderen Formen und tritt nur bei korperlicher Belastung auf. Die
immunologischen- und Entzindungssignalwege sind bei dieser Form noch unklar, aber
Patienten zeigen eine erhohte Mastzellen Aktivierung und eine Th2 dominierende
Immunantwort (84).

Weitere Formen sind z.B. Asthma mit Adipositas oder das neutrophile Asthma. Adipositas
induziertes Asthma trifft haufiger Frauen und zeigt eine starke Symptomatik aber weniger
eosinophile Entzindungen (84). Es wird vermutet, dass die Th2 Immunantwort bei dieser
Form keine Rolle spielt, sondern der allgemein erhdhte proinflammatorische Status der
Patienten (80,81).

Es gibt nicht sehr viele Daten Uber neutrophiles Asthma. Neutrophilie wurden in der letzten
Jahren immer wieder mit schwerem Asthma in Verbindung gebracht (88). In Patienten finden
sich eine erhéhte Anzahl von Neutrophilen im Sputum und es wird eine starke Verbindung
mit der Interleukin 17 (IL-17) Immunantwort vermutet (89). Es konnte keine Assoziation mit
AHR gezeigt werden (90).

1.2.3 Immunantwort bei Asthma bronchiale (pro- und anti-inflammatorische
Faktoren)
Die grundlegenden immunologischen Mechanismen sind beim allergischen und nicht-
allergischen Asthma ahnlich (91). In die erste Phase der Allergensensibilisierung werden
Allergene von unreifen antigenprasentierenden Zellen, dendritischen Zellen (DCs)
aufgenommen und prozessiert. Inflammatorische Zytokine und Chemokine, die vom Epithel
gebildet werden, verstarken die Reifung der DCs und fuhren zu deren Aktivierung. Die
aktivierten DCs wandern zu den regionalen Lymphknoten und prasentieren Peptidfragmente
des aufgenommenen Antigens Uber den Haupthistokompatibilitdtskomplex (major
histocompatibility complex, MHC) Il auf ihrer Oberflache den naiven T (ThO) Lymphozyten.
Die Interaktion zwischen diesen Zellen fuhrt in Anwesenheit von IL-4 zur Differenzierung von
Th2 Lymphozyten aus den naiven T-Zellen (92). Die ausdifferenzierten Th2-Zellen
sezernieren ein spezifisches Set an Zytokinen, wie IL-4, IL-5 und IL-13, welche direkt auf die
glatten Muskelzellen der Atemwege oder das Atemwegsepithel wirken (85).
Durch den Kontakt der Th2-Lymphozyten mit antigenspezifischen B-Lymphozyten (B-Zellen)
werden die B-Zellen angeregt allergenspezifisches IgE zu produzieren. Dann bindet das IgE
an hochaffine IgE-Oberflachenrezeptoren (FceRIl) von Effektorzellen wie Mastzellen und
basophile Granulozyten (93). Ein zweiter Kontakt mit dem gleichen Allergen flhrt zur
Bindung des IgE an den FceRI-Rezeptor und zur Degranulation dieser Effektorzellen. Die IgE
vermittelte Degranulation fUhrt zur Ausschittung pro-inflammatorischer Mediatoren, wie

Histamin, Prostaglandinen, Leukotrien und reaktiver Sauerstoffspezies. Diese Mediatoren
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erzielen die Kontraktion von glatter Muskulatur, Hypersekretion von Mukus und
Vasodilatation. Vasodilatation und mikrovaskulare Leckage fuihrt dazu, dass Plasmaproteine
in die Atemwege gelangen und Odeme verursachen. Zudem kdnnen Plasmaproteine die
tight junctions des Epitheliums Uberwinden, in den Atemwegslumen akkumulieren und so die
mukoziliare Reinigung storen (85). Plasmaproteine, Mukus, inflammatorische Zellen und
abgestorbene Epithelzellen bilden eine viskose Plaque, der zur Atemwegsobstruktion flhrt
(86).

Nach der IgE-vermittelten frihen Immunreaktion kommt es in der spaten Phase zur
Rekrutierung und Infiltration von Lymphozyten, Makrophagen sowie Granulozyten aus dem
Blut in die Lunge. Charakteristisch fur eine akute allergische Entziindung der Atemwege sind
neben den Th2-Lymphozyten, die eosinophilen Granulozyten. Eine eosinophile
Entzindungsreaktion wird hauptsachlich durch das Zytokin IL-5 vermittelt, welches von Th2-
Lymphozyten und Mastzellen produziert wird und die Differenzierung sowie das Uberleben
der eosinophilen Granulozyten in der Peripherie fordert. Weitere Chemokine wie ,Regulated
on activation, normal T cell expressed and secreted” (RANTES) und Eotaxine, die von
Makrophagen, T-Lymphozyten, dem Epithel und eosinophilen Granulozyten produziert
werden, dienen als chemotaktisch wirkende Mediatoren und steuern die Migration und
Einwanderung der eosinophilen Granulozyten zum Ort der Entziindung (94). Dort tragen sie
durch die Sekretion zytotoxischer Granulaproteine wie dem ,major basic protein“ (MBP) und
der eosinophilen Peroxidase (EPO) wesentlich zur Epithelschadigung und in der Folge zur
Bronchokonstriktion und Entwicklung einer Atemwegshyperreagibilitét bei (95).

Nach einer akuten Asthmaphase ist es wichtig, dass der Korper die Immunantwort
herunterreguliert. Die Umstellung von den allergen-spezifischen T-Zellen zu regulatorischen
T-Zellen ist ein wichtiger Bestandteil einer normalen Immunantwort gegeniber Allergenen.
Die Abschwachung der Immunantwort und die Induktion einer Toleranz gegenlber
Allergenen werden regulatorischen T-Zellen (Tregs) zugeschrieben. Treg-Zellen sind durch
ihre Koexpression von Transkriptionsfaktoren wie ,forkhead box protein“ (FoxpP3), CD4 und
CD25 identifizierbar und sezernieren Zytokine, wie IL-10 und ,fransforming growth factor
beta“ (TGF-B). Diese Zytokine induzieren die Suppression von DCs, inhibieren direkt die
Th1, Th2 und Th17 Zellen, blockieren die allergen-spezifische IgE Antwort und die Induktion
von IgG4, inhibieren Mastzellen, Basophile und Eosinophile und verhindert die Migration von
T-Zellen in die Atemwege (96). Zusatzlich induziert TGF-B die Proliferation und
Kollagensynthese in Lungenfibroblasten (97).
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1.2.4 Pravention und Therapie

Die Deutsche Gesellschaft fur Pneumologie und Beatmungsmedizin e.V. und die Deutsche
Atemwegsliga e.V., unter der Beteiligung der Gesellschaft fur Padiatrische Pneumologie e.V.
und der Osterreichischen Gesellschaft fir Pneumologie, haben einen Leitfaden zu

Diagnostik, Pravention und Therapie veroffentlicht (82).
Die Pravention wird in drei Kategorien unterteilt:

1. Die primare Pravention: Das Ziel ist die Entwicklung der Erkrankung zu verhindern. Das

Verstandnis vom natirlichen Verlauf des Asthmas ist noch recht unvollkommen und die
Gen-Umwelt-Interaktion sehr komplex. Deshalb ist es sinnvoll Praventionsmallnahmen in
der Umwelt von Kindern vorzunehmen, wie z.B. die Erndhrung bei Sduglingen, Impfung
fur Kinder und Sauglinge mit erhdhtem Asthmarisiko, Vermeidung von Ubergewicht bei
Kindern und Vermeidung von aktiver und passiver Tabakrauchexposition.

2. Die sekundare Pravention: Das Ziel ist die Vermeidung der Entwicklung von Asthma bei

Kindern, die bereits an anderen Allergien leiden (Nahrungsmittelallergie oder Dermatitis).
Eine sinnvolle MaRnahme ist die Reduktion der Exposition von moéglichen Allergenen
aber auch eine adaquate Therapie bei allergischer Rhinitis.

3. Die tertiare Pravention: Diese zielt auf die Verhinderung der Verschlimmerung eines

bereits bestehenden Asthmas und beinhaltet z.B. eine Umgebungssanierung sowie eine
Pharmakotherapie (Tabelle 2).
Ziel der Asthmatherapie ist eine Kontrolle des Asthmas zu erreichen und mdglichst
andauernd zu erhalten. Eine adaquate Therapie erlaubt eine normale korperliche Belastung

und erfordert nicht den Einsatz von Notfallsprays.

Asthmatikern mit mildem oder moderatem Asthma kénnen die Symptome durch die Therapie
mit Kortikosteroiden in den meisten Fallen kontrollieren (Tabelle 2) (98). Anders als
schweres Asthma, welches durch anhaltende Beschwerden, haufige Exazerbationen sowie
einer deutlichen Verschlechterung der Lungenfunktion durch die persistierende
Atemwegsobstruktion gekennzeichnet ist. Patienten mit schwerem Asthma sprechen haufig
schlecht auf die Behandlung mit Kortikosteroiden an. Daher benétigen sie neben hoch
dosierten Kortikosteroiden in Kombination mit lang wirksamen (2-Agonisten oft zusatzliche
Medikamente wie Theophyllin oder Leukotrienantagonisten. Die Symptome und die zum Teil
erheblichen Nebenwirkungen der Medikamente schranken die Lebensqualitat der Patienten

stark ein (98,99). Tabelle 2 fasst alle Therapiemdglichkeit zusammen.
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Tabelle 2: Medikamentése Asthma Therapie.
Bedarf- sowie Langzeittherapie fir Asthmatiker. Modifiziert nach dem Leitfaden der Deutschen Gesellschaft flr
Pneumologie und Beatmungsmedizin (51,52)

Bedarfstherapie

Wirkung

Schnell wirkende .-

Adrenergika

¢ Bronchienerweiternde Wirkstoffe, als Dosieraerosol
¢ Selektive Bindung an Beta2-Adrenozeptoren,

entspannt die glatte Muskulatur in den Atemwegen

Dauertherapie

Wirkung

Inhalative Glucocorticoide

¢ Wirken entziindungshemmend, antiallergisch und
immunsuppressiv
¢ Binden an den zytosolischen Glucocorticoidrezeptor

¢ Klinischer Wirkeintritt erst nach einigen Tagen

Lang wirksame inhalative 3,-

Sympathomimetika

¢ Bronchienerweiternde Wirkstoffe

e Wegen Gefahr einer Tachyphylaxie nur zusammen mit

Inhalativen Glucocorticoiden

Theophyllin

e Retardtabletten

e Entzindungshemmende, bronchien- und

gefalRerweiternde Eigenschaften

Leukotrienrezeptor-Antagonist

e Entzindungshemmend und antiallergisch

¢ Binden an den CysLT1-Rezeptor und hemmen die
Wirkungen der Entzindungsmediatoren, Cysteinyl-

Leukotrienen.

e Hemmt dadurch die Atemwegsverengung, die
Schleimproduktion und die Rekrutierung von

Entzindungszellen

e Haufig oral bei Kindern eingesetzt

Monoklonale Antikdrper

Anti-lgE oder anti-IL-5

¢ Spezifische Antikdrper, die an das menschliche IgE

oder IL-5 binden und inaktivieren

1.2.5 Geschlechtsunterschied im Asthma bronchiale

Asthma-

(Geschlechtsunterschied), welcher sich im Verlauf des Lebens verandert. Im Kindesalter, bis

Es gibt in und Allergieerkrankungen einen Geschlechtsdimorphismus

10 Jahre, haben Jungen im Vergleich zu Madchen eine erhohte Pravalenz an Asthma und
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Allergie zu leiden. Interessanterweise andert sich wahrend der Pubertat die Frequenz von
Asthma und Allergie und wechselt von hoher Pravalenz in Jungen zu hoher Pravalenz im
Madchen. Im Erwachsenalter ist die Asthmapravalenz bei Frauen hdher als bei Mannern
(101). Es wird vermutet, dass diese Geschlechtsunterschiede in der Asthmaentwicklung
aufgrund von Geschlechtshormonen und anderen Faktoren, die wichtigen Signalwege in der
Asthmapathogenese verandern konnen. Die hohe Pravalenz von Asthma in Jungen im
Kindesalter ist bis heute unklar. Eine potentielle Erklarung ware, dass das Wachstum der
grol’en Lungengefalle im Vergleich zum Wachstum des Lungenparenchyms (verantwortlich
fur das tatsachliche Atmen) bei Jungen verzogert ist. Dieses Phanomen flhrt zu einer
Verengung der Atemwege in der Lunge der Jungen im Vergleich zur Lunge der Madchen
(102). Es konnte zudem gezeigt werden, dass Jungen im Vergleich zu Madchen eine hohere
Tendenz haben, Allergieerkrankungen zu entwickeln. Diese Erkrankungen konnen sich
durch eine erhohte IgE-Immunantwort gegen verschiedene Allergene auszeichnen (103). Ein
anderes Bild zeigt sich nach der Pubertat. Verschiedene Studien konnten zeigen, dass
Asthmasymptome wahrend des Menstruationszyklus, der Schwangerschaft, sowie der
Menopause stark variieren. Schatzungsweise 30-40% der Frauen mit Asthma leiden an einer
Verschlechterung den Symptomen wahrend der Pra- und Peri-menstruellen Phase ihres
Zyklus (48,49). Wahrend der Schwangerschaft und in der Menopause sind die bisherigen
Daten diskordant. Es wird sowohl von einer Verschlechterung oder Verbesserung der
Symptomen berichtet (50,51).

1.3 Tiermodelle in der Asthma und Influenza
Komorbiditatsforschung

Obwohl die Inzidenz von Asthma in den letzten 10 Jahren weltweit schnell gestiegen ist, ist
die erfolgreiche Entwicklung und Einfihrung neuer Medikamente in der Asthmatherapie sehr
limitiert. Asthma ist eine sehr komplexe Erkrankung mit verschiedenen klinischen
Phanotypen in Kindern und Erwachsenen (Kapitel 1.2.1.), was die Forschung der
verschiedenen Phanotypen erschwert. Wie bei anderen Erkrankungen, sind klinische und
epidemiologische Studien essentiell fur die Entwicklung neuer Therapien und adaquater
Behandlungsplanung der Krankheit. Die Fahigkeit diese verschiedenen Phanotypen zu
verstehen und zu untersuchen, stellt eine wichtige Aufgabe dar, welche nur mit Hilfe
geeigneter Tiermodelle zu bewaltigen ist. Es wurden Tiermodelle entwickelt, um die
Mechanismen der Krankheit zu untersuchen, die Aktivitat bestimmter Gene und zellularer
Signalwege zu bestimmen, sowie die Sicherheit neuer Medikamente vor der klinischen
Studie zu testen (108). Viele Erkenntnisse Uber die Mechanismen bei Asthma, welche bis
heute Verwendung finden, sind aus Daten von Tiermodellen abgeleitet (109). Dabei missen

genetische Faktoren und die Immunantwort im Tiermodell berlcksichtigt werden.
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In der Influenza Forschung stellen Tiermodelle eine essentielle Methode dar. Seit dem 20.
Jahrhundert werden kleine Saugetiere fur die Charakterisierung und Anzucht von Viren
verwendet (110). Die Komplexitdt des Zusammenspiels zwischen viralen Faktoren und
Wirtsfaktoren kann ausschliel3lich im kompletten Organismus untersucht werden (55,56).

Des Weiteren missen sowohl antivirale Medikamente, als auch neue Impfstoffe vor der
Anwendung im Menschen in Tiermodellen getestet und optimiert werden (57,58). Fir eine
Charakterisierung der Pathogenitdt und der Immunantwort einer Influenzavirusinfektion ist
die Wahl des Tiermodells entscheidend. Dabei sollte wie bei Asthma, die klinische
Auspragung und die Immunantwort beriicksichtigt werden. Asthma und Influenza sind zwei
sehr komplexe Erkrankungen. Dies erschwert ein geeignetes Tiermodell zu finden, welche
die klinischen Daten im Menschen wiederspiegeln kann. Im Folgenden wird auf die
wichtigsten Tiermodelle und deren Anwendung in der Asthma-Influenzaforschung

eingegangen.

1.3.1 Das Mausmodell

Die Labormaus (Mus musculus) bietet zahlreiche Vorteile gegentber anderen Tiermodellen.
Seine GroRe, die relativ niedrigen Kosten, die einfache Zucht und die kurze
Trachtigkeitsdauer macht die Maus zu einem geeigneten und beliebten Saugermodell. Die
Genetik der verwendeten Mausestamme ist umfassend beschrieben und es steht ein
umfangreiches Spektrum an immunologischen Reagenzien, Technologien zur genetischen
Modifikation und Charakterisierung zur Verfigung. Durch Inzucht der Labormausstamme
sind Versuche gut reproduzierbar, wobei die Vielzahl der verschiedenen Zuchtstdamme nur
bedingt die genetische Vielfalt in der Bevolkerung reflektieren kann (114). Zudem stellt die
Verfugbarkeit zahlreicher Inzucht Mausstdmme einen Vorteil da, aber es ist wichtig den
adaquaten Mausstamm zu wahlen.

In der Allergie- und Asthmaforschung gilt das Mausmodell als ,,Goldstandard®. In Mausen ist
IgE der primare allergische Antikorper, deswegen ist diese Spezies geeignet, um die Rolle
der humoralen Immunantwort wahrend der Entwicklung von allergischem Asthma zu
untersuchen (115). Zudem sind Mause in der Lage, nach Sensibilisierung gegenuber einem
Allergen, eine eosinophil-basierte Atemwegsentzindung, eine vermehrte Mukussekretion
und eine allergen-induzierte Atemwegshyperreagibilitit (AHR) zu entwickeln. Sogar
strukturelle Veranderungen in den Atemwegen kann im Modell von chronischem Asthma
erreicht werden (116). Die Wahl des richtigen Mausstamms, um die eigene Fragestellung
gezielt zu untersuchen, ist essentiell. Mausstamme wie DBA/2J sind flr eine Infektion mit
humanen Influenzaviren generell empfanglicher (117), aber resistent fur die Entwicklung von
allergen-induzierte Atemwegshyperreagibilitat (118). Die Mausstdmme BALB/c und C57BL/6
werden in der Asthma und Influenzaforschung am haufigsten verwendet. In der

Asthmaforschung zeigen BALB/c Mause eine typische Th2-dominierte Immunantwort und
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eine starke Induktion von allergischen Parametern, wie allergen-spezifische IgE, AHR und
eosinophile-basierte Atemwegsentzindung. Im Vergleich zu BALB/c Mausen, zeigen
C57BL/6 Mause eine Th1-dominierte Immunantwort und Einschrankungen in der
Entwicklung einer allergen-spezifischer Atemwegsimmunantwort, vor allem in der
Entwicklung der allergen-spezifisch IgE Immunantwort. Interessanterweise zeigen die
C57BL/6 Mause nach Ovalbumin Challenge, eine starke eosinophile Immunantwort in der
bronchoalveolaren Lavage (119).

Es konnte im Kontext von Influenza, gezeigt werden, dass die C57BL/6 Mause
empfanglicher gegen 2009 pH1N1 sind, was mit einer gesenkten Zytokinantwort korreliert.
Im Gegensatz dazu waren BALB/c Mause empfindlicher gegen hochpathogene IAV was mit
einer erhohten pro-inflammatorischen Immunantwort einhergeht (120). Zudem konnte die
Wichtigkeit der genetischen Diversitat im Mausmodell gezeigt werden, welche essentiell ist,
um die genetische Vielfalt in Mensch und das Zusammenspiel mit einer viralen Infektion zu
reflektieren. Es konnte gezeigt werden, dass allogen verpaarte Mause im Vergleich zu

syngen verpaarten Mausen schwerere Infektionsverlaufe zeigen (67,68).

1.3.2 Weitere Tiermodelle

Obwohl heutzutage die Mehrzahl aller Untersuchungen in Bezug auf allergische
Erkrankungen in Mausen durchgefiihrt werden, waren Meerschweinchen sehr lange
,Goldstandard fur die Untersuchung von AHR und pulmonale Hypersensitivitat (123).

Studien konnten zeigen, dass es viele Ahnlichkeiten zwischen dem Immunsystem von
Menschen und Meerschweinchen gibt (124). Daher sind die Tiere heute noch ein beliebtes
Modell in der biomedizinischen Forschung und werden deswegen in immunologischen
Studien respiratorischer Infektionskrankheiten wie Influenza oder Asthma verwendet (70,71).
Meerschweinchen sind in der Lage nach Behandlung mit einem cholinergen Agonisten, eine
Hyperreaktivitdt und Sensibilitdt der Atemwege zu zeigen. Zudem koénnen sich die
unmittelbare und die spatere Phase der Atemwegsimmunreaktion nach einer Allergen
Challenge sehr schnell bilden. Wichtige Argumente fir das Meerschweinchen-Modell sind
die Bildung von Eosinophil- als auch Neutrophil-basierende Atemwegsimmunantwort und die
Bildung allergen-spezifischer IgG1 und IgE Antikdrper (125). Allerdings, gibt es auch
mehrere Nachteile Meerschweinchen als Tiermodell zu verwenden. Zum einen werden
Meerschweinchen nicht wie Labormause durch Inzucht gezlichtet und daher kommt es auch
innerhalb eines Stammes zu genetischen Unterschieden, welche die Reproduzierbarkeit der
Daten erschwert und zudem sind sehr wenig spezies-spezifische Reagenzien verfugbar. Der
grote Nachteil fur die Asthmaforschung ist die Dominanz von IgG1 als anaphylaktisch-
wirkender Antikorper, statt IgE (125). Obwohl Meerschweinchen empfanglich fur eine Reihe

von Influenzaviren sind, fehlen meist klinische Zeichen einer Erkrankung (111). Zudem
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kommt es bei einer Infektion mit humanen Influenzaviren zur Virusreplikation im
Respirationstrakt, begleitet von Mukusbildung. Diese Symptome kommen den Symptomen
einer Asthmaerkrankung nahe und die daraus resultierenden Ergebnisse konne verfalscht
sein (126).

Groliere Tiere wie Halbaffen werden in der Influenza- und Asthmaforschung verwendet, aber

sind aufgrund ihrer Grofde und der hohen Kosten, nur bedingt geeignet.

1.3.3 Das Ovalbumin Allergen

Mause sind nicht in der Lage spontan allergische Atemwegsentzindung oder AHR zu
entwickeln, deswegen ist es ndétig artifiziell eine Asthma-ahnliche Reaktion in den
Atemwegen hervorzurufen.

In den meisten Studien wurde Ovalbumin (OVA) verwendet um die Tiere zu sensibilisieren
und um eine lokale allergische Reaktion zu provozieren. OVA ist das mengenmaliig
haufigste Protein im Eiklar von Vogeleiern, es ist relativ glnstig, ist schnell verfigbar, kann
stark aufgereinigt werden, die Immundominanz seiner Epitope wurde ausgiebig untersucht
und die rekombinanten Peptide generiert (127,128). Ovalbumin zeigt gegentber anderen
Allergenen viele Vorteile. Im Gegensatz zu anderen Allergenen ist aufgereinigtes OVA frei
von Proteasen und Endotoxinen (127). Obwohl verschiedene Protokolle fir die Entwicklung
von Asthma etabliert wurden, existiert ein Basismodell, mit einer Sensibilisierungsphase und
einer Provokationsphase. OVA wird standartmalig durch multiple systemische Gabe
kombiniert mit einem Adjuvant, meistens Aluminiumhydroxid, welches dafir bekannt ist, eine
starke Th2-Immunantwort zu entwickeln (74,75). Adjuvant freie Protokolle sind auch effizient,
aber eine hohere Anzahl von Expositionen ist nétig, um eine erfolgreiche Sensibilisierung zu
erreichen (76,77). Die Sensibilisierungsphase ist gefolgt von eine Challenge-Phase oder
Provokationsphase. Dabei wird OVA mehrmals mittels Aerosol oder intranasal appliziert.
Diese OVA Gabe flhrt zur Induktion einer allergischen Entziindungsreaktion in der Lunge, in
Verbindung mit der Entwicklung einer Atemwegsiberempfindlichkeit (Hyperreaktivitat),
vermehrter Schleimproduktion und der Sekretion von allergen-spezifischem IgE (78,79).
Durch die wiederholte intraperitoneal Sensibilisierung und Aerosol Gabe von OVA kann in
C57BL/6 Mausen eine Ummodellierung der Atemweges hervorgerufen werden, welche ein
Marker fur chronisches Asthma darstellt (116). Andererseits flhrte eine sehr lange
wiederholte Exposition zu OVA in manchen Mausstammen wie BALB/c zu einer
Toleranzreatkion in der Lunge, welche die Entwicklung der chronischen
Atemwegsveranderung verhindert (134).

Obwohl OVA als Allergen auch Nachteile zeigt, wie z.B. die systemische intraperitoneale
Gabe von OVA, welche als Route fir Asthma nicht relevant ist und die Zugabe von

Aluminiumhydroxid, ist es trotzdem der meist verwendete Allergen in der Asthmaforschung.
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1.3.4 Weitere Allergene

In den letzten Jahren wurden weitere klinisch relevante Allergene in Mausen und anderen
Tiermodelle fur die Untersuchung von Asthma verwendet. Es wurden Extrakte oder
aufgereinigte Proteine abgeleitet von menschlichen Allergenen, wie Hausstaubmilben,
Kakerlakenextrakt oder Pilzextrakt verwendet (87,88).

Die haufigsten Hausstaubmilbenarten und haufige Ausléser von Asthma sind
Dermatophagoides pteronyssinus (137). Die Hausstaubmilben Dermatophagoides
pteronyssinus sind komplexe Arthropoden, die sich von menschlichen Hautschuppen
ernahren und im menschlichen Habitat zu finden sind. Um Hautschuppen zu verdauen,
produzieren Hausstaubmilben Proteasen in ihrem Gastrointestinaltrakt, die anschliefiend mit
dem Kot ausgeschieden werden. Der Kot von Haustaubmilben beinhaltet die haufigsten
Ausloéser von allergischem Asthma weltweit (138). Das Hausstaubmilben Asthmamodell
induziert eine Th2-Immunantwort, charakterisiert durch Eosinophil-basierte
Atemwegsentziindung, die Produktion von Th2 Zytokinen, Hausstaubmilben-spezifische IgE,
Ummodellierung der Atemwege und Atemwegshyperreaktivitat (139).

Ein weiteres verwendetes Allergen ist der Schimmelpilz, Aspergillus fumigatus aus der
Gattung der GieRRkannenschimmel (Aspergillus) in der Familie der Trichocomaceae.
Aspergillus fumigatus ist in der Lage Allergien auszuldsen, vor allem Asthma bronchiale oder
auch eine bronchopulmonale Aspergillose, die sogenannte Farmerlunge (farmer's lung).
Dieses Modell ist charakterisiert durch multiple Pilzexpositionen, die zur Asthma-
Exazerbation fuhrt. Dieses Modell fuhrt zu einer erhéhten Rekrutierung von Eosinophilen und
Lymphozyten sowie einer erhdhten IgE Produktion. Dabei kommt es nach mehreren

Pilzexpositionen zur Umstrukturierung der Atemwege (135).
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Es konnte eine positive Korrelation zwischen der Asthma-Exazerbation und grippalen
Infekten festgestellt werden. Virale Infektionen wurden bei Kindern und Erwachsenen als der
haufigste Grund fir Asthma-Exazerbation detektiert (62-65). Diese Korrelation wurde noch
einmal wahrend der Influenza Pandemie 2009 hervorgehoben. Wahrend der H1N1
Influenzapandemie von 2009, war Asthma eine der am haufigsten beobachteten
Komorbiditaten von Patienten, die wahrend dieser Pandemie hospitalisiert wurden (50). In
den letzten Jahren wurden unterschiedliche Mausmodelle etabliert, um die Auswirkung von
Asthma auf den Krankheitsverlauf einer Infektion, mit einem 2009 pandemischen
Influenzavirus zu untersuchen. Erstaunlicherweise zeigten die unterschiedlichen
Tierexperimente, dass die Immunantwort wahrend einer Influenza Infektion, welche die
Asthma-Exazerbation verursacht, den Wirt vor einem schweren Krankheitsverlauf zu
schitzen scheint. Dies widerspricht allerdings den klinischen Beobachtungen. Bis heute fehlt
ein geeignetes Tiermodell, um die zugrundeliegenden Mechanismen und das gegenseitige
Wechselspiel von Asthma bronchiale und 1AV, das zu schweren Krankheitsverlaufen fihrt,

zu untersuchen.

Das Ziel dieser Arbeit ist in erster Linie, ein neues Mausmodell, welches die klinischen Daten
reflektiert, zu etablieren, um die Auswirkungen von zugrundeliegendem Asthma bronchiale

auf den Krankheitsverlauf einer Infektion mit pandemischen H1N1 IAV aufzuklaren.

Es lassen sich drei Gibergeordnete Ziele der Arbeit formulieren:
1. Etablierung eines weiblichen Asthma Mausmodells zur Untersuchung des

Krankheitsverlaufs von Influenza bei zugrundeliegendem akutem Asthma bronchiale.

2. Untersuchung der geschlechtsspezifischen Unterschiede in der Asthma und Influenza

Komorbiditatsforschung.

3. Mittels Next Generation Sequencing soll das Transkriptom der Lunge von
Influenzavirus-infizierten, asthmatischen Mausen im Gegensatz zu dem nicht-
asthmatischer Mausen analysiert werden, um eventuelle Unterschiede in der

Genexpression zwischen beiden Gruppen zu identifizieren
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2 Material
2.1 Chemikalien

Bezeichnung Hersteller
Agarose Serva
Albumin from chicken egg white, grade V Sigma-Aldrich
Albumin from chicken egg white, grade VI Sigma-Aldrich
Avicel (mikrokristalline Cellulose) FMC BioPolymer
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich
Ethanol (EtOH) Merck
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Sigma-Aldrich
Eukitt Kindler
Eosin-Y-Losung Merck
Glycerol “UltraPure™ Glycerol” Invitrogen
Hamatoxylin Shandon
Imject™ Alum Adjuvant Thermo Fisher Scientific
Isopropanol (2-Propanol) Fluka
Kaliumchlorid (KClI) Roth
Kalziumchlorid (CaCl2) Sigma-Aldrich
Magnesiumchlorid (MgCI2) Merck
Magnesiumsulfat (MgSO4) Merck
Methanol (CH40) ChemSolute
Natriumchlorid (NaCl) Geyer Th. GmbH & Co.KG
Natriumhydroxid (NaOH) Sigma-Aldrich
Ottix Plus DiaPath

Ottix Shaper DiaPath
Paraffin (niedrigschmelzend) DCS
Paraformaldehyde (PFA; OH(CH20)nH(n=8-100)) | AppliChem
Perjodsaure Sigma-Aldrich
Protease Inhibitor Complete ROCHE
Protease fur IHC-P Sigma-Aldrich
RNA/ater RNA Stabilization Reagent QIAGEN
Salzsaure (HCI) Merck
Schiffsreagenz Sigma-Aldrich
Triton-X-100 Merck

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)

Geyer Th. GmbH & Co.KG
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TrueBlue™ Peroxidase Substrate

KPL

Tween-20 (C58H114026)

Serva

Wasser (H20)

Millipore Anlage

Wasserstoffperoxid (H202) Merck

Xylol Merck
2.2 Puffer und Losungen

Bezeichnung Zusammensetzung

4 % PFA

4 % PFA in 1x PBS

Avicel-L6ésung

2,5 % Avicel in dH,O
— Autoklavieren

Blocking-Puffer (IHC-P)

10 % Eselserum (Abcam) in 1x PBS

Natriumacetatlosung

0,05 M (pH 5,0 mit Eisessig)

1% Ovalbumin grade V-L6sung

1 % Albumin, grade V in PBS-PAA
(1x)

Ovalbumin grade VI-L6sung

50 mg/mL Ovalbumin in dH,O

Paraformaldehyd (PFA)

4 % PFA (AppliChem) in 1x PBS

PBS (10x)

26,8 mM KCI (Carl Roth)

17,6 mM KH,PO4 (Merck)

1,37 M NaCl (Merck)

51,3 mM Na2HPO4 - 2H,0 (Merck)
ad. 1L ddH,O

PBS-Tween (0,05 %)

0,05 % Tween-20 in 1x PBS

Protease fir IHC-P

0,1 % in 37°C PBS. Lagerung bei -20
°C.

2.3 Desinfektionsmittel

Bezeichnung

Hersteller

Ethanol, vergallt

Geyer Th. GmbH & Co.KG

Pursept-A Xpress

SCHULKE & MAYR AG

Sterillium

Bode
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2.4 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

6-Vertiefungsplatte, Zellkultur

Becton Dickinson

96-Vertiefungsplatte, V-Boden

NUNC

Applikatoren, steril

Bottger

DNA-ExitusPlus IF

Geyer Th. GmbH & Co.KG

EDTA Rohrchen 1,5 ml

KABE

EDTA-Kapillarblutentnahme-Roéhrchen (200 pl)

KABE Labortechnik

Einbettkassetten fur Histologie, Micro

Microm

Einmalspritzen TERUMO® U-100 Insulin
(1 ml/6 % Luer)

TERUMO Corporation

Einmalspritzen Omnifix® (3 ml / Luer Lock Solo)

B. Braun Melsungen AG

Einmalspritzen Omnifix® (10 ml / Luer Solo)

B. Braun Melsungen AG

Glasperlen (@ 0,50-0,75 mm) fur die RETSCH
Labormuhle

RETSCH

Kanulen (25G x 1%, 0,5 x 25 mm)

BD Microlance

Kanulen (21G x 1 1/2%)

Kandilen (26 G x 3/8”, 0,45 x 10 mm)

BD Microlance

Kryokisten aus Pappe

Thermo Fischer Scientific

Kryoréhrchen, 1 ml und 2 ml SARSTEDT
Mahlkugeln (rostfreier Stahl: @ 2 mm) fur die

RETSCH Labormuhle RETSCH
Multifly Set (21G x 3/4", 0,8 x 19 mm) SARSTEDT
Pipettenspitzen, mit Filter SARSTEDT
Pipettenspitzen, ohne Filter Brandt
Reaktionsgefafie 1,5 ml/ 2 ml SARSTEDT
SafeSgaI Reagiergefald mit Schraubverschluss SARSTEDT
und Dichtung

Skalpell, chirurgisch; Cutfix Figur 22 BRAUN
Serologische Pipette, steril, wattiert (5ml/10ml /25 SARSTEDT

ml)
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Schraubréhre (15ml1/50 ml)

SARSTEDT

Zellkulturflaschen T25/T75/T125 mit Filterkappe

Becton Dickinson

Zellkulturplatte 60 mm/ 10 mm

Becton Dickinson

Dual Objekttrager Zahlkammer (Dual-Chamber,

Cell Counting Slides) Bio-Rad
2.5 Kits
Bezeichnung Hersteller

Avidin/Biotin Blocking Kit SP2001

Szabo-Scandic

CBA Flex Sets BD Biosciences
RNase-Free DNase Set QIAGEN
Innuprep RNA Minikit Analytik Jena

High Sensitivity DNA Kit

Agilent Technologies

Mouse Ovalbumin Specific IgE ELISA Kit

MyBiosource

ProcartaPlex Mix&Match Mouse PLEX

Invitrogen, Thermo Fischer Scientific

SuperBlock T20 (TBS)

Pierce / Thermo Scientific

SuperScript® Il Invitrogen

TruSeq RNA Sample Preparation Kit v2 lllumina Inc.
2.6 Enzyme und Zusatze

Bezeichnung Hersteller

RNase-free DNase | QIAGEN

RNase-free Buffer RDD QIAGEN

RiboLock RNase Inhibitor

Thermo Fischer Scientific

SuperScript ® Il

Invitrogen

Trypsin-TPCK

Sigma-Aldrich
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2.7 Zellkulturmedien & -zusatzstoffe

Bezeichnung Hersteller
Albumin Lésung, bovin (BSA; 35 % in DPBS) Sigma-Aldrich
: .. 2,5 % Avicel

Avicel Losung in 1x PBS
Dulbecco’s PBS (1x) Sigma-Aldrich
Fotales Kalberserum (FCS) PAA

MEM

0,2 % BSA

Infektionsmedium fir MDCK

1 % L-Glutamin
1 % Penicillin und Streptomycin

Kryokonservierungsmedium fur Zellen

FCS

10 % DMSO
L-Glutamin 200 mM Sigma-Aldrich
Minimal Essential Medium (MEM) Sigma-Aldrich
Modified Eagle Medium 2x (2x MEM) Sigma-Aldrich
Penicillin und Streptomycin (P/S, 100x) Sigma-Aldrich
Trypsin-EDTA (1x) PAA

Uberlagerungsmedium fiir Plaque Tests

50 % Zweifach Medium fir Plaquetest
50 % Avicel Lésung

Wachstumsmedium fur MDCK

MEM

10 % FCS

1 % L-Glutamin

1 % Penicillin und Streptomycin

Zweifach Medium fir Plaquetest

2x MEM

0,4 % BSA

2 % L-Glutamin

2 % Penicillin und Streptomycin

2.8 Eukaryotische Zelllinien

Bezeichnung Beschreibung

Herkunft

MDCK Il (Madin-Darby Canine
Kidney Cells)

Cockerspaniel-
Nierenzelllinie

Phillips Universitat Marburg, Marburg
Deutschland, Prof. Dr. Klenk
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2.9 Virusstamme

Bezeichnung

Herkunft

A/Hamburg/NY1580/09 (2009 pH1N1) — HH15

und Umwelt,

Sigrid Baumgarte, Institut fir Hygiene

Hamburg, Deutschland (Gabriel et al.,

2011)
2.10 Antikorper und Seren
Bezeichnung Quelle Hersteller Verdiinnung
Anti-NP monoklonall - f ) om (aba3s21) 1:1000 Plaquetest
Maus
Anti-Maus 1gG-HRP polyklonall f SouthernBiotech (6170- | 4544 plaquetest
Kaninchen 05)
Anti-FPY polyklonall \P/irgl'oKli‘anl;?tS)ﬂtrUt fur 1:2000 Histologie
(AIFPV/Rostock/34 (H7N1) | Kaninchen dgte, g ' g
Deutschland
. : Thermo Fischer, PA5- . . ,
Anti-NP Kaninchen 39242 1:2000 Histologie
Jackson
Anti-Kaninchen Biotin Esel ImmunoResearch, 711- | 1:200 Histologie
066-152
0, o
Eselserum Esel Abcam 1(.) Vol 2 .A)
Histologie
. Monoklonal/ .
Anti-lgE- RME-1 Ratte Biolegend 100 pg
Isotyp Kontrolle - Klon Monoklonal/ .
RTK2071 Ratte Biolegend 100 kg
2.11 Tiere
Spezies Geschlecht | Spezifikation Lieferant
Maus- C57BL/6 Weiblich 6 Wochen Charles River
Maus- 1SB6F1 Weiblich 6-10 Wochen Heinrich-Pette-Institut
Maus- 1SB6F1 Mannlich 6-10 Wochen Heinrich-Pette-Institut
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2.12 Zubehor fir Tiere

Bezeichnung Quelle
IVC Kafig, Typ Il lang Tecniplast
Geblaseeinheit fur IVC Gestell Blueline Tecniplast
Standarddeckel, erhéht, Typ IV, DST 4 MS/50 Zoonlab
Erhaltungsfutter, Ratte/Maus Haltung SSNIFF
Trankflasche, Mause Tecniplast
Trankkappe 34 mm, Mause Tecniplast
Maus Haus, rot-transparent Tecniplast

2.13 Narkotika & Analgetika

Bezeichnung Hersteller

Forene (Isofluran 100 %) Abbott

Ketamin Graub (100 mg/ml) Albrecht

Natriumchlorid (0,9 % L6sung) B. Braun Melsungen AG
Sedaxylan (Xylazin-Hydrochlorid, 20 mg/ml) WDT

2.14 Programme

Bezeichnung Hersteller

2100 Expert software Agilent Technologies
Adobe lllustrator 2015 Release Adobe Creative Cloud
Adobe Photoshop Adobe Creative Cloud
Bio-Plex Manager™ 6.1 Standard Software Bio-Rad

CBA Software - Accuri CFlow Software BD Biosciences

CBA Software - FCAP Array Soft Flow

Cytoscape Institute of Systems Biology
GraphPad PRISM Graphpad Software, Inc
Magellan™ - Data Analysis Software Tecan Magellan Software
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Microsoft Office Microsoft
Multi-Analyt-Profilierung Software Bio-Rad
MyAssays: assay data analysis software MyAssays

STRING 10.0 (Search Tool for the Retrieval of
Interacting Genes/Proteins)

European Molecular Biology

Laboratory (EMBL) und der Universitat

Zurich
Webgestalt Zhang Lab.
2.15 Gerate und Werkzeug
Bezeichnung Quelle

Aerosol Kammer

Forschungszentrum Borstel

Autoklav, feststehend

Schlumbohm

Agilent 2100 BioAnalyzer

Agilent Technologies

BioRad Luminex 200 System

Bio-Rad

Bio-Plex Hand Held Magnetic Washer

Bio-Rad

Chirurgische Feinpinzette

Fine Science Tools

Chirurgische Feinschere

Fine Science Tools

Chirurgische Standard-Pinzette

Fine Science Tools

CO, Inkubator BBD6220

Thermo Scientific

CO, Inkubator Heracell 150

Thermo Scientific

Durchlichtmikroskop

NIKON® Eclipse 80i live

Eismaschine, Flockeneis

Scotsman

Feinwaage Extend

Sartorius

Grant Instruments™ Mikrotiterplatten-Schuttler

Fisher Scientific

HiSeq 2500 System

lllumina Inc.

Isofluran Verdampfer “Vaporizer”

UNO

Knochenschere Bone Shears

Fine Science Tools
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Magnetriihrer MR3001 Heidolph
Magnetriihrer MR80 Heidolph
Mehrkanalpipette (8 Kanale, 20-200 pl) Brand
Mikrotiterplatten Lesegerat Tecan Safire2 Tecan
Mikrotom HM325 Microm
Mr. Frosty, Kryokonservierungscontainer Nalgene
ParaffingieRstation, EG1160 Leica
PARI TurboBoySX PARI
PARI LL Vernebler PARI
pH-Messgerat 766 Calimatic Knick
Pipetten Eppendorf Reference

Eppendorf

(1-10 pl, 10-100 ul, 100-1000 pl)

Pipettierhilfe Pipetus

Hirschmann Laborgerate

Prazisionswaage ED224S Sartorius
Prazisionswaage KB-2000-2NM KERN
Reinstwassersystem Milli Q Aca Millipore
Schittelwasserbad SW-22 Julabo
Schdttler Biosan
Schwingmuiihle MM400 RETSCH
Spektralphotometer Nanodrop 1000 Peqlab
TC20™ Automated Cell Counter Bio-Rad

Sterilwerkbank Herasafe KS 12

Thermo Scientific

Sterilwerkbank Herasafe KS 18

Thermo Scientific

Trachealkanile @ 1.0mm, 15 mm

Hugo-Sachs Elektronik-Harvard
Apparatus GmbH

Tierwaage

Kern
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Trockenschrank Memmert
Vortex-Mixer 7-2020 neolLab
Wippschattler Biometra
Zentrifuge 5417R Eppendorf
Zentrifuge Biofuge Pico Heraeus
Zentrifuge Multifuge 3S-R Heraeus
Zentrifuge Varifuge 3.0R Heraeus
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden
3.1.1 Gesamt-RNA Isolierung

Fir die Transkriptom Analyse wurde die Gesamt-RNA aus murinen, in RNAlater fixierten
Lungen isoliert. Fur die Isolierung von Gesamt-RNA wurden die Lungen auf vier sterile 2 ml-
O-Ring-Reaktionsgefalte mit 10 bis 15 sterilen Mahlkugeln aus rostfreiem Stahl (J 2 mm)
uberfihrt. Jedes Reaktionsgefal® enthielt etwa 50 mg der in RNAlater fixierten Lunge. Nach
Zugabe von 900 pl des Lysepuffers RL pro Reaktionsgefaly, wurden die Lungen fir 6 min bei
30 Hz im 4°C-Raum in der Schwingmiihle MM400 (RETSCH) homogenisiert. Die Uberstande
wurden anschlielend vereinigt und 700 ul davon fir die Gesamt-RNA-Isolierung verwendet.
Fir die weitere Gesamt-RNA-Isolierung wurde, bis auf die DNase-lI-Behandlung, nach
Herstellerangaben vorgegangen (,Protocol 1: RNA extraction from tissue samples”, Analytik
Jena). Nach einem Waschschritt mit HS Puffer wurde die DNase-I-Behandlung durchgefuhrt
(QIAGEN Kit). Daftr wurden 10 yl DNase | in RDD Puffer verdinnt, auf die Sdule gegeben
und anschlielend flr 15 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Anschlielend wurde die

Saule mit 500 pl HS Puffer gewaschen.

Die aus den Lungen isolierte RNA wurde in 50 pl RNase-freiem ddH,O eluiert und mit 1U/ul
Ribolock RNase Inhibitor (Thermo Fischer Scientific) versetzt. Die Konzentration von
isolierter Gesamt-RNA wurde mit Hilfe des Spektralphotometers Nanodrop 1000 (Peglab)
nach Herstellerangaben bestimmt. Die isolierte Gesamt-RNA wurde aliquotiert und bei -80°C

bis zur weiteren Verwendung gelagert.

3.1.2 Hochdurchsatz-Sequenzierung (High Throughput Sequencing)

Zur Aufklarung neuer Mechanismen und Signaltransduktionswegen, welche eventuell den
unterschiedlich  schweren  Krankheitsverlauf  einer Influenzavirus Infektion bei
zugrundeliegendem Asthma bronchiale erklaren kénnten, sollten Lungen von 2009 pH1N1-
infizierten, akut asthmatischen Mausen, einer Transkriptomanalyse unterzogen werden.
Diese Analyse wurde in Kollaboration mit der Next-Generation Sequencing Technologie-
Plattform von Prof. Adam Grundhoff am HPI durchgefuhrt. Hierfir wurden die Lungen von
jeweils 3 Tieren pro Gruppe an Tag 3 und 6 p.i. entnommen und die Gesamt-RNA isoliert
(Kapitel 3.1.1). Die RNA-Bibliothek-Herstellung, Qualitatskontrolle und anschlieRend die
Gesamt-Transkriptom-Shotgun-Sequenzierung (RNA-seq) wurden in der Next-Generation
Sequencing Technologie-Plattform durchgefuhrt. Dafur wurde 1 pg der Gesamt-RNA fir die
Herstellung der Bibliothek nach Herstellerangaben (TruSeq RNA Sample Preparation Kit v2,
lllumina Inc.) verwendet. GroRe und Qualitdt der RNA-Bibliothek wurden auf einem
BioAnalyzer High Sensitivity DNA Chip (High Sensitivity DNA Kit, Agilent Technologies)

36



Methoden

dargestellt. Die verdinnten RNA-Bibliotheken (2 nM) wurden anschliefiend mittels HiSeq

2500 System (lllumina) ungefahr 40-50 millionenfach pro Probe sequenziert.

3.1.3 Transkriptomanalyse der differentielle exprimierten Genen aus der
Mauslungen

Die Gene Haufigkeit wurde mittels Salmon (v0.12.0) quantifiziert (140) und mit der
Transkriptom-Referenz von Mausen (GRCm38) von ENSEMBL (Version 97) verglichen und
ermittelt. Die Daten wurden anschlieRend mittels R package tximport Software importiert
(141). Die Normalisierung und die differentielle Genexpressionanalyse wurde mittels
DESeq2 durchgefiihrt (142). Die Null-Varianz des statistischen Wald-Tests der DESeq2
Daten wurden neu geschatzt mittels der R package fdrtool (143), um der p-Wert zu
kalkulieren. Es wurde ein MA-Plot zur Selektion von differentiell exprimierten Genen anhand
des Fold changes angefertigt. Der Plot visualisiert die Unterschiede zwischen Messungen in
zwei Proben, indem die Daten auf M- (log ratio) und A- (mean average) Skalen transformiert
und dann diese Werte aufgetragen werden. Die differentiell exprimierten Genen wurden mit
der Signifikanz von FDR (BH-angepasste p-Wert) < 0,1 und abhangig vom Analyse,
Log2FoldChange = 1 oder < -1 (Kapitel 4.3.2 und Kapitel 4.3.3) oder Log2FoldChange 2= 2
oder < -2 (Kapitel 4.3.1). Die signifikanten dysregulierten Gene wurden anschlieRend mittels
Heatmaps visualisiert, wobei die signifikanten hochregulierten Genen, Rot und die

signifikanten herunterregulierten Gene, Blau dargestellt wurden (Kapitel 4.3) (144).

3.1.3.1 Visualisierung der Protein-Protein Interaktion mittels STRING und Cytoscape

Um mogliche Interaktionsnetzwerke aus der Analyse der Transkriptom der Lungen von nicht-
asthmatischen und asthmatischen Mausen herauszufinden, wurde mit dem Online Tool

(www.string-db.org), vorhergesagte Protein-Protein-Interaktion Netzwerk ermittelt. Ein

confidence score von 0,4 wurde fur die Analyse verwendet. Die Daten wurden anschlielend

von STRING in das Software Cytoscape fir weitere Visualisierung exportiert.

3.1.3.2 Gen-Ontologie und KEGG Signalweg Analyse

Um festzustellen, ob bekannte biologische Funktionen oder Prozesse in eine Liste von
differentiell exprimierten Genen Uberreprasentiert (enriched) sind, wurde der weit verbreiteter
Over Representation Analysis (ORA) verwendet (145). Hierfir wirde das Online Tool

(www.webgestalt.org) verwendet (146). Die verwendeten Parameter wurden wie folgt

angegeben:

e Minimum von Genen in jede Kategorie: 5

¢ Minimum von Genen in jede Kategorie: 2000
e FDR Methode: BH

e Signifikanzniveau: Top 5 oder Top 10
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Die Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes Pathway (KEGG-Signalweg) Analyse wurde
verwendet, um zu Uberprifen in welchen komplexer Zellprozesse, Stoffwechselwegen oder
Erkrankungen, die differentiell exprimierten Genen involviert sind. HierfUr wurde die

Datenbank in das Online Tool STRING (www.string-db.org) verwendet.

3.1.4 Konzentrationsbestimmung von Immunglobulin mittels
enzymgekoppeltem Immunadsorptionstest (ELISA)

Nach einer erfolgreichen Sensibilisierung mit OVA lassen sich im Serum OVA-spezifische
Immunglobuline nachweisen. Dies kann man sich zunutze machen, um zu uberprufen, ob die
Sensibilisierungsreaktion stattgefunden hat und erfolgreich war. Daflr wurden die OVA-
spezifischen  Immunglobuline  mittels  Sandwich-ELISA gemessen. Bei einem
enzymgekoppelten Immunadsorptionstest (ELISA) wird das nachzuweisende Antigen, in
diesem Fall ein Zytokin, an einen spezifischen Erstantikérper gebunden, wobei dieser
wiederum mit einem enzymgekoppelten Zweitantikorper detektiert werden kann. Bei der hier
verwendeten Sandwich-Methode werden zwei Erstantikérper verwendet, wovon einer bereits
an eine Mikrotiterplatte gebunden ist. Die Antigen-enthaltende Probe konnte nun auf der
Mikrotiterplatte angereichert werden, um dann mit Hilfe eines weiteren Erstantikérpers
nachgewiesen zu werden. Serumproben von infizierten und nicht-infizierten Mausen wurden
3 und 6 Tage nach der Infektion, beziehungsweise 4 und 7 Tage nach der letzte OVA-
Aerosol Behandlung, enthommen und analysiert. Die zu testenden Serumproben wurden
entsprechend der zu erwarteten Immunglobulin Konzentration im Verdinnungspuffer
verdunnt und 100 pl davon in Duplikaten auf die Platte aufgetragen. Dafur wurde ein OVA-
spezifisches IgE ELISA Kit (EMELCA Bioscience) verwendet um die OVA-spezifische
Immunglobuline nach Herstellerangaben nachzuweisen. Die absolute Mengenbestimmung
erfolgte mit Hilfe einer Verdiinnungsreihe des aufgereinigten Antigens. Nach dem Abstoppen
der Farbreaktion wurde die Absorption an einem Mikrotiterplatten Lesegerat (Tecan) bei
einer Wellenlange von 450 nm gemessen. Fur die Analyse wurde die Magellan 7.1 Software

(Tecan) und MyAssays: assay data analysis software verwendet.

3.1.5 Zytokinbestimmung mittels Multi-Analyt-Profilierung (Multiplex-
Immunoassay)

Um Unterschiede in der Expression einzelner Zytokine wahrend der Immunantwort auf

Asthma bronchiale bei eine zugrundeliegenden Influenzavirus Infektion zu untersuchen,

wurden die Zytokin-Konzentrationen in Lungen von infizierten und nicht-infizierten

asthmatischen und nicht-asthmatischen Mausen bestimmt. Die Konzentrationsbestimmung

von Zytokinen mittels Multiplex-Immunoassay ermdglicht es eine gleichzeitige Erkennung
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und Quantifizierung von bis zu 100 sekretorischen Proteinen aus einem geringen
Probenvolumen zu bestimmen. Diese Technologie verwendet magnetische Kugeln gekoppelt

an diversen sekretorischen Proteinen.

In dieser Arbeit wurden die Zytokine (IL-1pB, IL-6, IL-4, IL-5, IL-13, IL-10, IL-17A, TNF-a und
IFN-y) aus dem Uberstand von homogenisierten Lungen, 3 und 6 Tage nach der Infektion
(Kapitel 0), mittels eines selbst-entworfen ProcartaPlex Mix&Match Mouse (Invitrogen,
Thermo Fischer Scientific) bestimmt. Teil der Lungen wurden entnommen, gewogen und in
sterile 2 ml-O-Ring-Reaktionsgefafie mit sterilen Glasperlen (J 0,50-0,75 mm) (RETSCH)
und 1 ml PBS (Sigma-Aldrich) Uberfuhrt. Die Lungen wurden fur 10 min bei 20 Hz im 4°C-
Raum in der Schwingmuhle MM400 (RETSCH) homogenisiert und anschlieRend fur 10 min
bei 16000 xg und 4°C zentrifugiert. Die Uberstande wurden in einen sterilen 1,5 ml
Reaktionsgefalt tberfuhrt, flir 5 min bei 10000 xg und 4°C zentrifugiert und anschliel3end flr
die Messung verwendet. Die Zytokinbestimmung aus den Lungen Proben erfolgte nach
Herstellerangaben (,Protocol: Serum and Plasma Samples.”) und die Zytokine wurden in

Duplikaten mit der BioRad® Luminex 200 Maschine (BioRad) gemessen.

3.1.6 Konzentrationsbestimmung von Zytokinen mittels Cytometric Bead
Array (CBA)
Die Zytokin- und Chemokinkonzentrationen aus BAL Flussigkeit wurden mittels Cytometric
Bead Array (CBA), in Zusammenarbeit mit unseren Kollaborateuren aus der
Forschungszentrum Borstel, bestimmt. Theoretisch lassen sich die Konzentrationen von bis
zu 30 verschiedenen Zytokinen aus einem 50 ul Probe bestimmen.
In dieser Arbeit wurden BAL-Proben von asthmatischen und nicht-asthmatischen Mausen,
die mit dem 2009 pH1N1 IAV infiziert wurden, mit der CBA-Technik untersucht. Als Kontrolle
wurden nicht-infizierte asthmatische und nicht-asthmatische Mause verwendet. Dabei
wurden kommerziell erhaltliche Kits von der Firma BD Biosciences (CBA Flex Sets, BD
Biosciences, Franklin Lakes, USA) verwendet.
Das Prinzip dieser Methode beruht auf mit Antikdrpern beschichteten Latexpartikeln. Diese
.Beads” sind spezifisch fur jedes Zytokin und unterscheiden sich sowohl in der Grolde, als
auch in der Eigenfluoreszenz. Mit Hilfe dieser Eigenschaften kénnen die verschiedenen
Bead-Populationen nach der Messung aufgetrennt werden. Nach der Zugabe der Proben
bzw. der Standards binden die spezifischen Zytokine an den Beads und ein zweiter
spezifischer mit Phycoerythrin (PE) konjugierter Antikdrper wird hinzugegeben. Durch die
Intensitat der PE-Fluoreszenz der gebundenen sekundaren Antikorper konnen die
Konzentrationen der verschiedenen Zytokine berechnet werden. Fir die Standards der
Zytokine wurden zehn Verdinnungen verwendet, die einen Bereich von 0-2500 pg/ml

abdeckten. Die Durchfiihrung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers und wurde an

39



Methoden

einem Durchflusszytometer (BD Accuri C6, BD Biosciences, Franklin Lakes, USA) realisiert.
Zur Auswertung wurden Accuri CFlow Software (BD Biosciences, Franklin Lakes, USA) und
FCAP Array (FCAP Array v3.0, Soft Flow, St.Louis Park, USA) verwendet.

3.2 Zellkulturmethoden

3.2.1 Kryokonservierung und Auftauen eukaryotischer Zelllinien

Um Zelllinien zu archivieren und stets auf junge Zellpassagen zuruckgreifen zu konnen,
konnen Zellen kryokonserviert werden. Um eukaryotische Zellen zu konservieren, wurden
die Zellen mit Hilfe von Trypsin-EDTA (PAA) vom Boden der Zellkulturflasche abgel6st und
mittels Zentrifugation bei 1000 xg flir 5 min bei 4°C pelletiert. AnschlieRend wurde das
Zellpellet im vorgekuhlten Kryokonservierungsmedium, bestehend aus FCS (PAA) und 10 %
DMSO (Sigma-Aldrich) resuspendiert und in Kryoréhrchen Uberfihrt. Die Zellen wurden in
Kryokonservierungscontainer ,Mr. Frosty“ bei -80°C eingefroren, welche mit Hilfe von
Isopropanol, ein langsames und kontrolliertes Einfrieren der Zellen, erméglicht. Nach 16-24 h
wurden die gefrorenen Zellen in den Kryorohrchen in der Gasphase flissigen Stickstoffs

gelagert.

Um eingefrorene, archivierte Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurden die Kryoréhrchen
aus dem Stickstofftank enthnommen und langsam im Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Das
aufgetaute, noch kiihle Kryokonservierungsmedium mit den enthaltenen Zellen wurde mit
aufgewarmtem Zellkulturmedium versetzt und bei 1000 xg fur 5 min zentrifugiert.
AnschlieRend wurde der Uberstand verworfen, die Zellen im aufgewarmtem
Zellkulturmedium aufgenommen und in eine Zellkulturflasche Uberfiuhrt. Nach 16-24 h
wurden die DMSO Resten durch frisches Zellkulturmedium ersetzt und die Zellen bis zu
einer Konfluenz von 90-100 % bei 37°C, 5 % CO, und 96 % rH inkubiert.

3.2.2 Kultivierung eukaryotischer Zelllinien

Wenn die Zellen eine 90-100 % Konfluenz erreicht haben, wurden sie weiter passagiert. Das
Medium wurde abgenommen und verworfen. Die Zellen wurden mit 1x PBS (Sigma-Aldrich)
gewaschen und anschlieend mit Trypsin-EDTA (PAA), fur 15-20 min bei 37°C, 5 % CO,
und 96 % rH inkubiert bis die Zellen sich vollstdndig voneinander und vom Boden der
Zellkulturflasche abgeldst hatten. Nach dem Ablésen der Zellen vom Zellboden wurde das
Trypsin-EDTA (PAA) durch FCS-haltiges Wachstumsmedium inaktiviert, darin resuspendiert
und die Zellsuspension in einem definierten Verhaltnis geteilt. Als Wachstumsmedium far
MDCK-Zellen wurde MEM-Zellkulturmedium (Sigma-Aldrich) mit jeweils 10 % FCS, 1%
Penicillin und Streptomycin und 1 % L-Glutamin verwendet. Eine entsprechende Verdinnung
der Zellen wurde dann in ein neues Kulturgefald transferiert und mit Wachstumsmedium

versetzt.
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3.3 Virologische Methoden
3.3.1 Virusanzucht in eukaryotischen Zellen

In diese Arbeit wurde ein Influenzavirusisolat humanen Ursprungs verwendet. Um dieses
Virus im Kontext von akutem Asthma bronchiale zu untersuchen, wurde ein Arbeitsstock
hochgezogen. Um adaptive Mutationen zu minimieren, wurde das Virus im Saugerzellen

hochgezogen. In dieser Arbeit wurden MDCK Zellen dafir verwendet.

Die MDCK Zellen wurden einen Tag vor der Infektion in 75 cm? Kulturflaschen so passagiert,
dass am darauffolgenden Tag eine Konfluenz der Zellen von 90 % erreicht wurde. Die
adharenten Zellen wurden im nachsten Schritt zweimal mit 1x PBS gewaschen und
anschlielfend mit einer Virusverdinnung in 5 ml MDCK Infektionsmedium Uberlagert. Als
Infektionsmedium flir MDCK-Zellen wurde MEM-Zellkulturmedium (Sigma-Aldrich) mit jeweils
0,2 % Albumin Lésung, 1 % Penicillin und Streptomycin und 1 % L-Glutamin verwendet. Es
folgte eine 30-minltige Inkubation bei 37°C, 5 % CO, und 96 % rH, wobei alle 10 min die
Zellkulturflasche zur optimalen Verteilung des Virus auf den Zellen, geschwenkt wurde. Im
Anschluss erfolgten die Entfernung des Inokulums und eine Zugabe von MDCK
Infektionsmedium mit 1ug/ml TPCK-Trypsin (Sigma-Aldrich). Das TPCK-Trypsin ist flr
Influenzaviren mit monobasischer Spaltstelle notwendig, da diese exogene Protease zur
Spaltung des HAO in die Untereinheiten HA1 und HA2 bendtigt wird. Dies erlaubt multiple
Replikationszyklen und somit eine effiziente Virusvermehrung in den infizierten Zellen. Die
infizierten Zellen wurden bei den oben genannten Bedingungen inkubiert, bis ein
Zytopathischer Effekt (CPE) von etwa 80 % sichtbar war. Um zu Gberprifen, ob Viruspartikel
im Uberstand vorhanden sind, wurde einen Hamagglutinationstest (HA-Test) (Kapitel 3.3.3)
durchgefiihrt. Wenn den HA-Titer hoch genug war, wurde der virushaltige Uberstand der
infizierten Zellen anschlieRend bei 1000 xg und 4°C fur 5 min zentrifugiert um Zelltrdmmer zu
entfernen. Es folgte das Aliquotieren in Kryoréhrchen (4 200 ul) und die Einlagerung des
neugewonnenen Virusstocks bei -80°C. Zur Bestimmung der Anzahl der infektidsen
Viruspartikel wurde der Virustiter nach einmaligem Einfrieren mittels Plaquetest auf MDCK-
Zellen bestimmt (Kapitel 3.3.4). Diese Methode zur Anzucht von IAV in eukaryotischen

Zellen wurde modifiziert nach Gaush et al. durchgefuhrt (147).

3.3.2 Gewinnung von Erythrozyten aus Hiihnervoliblut

Far die Aufreinigung der Erythrozyten aus Huhnervollblut erfolgte eine Versetzung des
Hahnervollbluts mit 0,9 %-iger NaCl-Lésung und eine 5-minltige Zentrifugation zur
Auftrennung der Blutbestandteile bei 1000 xg bei 4°C. Es folgte jeweils eine Abtrennung des
Blutlberstands, bestehend aus Serum und der Leukozyten- und Blutplattchenhaltigen

Interphase, von den Erythrozyten. Das Serum und die Interphase wurden dabei nach dem
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initialen Waschschritt mit 0,9 % NaCl verworfen. Die Waschschritte wurden wiederholt, bis
nach der Zentrifugation keine Interphase mehr sichtbar und der NaCl Uberstand frei von
Erythrozytentrummern und hamolysierten Erythrozyten waren. Nach Entfernung des
kompletten Uberstandes erhielt man so eine 100 %-ige Erythrozytenlésung, die als
Stammlosung fur weitere Experimente verwendet wurde. Die 100 %-ige Erythrozytenldsung

wurde zur Verwendung auf 1 % mit 0,9 %-iger NaCl-Lésung verdunnt.

3.3.3 Hamagglutinationstest (HA-Test)

Influenzaviren besitzen die Fahigkeit an Erythrozyten zu binden. Dies geschieht aufgrund
einer spezifischen Bindung des viralen Hamagglutinins (HA) an terminale Sialinsauren auf
Glykokonjugaten der Erythrozytenoberflache. Aufgrund mehrfacher Bindungsméglichkeiten
eines Viruspartikels an Erythrozyten entsteht eine Quervernetzung der Viren mit den
Erythrozyten (Hamagglutination). Mit Hilfe zunehmender Virusverdiinnungen bei
gleichbleibender Erythrozytenkonzentration lassen sich daher quantitative Aussagen Uber
die Anzahl hamagglutinierender Partikel treffen. Der Titer der Hamagglutinationseinheit
(HAU-Titer, hemagglutination unit) ist der reziproke Wert der Verdlinnungsstufe bei der
gerade noch eine Hamagglutination der Erythrozyten erkennbar ist. Mit Hilfe des HA-Tests
Iasst sich jedoch keine Unterscheidung zwischen infektidsen und nichtinfektidsen Partikeln
oder Membrantrimmern treffen, da alle zur Hamagglutination beitragen. Ist kein HA in der

Suspension enthalten, sedimentieren die Erythrozyten.

Der Hamagglutinationstest (HA-Test) wurde in 96-Vertiefungsplatten mit einem v-férmigen
Boden durchgeflihrt. Zur Durchfiihrung des HA-Tests wurden 50 ul 1x PBS in alle Vertiefung
vorgelegt, aul3er in die erste Vertiefung. Aus 100 pl der unverdinnten Probe wurde in der
jeweils ersten Vertiefung eine zweifach-Verdinnungsreihe erstellt. Danach wurden,
ausgehend von der héchsten Verdinnungsstufe, in alle Vertiefungen 50 ul einer 1 %-igen
Huhnererythrozytensuspension pipettiert. Nach einer 30-mindtigen Inkubation auf Eis (max.
1h) wurde der HAU-Titer bestimmt. Das virale Oberflachenprotein NA, welches eine
Spaltung der HA-Rezeptorbindung katalysieren wirde, ist bei 4°C nicht aktiv. Eine
Hamagglutination war durch die gleichmaRige Verteilung der Erythrozyten zu erkennen,
wahrend nicht-agglutinierte Erythrozyten sedimentierten und distinkte Punkte (sog.

"Knopfchen") am Boden der Vertiefung bildeten.

3.3.4 Virustiterbestimmung von Virusstocks, Organhomogenisaten oder
Broncho-alveolarer Lavage mittels Plaquetest

Zur Titerbestimmung infektidser Viruspartikel in einer Virussuspension wird ein Plaquetest
mit semi-viskosem Overlay verwendet (modifiziert nach Matrosovich et al., 2006). MDCK

Zellen wurden am Vortag in 6-Vertiefungsplatten, 1:3 ausgesat. Fur die Titerbestimmung
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wurde eine 10-fach Verdlnnungsreihe der Probe in PBS verwendet. Die Zellen wurden mit
PBS gewaschen und mit jeweils 333 ul der zu bestimmenden Virussuspension inokuliert. Es
folgte eine Inkubation von 30 min bei 37°C im CO,-Inkubator. Um das Austrocknen der
Zellen zu verhindern wurden die Platten alle 10 min geschwenkt. Nach der Inkubation
wurden 3 ml Avicel-Overlay-Medium versetzt mit 1 pyg/ml TPCK-Trypsin (Sigma-Aldrich) in
jede Plattenvertiefung gegeben. Das TPCK-Trypsin wird fur die erfolgreiche Spaltung der HA
dazugegeben. Die Kulturplatten wurden flr 72 h bei 37°C im CO,-Inkubator, ohne diese zu
bewegen, inkubiert.

Nach der Inkubationszeit wurde das Uberlagerungsmedium entfernt und die Zellen zweimal
mit 1x PBS gewaschen und zur Fixierung fur 30 min bei 4°C mit 4 %-igem PFA
Uberschichtet. Detektiert werden Ldcher, sogenannte Plaques im Zellrasen, diese gehen von

infizierten Zellen wahrend der Inokulation aus.

Fiar die vorliegende Arbeit wurden die Virustiter mittels Immunfarbung des viralen NP
Proteins bestimmt. Dazu wurden die Zellen mit 1x PBS gewaschen und flr 30 min mit 0,3 %
Triton-X auf einem Wippschittler permeabilisiert. AnschlieBend folgte eine Inkubation mit
500 pl Erstantikdrper, ein Anti-NP Antikérper (Abcam), pro Vertiefung, bei RT fir ca. 1 h auf
einem Wippschuttler. Nach drei Waschschritten mit PBS-Tween (0,05 %) wurde fur eine
weitere Stunde mit 500 pl Zweitantikoérper, ein Anti-Maus-IgG HRP-gekoppelter Antikorper
(SouthernBiotech), einem Wippschuittler inkubiert. Beide Antikdrper wurden fir diese Arbeit
mit einer Verdinnung von 1:1000 in Superblock-Puffer eingesetzt. Die Detektion erfolgte
nach zwei Waschschritten mit dem HRP-Substrat enthaltenden True-Blue (KPL). Zur
Berechnung des Titers in plaque forming units pro Milliliter (p.f.u./ml) werden die Plaques
ausgezahlt und die jeweiligen Verdinnungen einberechnet. Dabei wurde jeweils die letzte

Vertiefung der Zellkulturplatte ausgewertet, in der noch Plaques zu detektieren waren.

3.4 Tierversuche

In der vorliegenden Arbeit wurde das Tiermodell der Maus verwendet. Die Ermittlung der
Uberlebensrate, des Gewichtsverlustes, des Lungentropismus, sowie die Immunantwort im
Mausmodell erlauben einen Rickschluss auf die Auswirkung von Asthma bronchiale auf den

Krankheitsverlauf einer Influenzavirus Infektion.

Alle in dieser Arbeit beschriebenen Tierversuche wurden unter Bedingungen der
Biologischen Schutzstufe 2 (BSL-2 (biosafety level 2) im Heinrich-Pette-Institut, Leibniz-
Institut fur Experimentelle Virologie (HPI) in Hamburg nach den Richtlinien des deutschen
Tierschutzgesetzes durchgefuhrt. Die Genehmigung des Tierversuchsvorhabens erfolgte
unter der Genehmigungsnummer 27/15 durch die Behérde fir Stadtentwicklung und Umwelt

Hamburg. Die Tiere erhielten Wasser und Futter ad libidum. Die weiblichen C57BL/6J Mause
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im Alter von 6-8 Wochen wurden von Charles Rivers, Sulzfeld, erworben. Zudem wurde
allogene 1SB6F1 Mausen, im Alter von 6 bis 9 Wochen verwendet. Die Generierung der
1SB6F1 Mause in dem C57BL/6-Hintergrund erfolgte durch Prof. Dr. M. Bader und Prof. Dr.
E. Hartmann (MDC, Berlin-Buch, Deutschland bzw. Institut fur Biologie, Universitat zu
Ldbeck, Deutschland). Weibliche und mannliche 1SB6F1 Mause wurden am HPI in Hamburg
gezlchtet. In folgendem Abschnitt werden alle Methoden, aus den in vivo Versuchen,

beschrieben.

3.4.1 Induktion einer allergischen Atemwegsentziindung und Infektion mit
Influenza
In dieser Arbeit wurde ein in vivo Mausmodell fiir experimentelles akutes Asthma verwendet.
Hierbei handelt es sich um ein Standard-Modell zur Induktion einer allergischen
Entzindungsreaktion in der Lunge in Verbindung mit der Entwicklung einer
Atemwegsiberempfindlichkeit (Hyperreaktivitat), vermehrten Schleimproduktion und die
Sekretion von allergiespezifischen IgE (116).
Voraussetzung fur die Induktion einer allergischen Entzindung ist die Sensibilisierung
gegenuber einem Fremdprotein. In dieser Arbeit wurde das Protein Ovalbumin (OVA), von
Huhnereiern als Modellallergen verwendet. Die Sensibilisierung erfolgte durch drei
intraperitoneale (i.p.) Injektionen von 10 pug Ovalbumin Grade VI (Sigma Aldrich) geldst in
100 pl PBS mit 100 pl des Adjuvans Aluminiumhydroxid (Alum) (Thermo Fisher Scientific)
versetzt. Die Mause wurden am Tag 1, 14 und 21 gegenuber OVA/Alum sensibilisiert
(Abbildung 8).
Zur Etablierung einer lokalen akut-allergischen Entziindungsreaktion in der Lunge wurden
die Versuchstiere an Tag 26, 27 und 28 in einer luftdichten Kammer fir 20 Minuten
gegenuber einem 1 %-igen OVA-Aerosol (OVA Grade V geldst in PBS, Sigma Aldrich)
exponiert. Die OVA-Lésung wurde von einem Generator (PARI® TurboBoySX, Pari)
vernebelt (Abbildung 7).
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Generator

/ - -/

Schlauch

Luftdichte Kammer

Vernebler

Abbildung 7: Versuchsaufbau zur Etablierung einer lokalen akut-allergischen Entziindungsreaktion im
Maus.

Dargestellt ist ein PARI® TurboBoySX Inhalationsgerat, welches einen Luftstrom erzeugt, der durch den
Schlauch an einen Vernebler gekoppelt ist. In dem Vernebler befindet sich eine 1 %-ige OVA-Grade V-Ldsung.
Durch den Luftstrom wird OVA-Aerosol erzeugt, welches direkt in die luftdichte Kammer gepumpt wird. In der
luftdichten Kammer kénnen bis zu 12 Mausen, jede einzeln in einem Kompartiment gesetzt werden. Die Aerosol-
Behandlung erfolgt fir 20 min (illustriert von Nancy Mounogou Kouassi, 2020).

Durch virale Infektionen ausgeldste Exazerbationen zeichnen sich durch eine erhéhte Anzahl
von neutrophilen Granulozyten in der Lunge aus und stehen unter Verdacht, einen
schwereren Asthma Krankheitsverlauf auszulosen. Um diese Einfluss zu untersuchen,
wurden die Tiere an Tag 29 (24 Stunden nach der letzten Antigenexposition) mit einem 2009
pandemischen H1N1 Virusisolat (A/Hamburg/NY1580/09) intranasal (i.n.) (Kapitel 3.4.1)

infiziert oder erhielten als Kontrolle PBS intranasal (Abbildung 8).

PBS / 2009 pH1N1
0 3 6 . 14 Tage p.i.
I I BN
1 14 21 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 42 Tage
L
OVA / Alum (i.p.) ASX)AsoI Organentnahme

.I.

Abbildung 8: Protokoll zur allergischen Sensibilisierung, Induktion einer allergischen
Atemwegsentziindung und anschlieBender Influenzavirus Infektion.

Mause wurden durch drei intraperitoneale (i.p.) Injektionen des Modellallergens Ovalbumin/Aluminiumhydroxid
(OVA/Alum) an Tag 1, 14 und 21 sensibilisiert. AnschlieRend folgte eine Exposition gegenuber einer 1 %-igen
OVA-Aerosolldsung an Tag 26, 27 und 28. Kontroll-Mause wurden gegenuber PBS sensibilisiert. Die Tiere
wurden an Tag 29 mit dem 2009 pH1N1 (A/Hamburg/NY1580/09) Influenzavirus infiziert oder erhielten als
Kontrolle PBS intranasal (i.n.). Uber einen Zeitraum von 14 Tagen nach der Infektion wurden Gewichtsverlust,
Uberleben sowie Krankheitssymptome beobachtet und protokolliert. An Tag 3 und 6 nach der Infektion (p.i.)
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wurden zudem fiir nachfolgende Analysen die Mause euthanasiert, Organe entnommen und BAL gewonnen
(illustriert von Nancy Mounogou Kouassi, 2020).

3.4.2 Narkotisieren und Euthanasie von Mausen

Far die Infektion (Kapitel 3.4.1) von Mausen wurde eine Anasthesie-Losung mit 100 mg/kg
Ketamin und 10 mg/kg Xylazin in 200 pl 0,9 %-iger NaCl-Lésung mittels einer 26G Kanule
intraperitoneal injiziert. Zuvor wurden den Tieren eine Inhalationsnarkose mit Isofluran mit

Hilfe eines Isofluran Verdampfers (UNO) verabreicht.

Die finale Blutenthnahme und die Enthahme von Organen erfolgten erst nach Tétung der
Versuchstiere (Kapitel 3.4.4.1). Das Toten der Mause wurde mit zervikaler Dislokation,
mittels Uberstrecken durchgefiihrt, dieser ging zusétzlich eine Inhalationsnarkose mit

Isofluran voraus.

Far die Durchfihrung der Bronchoalveolaren Lavage (Kapitel 3.4.4.2) wurden die Tiere final
geblutet. In diesem Fall war eine Tétung durch zervikale Dislokation nicht moglich aufgrund

des bendtigten Luftrohrenschnitts (Tracheotomie).

Erreichten die Tiere einen Gewichtsverlust von mehr als 25 % des Ausgangsgewichts oder
wenn ein Tier offensichtliche Schmerzen hatte und/oder nicht mehr selbststandig
fressen/trinken kénnte, wurden die Tieren einer Inhalationsnarkose mit Isofluran unterzogen

und anschlieRend mit zervikaler Dislokation mittels Uberstrecken getotet.

3.4.3 Intranasale Infektion und Kontrolle des Gewichtsverlustes und des
Uberlebens der Mause

Fir die intranasale Infektion mit Influenzaviren wurden die Tiere mit einer Anasthesie-Losung
(Kapitel 3.4.2) narkotisiert. Nach ca. 20 bis 30 min in tiefer Narkose wurden die Tiere mit
50 pl einer in 1x PBS verdinnten definierten Virusmenge intranasal infiziert. Kontrolle Tieren
wurden intranasal 50 pyl PBS verabreicht. Das Inokulum wurde langsam mit einer 100 pl
Pipette (Eppendorf) Uber die Nasenlocher den narkotisierten Tieren verabreicht. Die
Atemfrequenz der infizierten Mause wurde Uberwacht und die Mause wurden in Narkose in
eine stabile seitliche Position mit leicht erhdhtem Kopf gelagert, um ein Herauslaufen des
Inokulums zu verhindern. Nach der Infektion wurden die Tiere Uber einen Zeitraum von 14
Tage taglich kontrolliert und gewogen. Gewichtsverlust, Uberleben  sowie

Krankheitssymptome wurden beobachtet und protokolliert.
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3.4.4 Gewinnung von Probenmaterial

In dieser Arbeit wurden verschiedene Proben fur die Untersuchung der Auswirkung von
Asthma bronchiale auf den Krankheitsverlauf einer Influenzavirus Infektion aus den Tieren
entnommen. Serum Proben wurden flr die IgE Antikérper Analyse verwendet. Lungen
Proben wurden far Lungentropismus, Titerbestimmung, sowie far  die
Konzentrationsbestimmung von bestimmten Zytokinen verwendet. Zusatzlich wurden fir die

Analyse der Immunantwort, Bronchoalveolare Lavage gewonnen.

3.4.4.1 Blutentnahme, Organentnahme

Wahrend der durchgefihrten Versuche wurden die Mause final geblutet. Nach einer
Isoflurannarkose wurde retrobulbar (r.b.), mittels einer Kapillare, Blut entnommen und in
EDTA-ROhrchen aufgefangen. Das Vollblut wurde bei 4°C fir 10 min bei 1500 xg
zentrifugiert, das Uberstehende Blutserum aliquotiert und fiir spatere Untersuchungen bei
-80°C eingefroren. Nach der Blutenthahme wurden die Mause durch zervikale Dislokation
euthanasiert und die Mause durch einen longitudinalen Schnitt die Bauch- und Brusthéhle
gedffnet und Lunge entnommen. Der linke Lungenfligel wurde fur histologische
Untersuchungen (Kapitel 3.5) in 4 % PFA fixiert und gelagert. Der rechte Lungenfligel wurde
zerkleinert und in zwei Réhrchen mit Schraubverschluss, gefiillt mit Glaskigelchen bei -80°C
eingefroren. Diese Organproben wurden vor dem Einfrieren gewogen und nach dem
Homogenisieren in PBS fur die Virustiter-Bestimmung (Kapitel 3.3.4) oder fir die

Konzentrationsbestimmung von Zytokinen (Kapitel 3.1.4) verwendet.

3.4.4.2 Bronchoalveolare Lavage

Bei einer Bronchoalveolaren Lavage (BAL) werden Zellen, die in das bronchoalveolare
Lumen infiltriert sind, und die sich in diesem Kompartiment befindlichen Proteine
herausgespult. Um die BAL durchzuflhren, wurden die Tiere durch eine Isofluran-Narkose
Uberdosis get6tet und die Trachea wurde freigelegt. Durch einen kleinen Schnitt wurde eine
Trachealkanidle mit 1 mm Durchmesser (Hugo Sachs Electronik-Harvard Apparatus)
eingefuhrt und mit Garn an der Trachea befestigt. AnschlieRend wurde ein Schlauch (Multifly
Set (21G x 3/4", 0,8 x 19 mm), SARSTEDT) mit Luer-Lock-Verbindung an der
Trachealkanule befestigt. Am Vortag wurde eine Losung mit einer Protease-Inhibitor Tablette
in 100 ml PBS hergestellt und bei -4°C gelagert.

Uber diese Kanille wurde 1 ml eiskaltes PBS mit einem Protease-Inhibitor (Complete,
Roche) in die Lunge injiziert und direkt wieder entnommen. Die BAL-FlUssigkeit wurde in ein
1,5 ml Reaktionsgefald uberfuhrt. Die BAL-FlUussigkeit wurde gewogen und die Menge
protokolliert. Nach der gesamten Zellzahlbestimmung (Kapitel 3.4.6) wurde die BAL fir 5 min

bei 500 xg und 4°C zentrifugiert und der zellfreie Uberstand abgenommen. Der zellfreie
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Uberstand wurde bis zur weiteren Analyse bei -20°C gelagert und die BAL-Zellen bis zur

weiteren Analyse bei -80°C gelagert.

3.4.5 Herstellung von Lungenhomogenisaten

Um die Virustiter in den Lungen infizierter Mause zu bestimmen, wurde ein Drittel der
Lungen gewogen und zerkleinert und bei -80°C in Réhrchen mit Dichtungsringen mit
eingeflllten Glaskigelchen eingefroren. Nach dem Auftauen des Organs wurde 1 ml 1x PBS
zugegeben. Es folgte eine Homogenisierung der Organe in einer Labormuhle bei 20 Hz und
4°C fur 10 min. AnschlieBend wurden die Homogenisate bei 3000 rpm fur 5 min bei 4°C
zentrifugiert um Organteile zu pelletieren. Die neu generierten Uberstédnde der
Homogenisate wurden direkt fir eine Bestimmung des Virustiters im Plaquetest verwendet
(Kapitel 3.3.4), verbleibende Homogenisate wurden fiir eventuelle Wiederholungsversuche
bei -80 °C gelagert.

3.4.6 Gesamte Zellzahlbestimmung im Bronchoalveolare Lavage

Sowohl eine Influenzavirus Infektion als auch bronchiales Asthma sind in der Lage eine
massive Zellinfiltration in der Lunge zu verursachen. Um diese zellulare Infiltration zu
untersuchen, wurde eine Bronchoalveolare Lavage der Lungen der Tiere durchgefuhrt
(Kapitel 3.4.4.2). Es wurden 10 pul der BAL-Flussigkeit, 1:1 mit Trypanblau versetzt und
davon 10 pl in eine Dual Objekttrager Zahlkammer (cell counting slides, Biorad) gegeben.
Die gesamte Zellzahl, sowie die lebende Zellzahl wurden durch einen automatischen
Zellzahler (BioRad) gezahlt.

3.4.7 Anti-lgE Antikorper Behandlung in asthmatischen weiblichen C57BL/6
Mausen

Um den Effekt von Immunglobulin E auf den Influenza Krankheitsverlauf im Mausen zu
untersuchen, wurden in weiblichen C57BL/6 Mausen Asthma bronchiale nach Protokoll
induziert und die Mausen an Tag 29 mit 10° p.f.u. des 2009 pH1N1 IAV infiziert oder
erhielten als Kontrolle PBS intranasal (Kapitel 3.4.1 und 3.4.3). Die Antikdrper Behandlung
erfolgte durch vier i.p. Injektion von 100 pg Antikoérper geldst in PBS. Die infizierten
asthmatischen Mause erhielten i.p. am Tag 29, 30, 31 und 32, 100 ug anti-IgE Antikérper
Lésung und die Asthma-Kontrolle Tieren, 100 ug des monoklonal Isotypkontrolle Antikdrpers.
Nach der Infektion und wahrend der Zeit der Behandlung wurden die Tiere Uber einen
Zeitraum von 14 Tage taglich kontrolliert und gewogen. Gewichtsverlust, Uberleben sowie

Krankheitssymptome wurden beobachtet und protokolliert.
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Abbildung 9: Protokoll zur Behandlung mit anti-lgE Antikdrper in weiblichen asthmatischen C57BL/6
Méausen

Asthma wurde in weiblichen C57BL/6 Mausen nach Protokoll (Kapitel 3.4.1) induziert. Kontroll-Mause wurden
gegenuber PBS sensibilisiert. Die Tiere wurden an Tag 29 mit dem 2009 pH1N1 (A/Hamburg/NY1580/09)
Influenzavirus infiziert oder erhielten als Kontrolle PBS intranasal (i.n.). Die infizierten asthmatischen Mause
enthielt an 4 Tage, vier intraperitoneale (i.p.) Injektionen des anti-IgE Antikérper und die asthmatische
Isotypkontrolle Tieren erhielten Isotyp-Kontroll Antikérpern. Uber einen Zeitraum von 14 Tagen nach der Infektion
wurden Gewichtsverlust, Uberleben sowie Krankheitssymptome beobachtet und protokolliert.

3.5 Histologische Methoden

Um den Effekt einer Influenzavirus Infektion auf die Lungenpathogenese von asthmatischen
Mausen zu untersuchen, wurden aus den enthommenen Lungen Gewebeschnitte
angefertigt. Es wurde eine Hamatoxylin-Eosin- (HE), eine Perjodsaure-Schiff- (PAS), sowie
eine immunhistochemische (IHC-P) Farbung durchgefuhrt. Die Aufnahmen der gefarbten
Gewebeschnitte wurden mit Hilfe des Durchlichtlichtmikroskop NIKON® Eclipse 80i live mit
weit Feld gemacht. Die Bearbeitung der Bilder fand mit Adobe® Photoshop® CS6 (64 bit)
statt.

3.5.1 Praparation von Gewebeschnitten

Die Fixierung der Gewebeproben erfolgte fur mindestens zwei Wochen bei 4°C. Nach der
vollstandigen Fixierung der Gewebeproben von Mausen in 4 % PFA, wurden die Proben in
Paraffin eingebettet. Vor dem Einbetten wurden die Proben in 1x PBS gelagert, um den
Proben das PFA 2zu entziehen. Die fixierten Lungen wurden in einem
Gewebeinfiltrationsautomaten mit aufsteigenden Konzentrationen Ethanol inkubiert, gefolgt
von einer Xylol Behandlung, um die Proben zu entwassern. Im Anschluss wurden die Proben

mit Paraffin infiltriert. Die verwendeten Schritte wurden wie folgt aufgefiihrt:

e Ethanol, 70 % fur 1 h, bei RT
e Ethanol, 80 % fur 1 h, bei RT
e Ethanol, 90 % fir 1 h, bei RT
e Ethanol, 95 % fir 1 h, bei RT
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e Ethanol, 100 % fir 1 h, bei RT
e Ethanol, 100 % fir 1,5 h, bei RT
e Xylol I fur 1 h, bei RT

e Xylol Il fir 1 h, bei RT

e Paraffin Typ 3 flr 1 h, bei 58°C
e Paraffin Typ 3 flr 1 h, bei 58°C
e Paraffin Typ 3 flr 1 h, bei 58°C

Nachfolgend wurden die Gewebeproben in Paraffin eingebettet. Die Einbettung wurde mit
Hilfe einer Paraffinausgiefstation durchgefihrt. Im Anschluss erfolgte eine Lagerung der
Paraffinblocke bis zur weiteren Verwendung im Dunkeln bei RT. Um die Paraffinblocke in
Dinnschnitte weiterzuverarbeiten, wurden diese auf einer Kihlplatte fir etwa 30 min auf
ungefahr -12°C abgekuhlt. Dies ermoglichte das Schneiden der Paraffinblocke in 4 um dicke
Dunnschnitte. Die Herstellung der Schnitte erfolgte am Mikrotom, wobei die Gewebeschnitte
direkt nach dem Schneiden zur Ausbreitung in ein Wasserbad mit 42°C Uberfuhrt wurden.
AnschlieBend wurden die Gewebeschnitte auf einen Objekttrager aufgenommen und bei
37°C Uber Nacht getrocknet.

3.5.2 Entparaffinierung und Rehydrierung von FFPE-Gewebeschnitten

Die Schnitte auf den Objekttragern kdnnen bei RT bis zur Farbung gelagert werden und
werden als FFPE-Gewebeschnitte (formalin-fixed paraffin-embedded) bezeichnet.

Vor einer histochemischen oder immunhistochemischen Farbung wurden die
Gewebeschnitte entparaffiniert und rehydriert. Dies wird mittels Xylol und absteigenden

Alkoholkonzentrationen durchgefihrt. Diese Schritte wurden nachfolgend durchgefiihrt:

e Paraffin Schnitte erhitzen im Brutschrank bei 56°C, fur 25 min
o Xylol I, fr 5 min, bei RT

o Xylol Il, fir 5 min, bei RT

e FEthanol I, 100 %, fir 5 min

e Ethanol I, 100 %, 10x eintauchen
e Ethanol, 95 %, 10x eintauchen

e Ethanol, 90 %, 10x eintauchen

e Ethanol, 80 %, 10x eintauchen

e FEthanol, 70 %, 10x eintauchen

e FEthanol, 50 %, 10x eintauchen

e ddH20, fir 2 min

e ddH20, fiir 2 min
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3.5.3 Hamatoxylin-Eosin Farbung (HE)

Um unter dem Mikroskop zwischen Zellkern und Zytoplasma der einzelnen Zellen
unterscheiden zu kénnen, wurden Gewebeproben mit Hamotoxylin-Eosin (HE) gefarbt. Das
Hamatoxylin farbt hierbei saure und basophile Bausteine der Zelle, wie den Zellkern und das
raue Endoplasmatische Retikulum blau bis violett an. Das Eosin hingegen ist in der Lage
basische, auch genannt eosinophile Zellstrukturen, wie das Zytoplasma, Mitochondrien und
das glatte Endoplasmatische Retikulum, rot zu farben. Die HE-Farbung wurde in den
entparaffinierten FFPE-Gewebeschnitten durchgeflihrt. Die Schritte der durchgefiihrten

Farbung sind nachfolgend beschrieben:

e H,O, doppelt destilliert (dd) fur 2 min

¢ Hamatoxylinlésung fir 4 min

o flieRendes Leitungswasser flrca. 10 s

e LOsung bestehend aus 97% Ethanol mit 3% HCI fur 10 s

o flieRendes Leitungswasser flr 5 min

o Eosin-Losung fir 25 s

Nach der HE-Farbung, folgte eine Entwasserung der Proben mit Ethanol und Xylol. Die
durchgeflhrten Schritte der Entwasserung von Gewebeproben sind nachfolgend

beschrieben.

o Ottix Shaper, | 10x flr wenige Sekunden eintauchen
o Ottix Shaper, Il 10x flr wenige Sekunden eintauchen
e Ofttix Shaper, Il 10x fur wenige Sekunden eintauchen
e Ottix Shaper, IV flir 5 min

e Ofttix Plus, | 10x fur wenige Sekunden eintauchen

e Ofttix Plus, Il 10x fir wenige Sekunden eintauchen

o Ottix Plus, Ill 10x fir wenige Sekunden eintauchen

o Ottix Plus, IV 10x fur wenige Sekunden eintauchen

e Xylol 10x eintauchen,

e Xylol 10 min inkubieren

Es folgte eine Eindeckelung der Gewebeschnitte mit Eukitt und eine Lagerung bei RT im

Dunkeln bis die Dunnschnitte mikroskopisch ausgewertet wurden.

3.5.4 Perjodsaure-Schiff-Farbung (PAS)

Das Prinzip dieser Farbung ist, dass die im Mukus vorkommenden 1,2 Glykole in
unsubstituierten  Polysacchariden, neutralen  Mukopolysacchariden,  Muko-  und
Glykoproteinen durch die Behandlung mit Perjodsédure zu Aldehydgruppen oxidiert werden.

Diese Aldehydgruppen fuhren in Verbindung mit Schiffs-Reagenz zu einer Magenta-
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leuchtenden Farbreaktion. Dadurch lassen sich diese Mukusbestandteile spezifisch
anfarben. Mit Hilfe der Perjodsaure-Schiff-Farbung (Sigma-Aldrich) lasst sich in den
Atemwegen also eine Mukusproduktion nachweisen. Als Gegenfarbung wurde bei diesen
Schnitten eine in Kapitel 3.5.3 beschriebene Hamatoxylin-Farbung durchgefuhrt. Die

verwendeten Schritte wurden wie folgt durchgefuhrt:

e Perjodsaure-Ldsung (Sigma-Aldrich 395-1), flir 10 min, bei RT

e ddH,0, fir 5 min

e Schiffsreagenz-Losung (Sigma-Aldrich 395-2016), fur 20 min, bei RT

o FlieRendes, warmes Leitungswasser flr 5 min

o Hamatoxylin fur 60s, bei RT

o flieBendes Leitungswasser fir 5 min
Nach der Farbung wurden die Schnitten mit Ottix Plus und Xylol dehydriert. Die
durchgefiihrten Schritte der Entwasserung von Gewebeproben sind nachfolgend

beschrieben:

e Ottix Plus, fir 2 min
o Xylol I, fir 5 min
e Xylol Il, fir 5 min
Nachdem die Schnitte an der Luft getrocknet waren, wurden sie Eukitt eingedeckelt und im

Dunkeln bei RT bis die Dinnschnitte mikroskopisch ausgewertet wurden, gelagert.

3.5.5 Immunhistochemische Farbung (ICH-P)

Eine immunhistochemische Farbung ermdglicht eine Aussage Uber den Virustropismus in
den Lungen von asthmatischen und nicht-asthmatischen Mausen, die mit dem 2009 pH1N1
IAV infiziert wurden. Die Detektion von virusinfizierten Zellen wurde in diese Arbeit in FFPE-
Lungengewebeschnitten mittels immunhistochemischer Farbung durchgefuhrt. Um das 1AV
in den Schnitten nachweisen zu koénnen, wurden entparaffinierte und dehydrierte
Gewebeschnitte (Kapitel 3.5.2) verwendet..

Diese Schnitten wurden anschlieBend mit einem Citrat Plus Puffer in der Mikrowelle
aufgekocht, um einer Demaskierung des viralen Antigens zu gewahrleisten.

Die verwendeten Programme waren die Folgenden:

e 16 min bei 850 Watt in der Mikrowelle
e 5 min bei 450 Watt in der Mikrowelle in einem Citrat Plus Puffer
e etwa 20 min Abkuhlungszeit

e 5 minin 1x PBS waschen
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Zur Blockierung der endogenen Peroxidase, welche zu einer hohen DAB-Hintergrundfarbung
fuhren kann, wurden die Gewebeschnitte einer Methanolbehandlung mit 3 % H,O, flr 5 min
bei RT unterzogen. Es folgte ein Waschschritt in 1x PBS fur 5 min. Anschliefend wurden das
Avidin und Biotin, mittels Verwendung eines Avidin/Biotin Blocking Kits (Szabo-Scandic) fur
15 min bei RT geblockt. Es folgten drei Waschschritte in 1x PBS fur 5 min bei RT.

Die Gewebeschnitte wurden mit dem Primarantikérper, Kaninchen anti-NP (Thermo Fischer,
PA5-32242), welcher 1:2000 in 1x PBS verdinnt wirde, fur 75 min bei RT inkubiert.
Anschlieend wurden die Proben mit dem biotinylierten Sekundarantikorper, anti-Kaninchen
(Jackson ImmunoResearch, 711-066-152) inkubiert. Der Antikdrper wurde dabei 1:200 in 1x
PBS mit 2 % Eselserum verdinnt.

Anschlieend wurden die Proben mit dem ZytoChemPlus (HRP) Broad Spectrum (DAB) Kit
fur 15 min bei RT inkubiert, um die Bindung des Streptavidin-HPR-Konjugats an den
biotinylierten Sekundarantikérper zu gewahrleisten. Die Gewebeschnitte wurden dreimal mit
1x PBS fir 5 min bei RT gewaschen. Um eine unspezifische Bindung des
Sekundarantikdrpers auszuschliel3en, erfolgte eine Inkubation mit 10 % Eselserum fir 30
min bei RT. Die indirekte, immunhistochemische Farbung des viralen Antigens erfolgte durch
die Zugabe des HRP-Substrats, 3,3’-Diaminobenzidin (DAB). Nach ausreichender
Farbentwicklung wurde die Reaktion nach circa 5 min mit ddH,O gestoppt. Um die
lichtmikroskopische Untersuchung zu verbessern, wurde eine Hamatoxylin Gegenfarbung
(Kapitel 3.5.3) durchgefiihrt. Die Objekttrager wurden anschlieRend mit Eukitt eingedeckelt
und im Dunkel bei RT gelagert.

3.6 Statistische Auswertungen

Die statistischen Auswertungen der Daten erfolgten mit Hilfe der kommerziellen
Statistiksoftware GraphPad Prism v.5.03 fir Windows (Graphpad Software, Inc.) Eine
statistische Signifikanz lag vor, wenn der p-Wert < 0,05 war. Die weitere Klassifizierung der
statistischen Signifikanz wurde wie folgt gekennzeichnet: * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001.
Statistisch signifikante Unterschiede in den Uberlebensraten zwischen nicht-asthmatischen
und asthmatischen Mausen (Kapitel 3.4.3) wurden mittels Log-Rank (Mantel-Cox)-Test und
den Daten der Kaplan-Meier-Uberlebenskurven mit Hilfe von GraphPad Prism v.5.03
berechnet.

Die statistischen Signifikanzen aller restlichen Daten dieser Arbeit wurden mit Hilfe des

Student's-t-Tests unter Verwendung von GraphPad Prism v.5.03 ermittelt.
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4 Ergebnisse

Alle nachfolgenden Ergebnisse wurden im Zuge der vorliegenden Doktorarbeit generiert. Die
Ergebnisse wurden in drei verschiedene Kapitel unterteilt. Das erste Kapitel stellt die
Etablierung eines weiblichen Asthma Mausmodells vor, um den Einfluss von Asthma auf den
Krankheitsverlauf von Influenza zu untersuchen, das zweite Kapitel beschreibt die
geschlechtsspezifischen Unterschiede, hinsichtlich der Pathogenese von Influenza im
Asthma Mausmodell. Im letzten Kapitel wurde die Genexpression der Lungen, in zwei

Mausmodellen von weiblichen asthmatischen Mausen verglichen.

4.1 Etablierung eines weiblichen Asthma Mausmodells zur
Untersuchung des Krankheitsverlaufs von Influenza

Wahrend der H1N1 Influenzapandemie von 2009 war Asthma eine der am haufigsten
beobachteten Komorbiditdten von Patienten, die wahrend der Pandemie hospitalisiert
wurden (148). Jedoch sind die zugrundeliegenden Mechanismen, die zu dieser Beobachtung
fuhren und das gegenseitige Wechselspiel von Asthma bronchiale und Influenzavirus
Infektion, bis heute nur unzulanglich verstanden. Bisherige publizierte Asthma Mausmodelle
zeigten einen protektiven Effekt von Asthma auf den Influenza Krankheitsverlauf, welches
den klinischen Daten aus der H1N1 Influenzapandemie von 2009 widerspricht (Kapitel
1.1.6.4). Der Fokus dieser Arbeit lag auf der Entwicklung und Etablierung eines geeigneten
Tiermodells zur Untersuchung von Asthma bronchiale nach IAV Infektion, welches die
klinischen Befunde wiederspiegelt.

In dieser Arbeit wurden zwei weibliche Asthma Mausmodelle etabliert. Zum einen wurden
weibliche C57BL/6 Mause verwendet, da bereits in vorherigen Untersuchungen von Asthma
und Influenza, Inzucht Mausstamme wie BALB/c und C57BL/6 verwendet wurden (116,136).
Als zweites Modell, basierend auf den Kenntnissen aus der Schwangerschafts- und
Infektionsforschung, welche die wichtige Rolle der Alllogenitdt in der Immunreaktion
beschrieben haben (121,122). wurde die F1 Generation aus der Kreuzung von zwei
Inzuchtstdmmen generiert. Namlich aus der Kreuzung von 129x1/Svd Weibchen mit
C57BL/6 Mannchen. Diese allogene F1 Generation als Nachkommen zweier Inzuchtstamme
wird im Folgenden als 1SB6F 1 bezeichnet.

In dieser Arbeit wurden flr beide Mausmodelle Protokolle fir die Induktion eines allergischen
Asthma bronchiale in Zusammenarbeit mit dem Forschungszentrum Borstel etabliert
(145,146,147). Die Mause wurden gegenuber dem Modellallergen
Ovalbumin/Aluminiumhydroxid sensibilisiert und anschlieend gegentber Ovalbumin (OVA)-
Aerosollésung exponiert. Um den Einfluss von Asthma auf den Krankheitsverlauf von
Influenza zu untersuchen, wurden die Tiere an Tag 29 mit dem 2009 pH1N1 IAV intranasal

infiziert (Kapitel 3.4.1) und 14 Tage nach der Infektion wurde Gewichtsverlust und Uberleben
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protokolliert. Zudem wurden 3 und 6 Tage nach Infektion (p.i.), die Tieren euthanisiert und

die Organe fur weitere Analysen entnommen.

4.1.1 2009 pH1N1 Pathogenese in weiblichen asthmatischen Mausmodellen

In den nachfolgenden Abschnitten werden die Auswirkungen von akutem Asthma bronchiale
auf den Krankheitsverlauf einer Influenzavirus Infektion in den C57BL/6 und den 1SB6F1

Mausmodellen dargestellt.

4.1.1.1 Das C57BL/6 Modell

Als erstes wurde die Pathogenitat und Virulenz des 2009 pH1N1 IAV in weiblichen
asthmatischen C57BL/6 Mausen untersucht. Daflir wurde Asthma bronchiale in weiblichen
C57BL/6 Mausen induziert und die nicht-asthmatischen und asthmatischen Mausen mit
verschiedenen Dosen von 2009 pH1N1 IAV intranasal infiziert (Kapitel 3.4.1). Uber einen
Zeitraum von 14 Tagen wurden Gewichtsverlust und Uberleben beobachtet und protokolliert.
Die Pathogenitat wurde mittels Uberlebensraten der Mause (Abbildung 10B, D und F) und
dem Gewichtsverlust (Abbildung 10A, C und E) dargestellt. In Abbildung 10 sind die
Gewichtsverlaufe und Uberlebensraten von nicht-asthmatischen (2009 pH1N1) und
asthmatischen (Asthma/2009 pH1N1) weiblichen C57BL/6 Mausen, die mit 10° p.f.u.
(Abbildung 10A und B), mit 10° p.f.u. (Abbildung 10C und D) und mit 10°p.f.u. (Abbildung
10E und F) des 2009 pH1N1 IAV infiziert wurden, dargestellt. Bei allen Experimenten konnte
beobachtet werden, dass die Gewichtskurven von beiden Kontrollgruppen, PBS-Kontrolle
und Asthma-Kontrolle Uber die Zeit ahnlich verlaufen. Die Kontrollgruppe mit asthmatischen
weiblichen C57BL/6 Mausen zeigte keine Unterschiede sowohl im Gewichtverlust als auch in
der Uberlebensrate im Vergleich zu den PBS-Kontrolltieren (Abbildung 10). Hier konnte
gezeigt werden, dass die Induktion von Asthma bronchiale in den weiblichen C57BL/6
Méausen keinen Einfluss auf den Gewichtsverlauf der Tiere hat. Nach Infektion mit 10° p.f.u.
des 2009 pH1N1 IAV konnte kein signifikanter Unterschied in den Gewichtsverlusten
zwischen infizierten nicht-asthmatischen und asthmatischen weiblichen C57BL/6 Mausen
gezeigt werden. Es konnte jedoch eine leichte Tendenz beobachtet werden, dass die
infizierten nicht-asthmatischen Mause (2009 pH1N1) einen héheren Gewichtsverlust im
Vergleich zu infizierten asthmatischen Mausen (Asthma/2009 pH1N1) aufweisen (Abbildung
10A). Jedoch resultierte die Infektion in einer 100%-igen Uberlebensrate (Abbildung 10B)

sowohl in nicht-asthmatische als auch in asthmatischen weiblichen C57BL/6 Mausen.

55



Ergebnisse

103 p.f.u.
A B
100 ®
=
é. = 80
72}
2 S 60
o = |
> 9
8 § 40
S S
2 204
(]
o
T T T T T T T o T T T T T T 1
2 4 8 8 10 12 14 2 4 6 8 10 12 14
Tag [d p.i.] Tag [d p.i.]
105 p.f.u.
C D
1nn @
| =
T
& 80
m =
=3
T $ 60
> ]
£ 5 401
2 2
2 = 20
(O]
T T T T T T T o T T T T T T 1
2 4 6 8 10 12 14 2 4 6 8 10 12 14
Tag [d p.i.] Tag [d p.i.]
106 p.f.u.
E F
120 100 o
g l—
% & 1
g |- e
o 1004 8 60-
2 ° |
Rt T
] o 404
L2 g
; b
o 80 20
o
0 2 4 6 8 10 12 14 9 | : @ g ) ) Y
0 2 4 6 8 0 12 14
Tag [d p.i.] Tag [d p.i.]
-o- Kontrolle (PBS) —0— 2009 pH1N1

-o- Kontrolle (Asthma) —m— Asthma /2009 pH1N1

Abbildung 10: Gewichtsverliufe und Uberlebensraten in nicht-asthmatischen und asthmatischen C57BL/6
Mausen nach Infektion mit verschiedenen Dosen von 2009 pH1N1 IAV.

Weibliche nicht-asthmatische (weilRes Quadrat) und asthmatische (schwarzes Quadrat) C57BL/6 Mause wurden
intranasal mit 10% p.fu. (n = 5), 10° p.fu. (n = 10) oder 10° pfu. (n = 5) des 2009 pHIN1 IAV infiziert.
Gewichtsverlaufe (A, C, E) und Uberlebensraten (B, D, F) wurden {iber einen Zeitraum von 14 Tagen nach der
Infektion verfolgt. PBS-Kontrollen und Asthma-Kontroll Mause wurden mit PBS behandelt. Dargestellt sind die
Mittelwerte der Gruppen, sowie die Gewichtsverldufe mit Standardabweichungen. Die statische Relevanz der
Ergebnisse wurde mithilfe des Student’s t-Test in dem Programm GraphPad ermittelt (*p<0,05, ** p<0,01,
***p<0,001). In der Abbildung A, C und E werden nur die Signifikanz von 2009 pH1N1 vs. Asthma/2009 pH1N1
dargestellt.

56



Ergebnisse

Bei einer Infektion mit 10° p.f.u. des 2009 pH1N1 zeigten die nicht-asthmatischen weiblichen
C57BL/6 Mause einen hodheren Gewichtsverlust als die asthmatischen C57BL/6 Mause.
Dieser Unterschied im Gewichtsverlust ist an den Tagen 2 bis 4 signifikant und zeigte sich
Uber den gesamte Zeitraum (Abbildung 10C). Zudem zeigte die Infektion eine Letalitat von
10 % sowohl in den nicht-asthmatischen als auch in den asthmatischen weiblichen C57BL/6
Mausen, aber flhrte zu einem frilheren Tod der nicht-asthmatischen weiblichen C57BL/6
Mause am Tag 5 statt in den asthmatischen weiblichen C57BL/6 Mausen an Tag 8
(Abbildung 10D). Die hochste Infektionsdosis von 10° p.f.u. zeigte in infizierten nicht-
asthmatischen und asthmatischen weiblichen C57BL/6 Mausen die groften
Gewichtsverluste und endete fiur beide Gruppen zu 100 % letal. Es konnten keine
Unterschiede in den Gewichtsverlaufen beider Mausgruppen festgestellt werden, jedoch
fuhrte die Influenzavirus Infektion zu einem friiheren Tod der nicht-asthmatischen weiblichen
C57BL/6 Mausen (2009 pH1N1) an Tag 5 statt in den asthmatischen weiblichen C57BL/6
Mausen (Asthma/2009 pH1N1) an Tag 7 (Abbildung 10E und F). Zusammenfassend konnte
gezeigt werden, dass die Induktion von Asthma in den C57BL/6 Mausen zu einer niedrigeren
Pathogenitat nach Infektion mit dem 2009 pH1N1 IAV fuhrt, im Vergleich zu den nicht-
asthmatischen Mausen.

Basierend aus diesen Beobachtungen wurden fir alle weiteren Experimente die Virusdosis
10° p.fu. verwendet, da bei dieser Dosis ein signifikanter Effekt auf die Pathogenitat
beobachten werden konnte, jedoch keine 100 % Letalitdt gezeigt wurde, was eine

Organentnahme 3 und 6 Tag nach der Infektion méglich macht.

4.1.1.2Das 1SB6F1 Modell

Um den Einfluss von Asthma bronchiale auf die Pathogenitat von 2009 pH1N1 [AV in
weiblichen 1SB6F1 Mausen zu untersuchen, wurden basierend auf den vorherigen
Ergebnissen aus den Experimenten mit weiblichen C57BL/6 Mausen (Kapitel 4.1.1.1),
weibliche asthmatische und nicht-asthmatische 1SB6F1 Mause mit 10° p.f.u. des 2009
pH1N1 IAV infiziert.

Bei dieser Infektionsdosis zeigten die infizierten weiblichen nicht-asthmatischen und
asthmatischen 1SB6F1 Mause Gewichtsverluste von bis zu 80 % des Ausgangsgewichts.
Wobei die Gewichtsverluste vergleichbar zwischen asthmatischen Mausen (Asthma/2009
pH1N1) und nicht-asthmatischen Mausen (2009 pH1N1) waren (Abbildung 11A).
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Abbildung 11: Pathogenitidt des 2009 pH1N1 IAV in nicht-asthmatischen und asthmatischen 1SB6F1
Mausen.

Weibliche nicht-asthmatische (weiles Quadrat) und asthmatische (schwarzes Quadrat) 1SB6F1 Mause wurden
intranasal mit 10° p.f.u. (n = 8) des 2009 pH1N1 IAV infiziert. Gewichtsverlaufe (A) und Uberlebensraten (B)
wurden Uber einen Zeitraum von 14 Tagen nach der Infektion verfolgt. PBS-Kontrolle und Asthma-Kontrolle
Mause wurden mit PBS behandelt. Dargestellt sind die Mittelwerte der Gruppen, sowie die Gewichtsverlaufe mit
Standardabweichungen. Die statische Relevanz der Ergebnisse wurde mithilfe des Student’s t-Test in dem
Programm GraphPad ermittelt (*p<0,05, ** p<0,01). In den Abbildungen werden nur die Signifikanz von 2009
pH1N1 vs. Asthma/2009 pH1N1 dargestellt.

Interessanterweise zeigten die asthmatischen weiblichen 1SB6F1 Mause (Asthma/2009
pH1N1), die mit dem 2009 pH1N1 IAV infiziert wurden, eine Letalitdt von bis zu 75 %.
Vergleichsweise wiesen infizierte nicht-asthmatische Mause (2009 pH1N1) eine
Uberlebensrate von 100 % auf (Abbildung 11B). Die Infektion fiihrte bei den infizierten
asthmatischen weiblichen 1SB6F1 Mausen zum Tod der Tiere zwischen Tag 6 und Tag 9
(Abbildung 11B).

Diese Ergebnisse zeigen, dass eine Infektion mit dem 2009 pH1N1 IAV zu einer erhdhten
Pathogenitat in den asthmatischen weiblichen 1SB6F1 (Asthma/2009 pH1N1) Mausen im
Vergleich mit den nicht-asthmatischen weiblichen 1SB6F1 (2009 pH1N1) Mausen flhrt.

Diese Daten spiegeln die klinischen Daten wahrend der Influenza Pandemie 2009 wieder.

4.1.2 Lungenpathogenese in den weiblichen asthmatischen Mausmodellen

In den folgenden Abschnitten werden die Untersuchung des Lungentropismus, sowie die
Ergebnisse der pathologischen Veranderungen der Lungen von weiblichen asthmatischen

und nicht-asthmatischen Mausen wahrend einer Influenzavirus Infektion vorgestelit.

4.1.2.1 Lungentropismus im weiblichen asthmatischen Mausmodell

Um zu untersuchen, ob die beobachteten Unterschiede in der Pathogenitat auf einen
Unterschied in der Virusreplikation zurlickzuflihren sind, wurde die Viruslast in der

Mauslunge untersucht. Die Viruslast wurde in der Lungen und der BAL-Flussigkeit von
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asthmatischen und nicht-asthmatischen M&usen, die mit 10° p.f.u. des 2009 pH1N1 IAV
infiziert wurden, mittels Plaque Test bestimmt (Kapitel 3.3.4).

Dafur wurden die Tiere 3 und 6 Tage nach der Infektion final geblutet (Kapitel 3.4.4.1), BAL-
Flissigkeit aus der Lungen gewonnen (Kapitel 3.4.4.2), sowie ein Teil der Lungen
entnommen und der Virustiter mittels Plaquetest (Kapitel 3.3.4) bestimmt. In den folgenden
Kapiteln werden die viralen Titer von Lungenhomogenisaten sowie BAL-Flussigkeiten nach

Infektion in den beiden Modellen vorgestellit.

4.1.2.1.1 Das C57BL/6 Modell

Die Viruslast wurde zuerst in die Lungen und der BAL-Flissigkeit von asthmatischen und

nicht-asthmatischen weiblichen C57BL/6 Mausen, 3 und 6 Tage nach der Infektion,

bestimmt.
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Abbildung 12: Virustiter in der Lunge und BAL von nicht-asthmatischen und asthmatischen C57BL/6
Mausen nach Infektion mit 2009 pH1N1 IAV.

Nicht-asthmatische (weiles Quadrat) und asthmatische (schwarzes Quadrat) weibliche C57BL/6 Mause wurden
intranasal mit 10° p.f.u. des 2009 pH1N1 IAV infiziert. An Tag 3 und 6 nach der Infektion wurden von drei bis fiinf
Tieren pro Gruppe BAL gewonnen und die Lungen entnommen. Der Virustiter wurden mittels Plaque Test
bestimmt und in log (p.f.u./g) nach der Normalisierung des Virustiters mit dem Gewicht des Organstiickes
angegeben. Dargestellt sind die Lungentiter (A) und die BAL- Titer (B) der jeweiligen Tieren sowie die Mittelwerte.

Die Lungen infizierter C57BL/6 Mause (2009 pH1N1 und Asthma/2009 pH1N1) hatten an
Tag 3 nach der Infektion einen héheren Virustiter als die Lungen der Mause an Tag 6 nach
der Infektion. Es zeigte sich jedoch, dass sowohl 3 Tage p.i. als auch 6 Tage p.i
vergleichbar hohe Lungentiter in den nicht-asthmatischen und asthmatischen C57BL/6
Mé&usen vorhanden waren, die mit 2009 pH1N1 infiziert wurden (Abbildung 12A).

Des Weiteren wurde die Viruslast in den BAL-Flissigkeiten von infizierten C57BL/6 Mausen
(2009 pH1N1 und Asthma/2009 pH1N1) untersucht. Die infizierten nicht-asthmatischen und
asthmatischen C57BL/6 Mause zeigten vergleichbar hohen Virustiter in der BAL-FlUssigkeit,
3 und 6 Tage nach Infektion (Abbildung 12B).
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Diese Daten deuten darauf hin, dass die Unterschiede, die in die Mortalitdt zwischen infiziert
nicht-asthmatischen und asthmatischen weiblichen C57BL/6 Mausen beobachtet wurden,

nicht auf eine vermehrte Virusreplikation in den Lungen zurtickzufiihren sind.

4.1.2.1.2 Das 1SB6F1 Modell

Die Viruslast wurde ebenfalls in die Lungen und der BAL-Flissigkeit von asthmatischen und

nicht-asthmatischen weiblichen 1SB6F1 Mausen, 3 und 6 Tage nach der Infektion, bestimmt.
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Abbildung 13: Virustiter in der Lunge und BAL von nicht-asthmatischen und asthmatischen 1SB6F1
Mausen nach Infektion mit 2009 pH1N1 IAV.

Nicht-asthmatischen (weies Quadrat) und asthmatische (schwarzes Quadrat) weiblichen 1SB6F1 Mausen
wurden intranasal mit 10° p.f.u. des 2009 pH1N1 IAV infiziert. An Tag 3 und 6 nach der Infektion wurden von drei
bis funf Tieren pro Gruppe, die BAL gewonnen und die Lungen entnommen. Die Virustiter wurden mittels Plaque
Test bestimmt und in log (p.f.u./g) nach der Normalisierung des Virustiters mit dem Gewicht des Organstiickes
angegeben. Dargestellt sind die Lungentiter (A) und die BAL- Titer (B) der jeweiligen Tieren sowie die Mittelwerte.

Wie bei den weiblichen C57BL/6 Mausen zeigten die infizierten nicht-asthmatischen (2009
pH1N1) und infizierten asthmatischen Mausen (Asthma/2009 pH1N1) 3 Tage nach der
Infektion vergleichbar hohe Titer in der Lunge.

Zudem konnte kein signifikanter Unterschied in der Viruslast zwischen Tag 3 und Tag 6 nach
der Infektion festgestellt werden (Abbildung 13A). Diese Beobachtung wurde durch die
Virustiter aus der BAL-FlUssigkeit bestatigt, obwohl die Viruslast in der BAL-Flussigkeit in
beiden Gruppen generell niedriger war im Vergleich zur Viruslast in den Lungen (Abbildung
13B). Diese Daten zeigen, dass die Unterschiede in der Mortalitat zwischen infizierten nicht-
asthmatischen und asthmatischen weiblichen 1SB6F1 Mausen nicht auf eine vermehrte

Virusreplikation in den Lungen zurlckzufuhren sind.

4.1.2.2Immunhistologie der Lunge im weiblichen asthmatischen Mausmodell

Die Infektion mit Influenza Viren, sowie allergisches Asthma sind beides Erkrankungen des
Respirationstrakts. Um den Einfluss von allergischem Asthma und eine darauffolgende
Influenzavirus Infektion auf die Lunge zu untersuchen, wurden die Lungen von weiblichen

asthmatischen Mausen auf pathologische Veranderungen und Zelltropismus untersucht.
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Wie bereits beschrieben wurden die Tiere einer Asthma Induktion unterzogen und mit
10°p.f.u. des 2009 pH1N1 IAV infiziert (Kapitel 3.4.1). Die Lungen wurden, 3 und 6 Tage
nach der Infektion entnommen, mit Paraformaldehyd fixiert und danach in Paraffin
eingebettet. Dunnschnitte zur histologischen Untersuchung wurden daraufhin angefertigt
(Kapitel 3.5.1). Um die pathologische Veranderung zu untersuchen, wurde eine Hamatoxylin-
Eosin Farbung der Dinnschnitte (Kapitel 3.5.3) durchgeflhrt. Zudem wurde eine Per
Jodsaure-Schiff-Farbung (PAS- Farbung) (Kapitel 3.5.4) vorgenommen, um den gebildeten
Mukus zu farben, sowie eine Immunfarbung gegen das Influenza-Antigen NP (anti-NP,
Kapitel 3.5.5). Die Mukus Hyperproduktion wird durch eine dunkle rosa Farbung erkennbar
und die 1AV Infektion durch eine braune Farbung des Antigens in den Gewebeschnitten
erkennbar. In nachfolgender Abbildung 14 und Abbildung 15 sind Schnitte infizierter

Mauslungen, gefarbt mit HE, PAS und gegen das Influenzavirus NP Protein, dargestellt.

4.1.2.2.1 Das C57BL/6 Modell

Als erstes wurde in den Mauslungen die zellulare Infiltration und die pathologischen
Veranderungen mittels HE-Farbung untersucht. Die Lungen der Asthma-Kontrolltieren
zeigten eine erhohte Infiltration im Vergleich zu den PBS-Kontrollgruppen. Es konnte eine
vermehrte perivaskulare und peribronchiale Infiltration in den Lungen der Asthma-
Kontrolltiere gezeigt werden. Zudem konnte eine Verdickung der Epithelzellen rundum der
GefalRe und der Bronchien beobachtet werden. Hierbei war deutlich zu erkennen, dass die
Infiltration und die Epithelveranderungen der Lungen an Tag 6 p.i. im Vergleich zu Tag 3 p.i.
deutlich ausgepragter waren. Die nicht-asthmatischen und asthmatischen Tiere, die mit dem
2009 pH1N1 IAV infiziert wurden, zeigten 3 Tage nach der Infektion keine Unterschiede in
der Infiltration oder der Struktur der Bronchien und alveolar Gewebe. Interessanterweise
zeigten die nicht-asthmatische Mause 6 Tage nach der Infektion, erhdhte Infiltration in den

Lungen im Vergleich zu den infizierten asthmatischen C57BL/6 Mausen.
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Abbildung 14: HE, PAS und immunohistochemische Farbung von C57BL/6 Mauselungen nach Infektion
mit 2009 pH1N1 IAV.

Asthmatische und nicht-asthmatische weibliche C57BL/6 Mause wurden mit 10° p.f.u. des 2009 pH1N1 IAV
infiziert. Kontrolltiere erhielten PBS. Es wurden die Lungen entnommen, Gewebeschnitte angefertigt und die
jeweilige Farbung durchgefiihrt. Dargestellt sind aus jeweils finf Tieren reprasentative Aufnahmen der HE, PAS
und gegen NP-gefarbten Lungen von Kontrolltieren (PBS und Asthma), sowie Lungen aus Tieren 3 und 6 Tage
nach Infektion mit 2009 pH1N1 IAV. Die lichtmikroskopischen Bilder zeigen die Gewebeschnitte in einer 200-
fachen VergroRerung fir HE und 400-fachen VergréfRerung fir PAS und anti-NP. Die Skalierung entspricht 100
pm.

Als zweites wurde die Mukus Hyperproduktion in den Atemwegen mittels PAS-Farbung
untersucht. Hier wurden in der PBS-Kontrollgruppe und in infizierten nicht-asthmatischen
Mausen (2009 pH1N1) keine Mukus Hyperproduktion beobachtet, sowohl 3 als auch 6 Tage
nach der Infektion. Die Asthma-Kontrolle Mause zeigten 3 Tage nach PBS Gabe bzw. 4
Tage nach der letzten OVA Aerosol Challenge eine erhdhte Mukus Hyperproduktion,
gekennzeichnet durch eine rosa Farbung, vor allem in den Goblet-Zellen der Bronchien und
Bronchiole. Die Asthma-Kontroll Mause zeigten 6 Tage nach PBS Gabe eine Reduktion der

Muskus Hyperproduktion in der Lungen Es konnte weniger Mukus in den Goblet-Zellen,
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innerhalb des Epitheliums beobachtet werden, aber dafiir kbnnte mehr sezernierten Mukus
im Lumen der Bronchien und Bronchiole beobachtet werden. Nach Infektion mit dem 2009
pH1N1 IAV zeigten die asthmatischen C57BL/6 Mause eine deutliche Reduktion der
Mukusproduktion in den Goblet-Zellen und dem Lumen im Vergleich zu den Asthma-
Kontrollen Mausen. Dieser Effekt war 6 Tage nach der Infektion deutlich ausgepragter als 3
Tage p.i.. Es konnten zudem lysierte Mukus-positive Zellen in den Lumen der Atemwege
beobachtet werden (Abbildung 14).

Als letztes wurde die Verteilung des Influenzavirus NP-Antigens in den Lungen mittels
immunhistochemischer Farbung Uberpruft. Wie erwartet zeigten die PBS-Kontrollen und die
Asthma-Kontrollen keine NP-positive Zellen. Es konnte 3 Tage p.i. in nicht-asthmatische und
asthmatische C57BL/6 Mausen zahlreiche NP-positive Zellen beobachtet werden. Die
Infektion war nur auf die Epithelzellen begrenzt, was durch NP-positive Epithelzellen
erkennbar war. Es konnte jedoch kein Unterschied in der Anzahl der NP-positive Zellen
zwischen den nicht-asthmatischen und den asthmatischen Mausen beobachtet werden.
Hingegen 6 Tage nach der Infektion konnte eine Verbreitung der Influenzavirus Infektion in
nicht-asthmatischen Mausen beobachtet werden. Es wurden sowohl in Epithelzellen, in
alveolarem Gewebe als auch in Immunzellen, vermutlich Makrophagen, vermehrte NP-
positive Zellen beobachtet. Interessanterweise zeigten die asthmatischen Mause
(Asthma/2009 pH1N1) weniger NP-positive Zellen in den Epithelzellen und infiltrierten Zellen
im Vergleich zu nicht-asthmatischen Mausen (2009 pH1N1). Diese Beobachtung korreliert
mit der erhdhten Pathogenitat in den nicht-asthmatischen Mausen nach Influenzavirus

Infektion im Vergleich zu den asthmatischen Mausen (Abbildung 14).

41.2.2.2 Das 1SB6F1 Modell

Ahnlich wie das vorherige Modell wurde in den 1SB6F1 Mausen, HE, PAS und anti-NP
Farbung auf Lungengewebeschnitte durchgefuhrt (Abbildung 15).

Die HE-Farbung zeigte eine erhdhte perivaskulare und peribronchiale Infiltration sowie eine
Verdickung der Mukosa in den Asthma-Kontrolltieren im Vergleich zu PBS-Kontrolltieren.
Zudem konnte eine vermehrte Anzahl an Goblet-Zellen in dem Epithel der Asthma-
Kontrolltiere beobachtet werden. Dies konnte sowohl 3 als auch 6 Tag p.i. beobachtet
werden. Die Infektion mit 2009 pH1N1 fuhrte zu einer deutlichen Erhéhung der Infiltration in
den infizierten Gruppen (2009 pH1N1 und Asthma/2009 pH1N1) im Vergleich zu den
Kontrolltieren. Zudem zeigten die infizierten asthmatischen Mause (Asthma/2009 pH1N1)
mehr peribronchiale und perivaskulare Infiltration als auch alveolare Infiltration als die nicht-
asthmatischen Mause (2009 pH1N1). Diese Unterschiede waren 6 Tag p.i. noch

ausgepragter als 3 Tage nach der Infektion.
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Abbildung 15: HE, PAS und immunohistochemische Farbung von 1SB6F1 Mauselungen nach Infektion
mit 2009 pH1N1 IAV.

Asthmatische und nicht-asthmatische weibliche 1SB6F1 Mause wurden mit 10° p.f.u des 2009 pH1N1 IAV
infiziert. Kontrolltieren erhielten PBS. Jeweils finf Tieren pro Gruppe wurden die Lungen entnommen,
Gewebeschnitte angefertigt und die jeweilige Farbung durchgefiihrt. Dargestellt sind reprasentative Aufnahmen
der HE, PAS und gegen NP-gefarbten Lungen von Kontrolltieren (PBS und Asthma), sowie 3 und 6 Tage nach
Infektion mit 2009 pH1N1 IAV. Die lichtmikroskopischen Bilder zeigen die Gewebeschnitte in einer 200-fachen
VergréRerung fir HE und 400-fachen Vergrofierung fir PAS und anti-NP. Die Skalierung entspricht 100 pm.

Auch in diesem Modell wurde eine PAS-Farbung durchgefuhrt. Hier konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass die PBS-Kontrollen und die infizierten nicht-asthmatischen Mause (2009
pH1N1) keine Mukus Hyperproduktion zeigten, sowohl 3 als auch 6 Tage nach Infektion. Wie
erwartet zeigten die Asthma-Kontrolltiere 3 Tage nach PBS Gabe bzw. 4 Tage nach der
letzten OVA Aerosol Challenge eine erhéhte Mukus Hyperproduktion in Goblet-Zellen. Dies
war ebenfalls 6 Tag p.i. also 7 Tage nach der letzten OVA Aerosol Behandlung noch zu
beobachten. Die infizierten asthmatischen Mause zeigten 3 und 6 Tage nach der Infektion
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weniger Mukus Hyperproduktion als die Asthma-Kontrolltiere. Zudem konnte der
zytopathische Effekt der Influenzavirus Infektion auf die Goblet-Zellen beobachtet werden, da
vermehrte lysierte Mukus-positive Zellen und Immunzellen im Lumen der Atemwege
beobachtet werden konnte. Interessanterweise konnte 6 Tage nach der Infektion eine erhdhe
Mukus Hyperproduktion in den asthmatischen Mausen im Vergleich zu 3 Tage nach der IAV
Infektion beobachtet. werden.

Die PBS-Kontrollen und die Asthma-Kontrolltiere zeigten, wie erwartet, in der anti-NP
immunhistochemische Farbung keine NP-positive Zellen, sowohl 3 als auch 6 Tage nach
Infektion. Die infizierten nicht-asthmatischen und asthmatischen Mause zeigten 3 Tage p.i.
eine ahnlich starke Influenzavirus Infektion in den Epithelzellen der Bronchien und
Bronchiole, was durch NP-positive Zellen (braune Farbung) in den Epithelzellen erkennbar
war. Hingegen zeigte sich zusatzlich eine starke Infektion des alveolaren Gewebes und
Immunzellen, dargestellt durch die braune Farbung, an Tag 6 p.i., in den asthmatischen
1SB6F1 Mausen. Diese erhdhte Anzahl an NP-positive Zellen in der Lungen von infizierten
asthmatischen 1SB6F1 Mausen korrelieren mit der erhdhten Pathogenitat in den

asthmatischen Mausen nach Infektion mit dem 2009 pH1N1.

4.1.3 Immunantwort in der Lunge von weiblichen asthmatischen Mausen

Neben der Virus Replikation in der Lunge, spielt ebenfalls die Immunantwort eine erhebliche
Rolle im Krankheitsverlauf einer Influenzavirus Infektion. Um die Aktivierung des
Immunsystems wahrend einer Infektion mit 2009 pH1N1 1AV in beiden Asthma
Mausmodellen zu charakterisieren, wurde die Proteinmenge ausgewahlter Zytokine aus
Lungenhomogenisat und BAL-Flussigkeit 3 und 6 Tage nach IAV Infektion untersucht. Daftr
wurde die Expression von Neutrophilenattraktoren, (Keratinocyte chemoattractant (KC)), pro-
inflammatorisch wirkenden Zytokinen Interleukin-1p, Interleukin-6 und Tumornekrosefaktor-a
(IL-1B, IL-6 und TNFa), des Th1-assoziierten Zytokins Interferon-y (IFN-y) und des Th17-
assoziierten Zytokins Interleukin-17A (IL-17A), sowie von Th2- assoziierten Zytokinen
Interleukin-4, 5 und 13 (IL-4, IL-5, IL-13)und vonlInterleukin-10 (IL-10) als anti-
inflammatorisches Zytokin, mittels Multi-Analyt-Profilierung (Kapitel 3.1.4) und CBA (Kapitel
3.1.5) untersucht.

4.1.3.1Das C57BL/6 Modell

Zuerst wurde die Konzentration der pro-inflammatorischen Zytokine, IL-18, IL-6 und TNF-a in
den Lungenhomogenisaten 3 und 6 Tage nach der Infektion bestimmt (Abbildung 16A, B und
C). Es konnte gezeigt werden, dass die Induktion von Asthma zu einer Steigerung der IL-13
Konzentration 3 Tage nach der Infektion in den Asthma-Kontrolltieren fuhrt. Die IL-1B

Konzentration war in den asthmatischen und nicht-asthmatischen Mausen 3 Tage nach der

65



Ergebnisse

Infektion vergleichbar. Die IL-13 Konzentration erhdhte sich in den infizierten nicht-
asthmatischen und asthmatischen Mausen 6 Tage nach der Infektion, wobei eine leichte
Reduktion der IL-1B Konzentration in den Lungen von asthmatischen Mausen (152,1 + 14,64
pg/mi/g-1) im Vergleich zu den nicht-asthmatischen Mausen (214,3 + 31,81 pg/ml/g-1)
beobachtet werden konnte (Abbildung 16A).

Asthma fihrte in weiblichen C57BL/6 Mausen zu einem leichten Anstieg der IL-6
Konzentration in den Asthma-Kontrolltieren sowohl 3 als auch 6 Tage nach Infektion. Die
Infektion mit dem 2009 pH1N1 IAV fuhrte zu einer signifikanten Erhéhung der IL-6
Konzentration in den Lungen von nicht-asthmatischen und asthmatischen Mausen im
Vergleich zu den Asthma-Kontrolltieren. Interessanterweise zeigten die asthmatischen
infizierten Mause (8496 + 1405 pg/ml/g-1) eine Reduktion der IL-6 Konzentrationslevel in der
Lunge im Vergleich zu nicht-asthmatischen Mausen (14729 1 1685 pg/ml/g-1) (Abbildung
16B). Die Infektion mit dem 2009 pH1N1 IAV flhrte zu keiner Erhéhung der TNF-a
Konzentration in der Lunge von asthmatischen und nicht-asthmatischen C57BL/6 Mausen.
Interessanterweise wurde eine signifikante Reduktion der TNF-a Konzentrationslevel in der
Lunge von asthmatischen Mausen (1353 + 17,8 pg/mllg”’) 3 Tage nach Infektion im
Vergleich zu den nicht-asthmatische Mausen gemessen (2498 + 211,3 pg/ml/g™”) (Abbildung
16C).

Eine 2009 pH1N1 Infektion flhrte zu einer Erhdhung der IFN-y-Konzentrationslevel in der
Lunge. Die asthmatischen C57BL/6 Mause (18521 + 7472 pg/ml/g™”) zeigten eine signifikante
Reduktion der IFN-y-Konzentration in den Lungenhomogenisaten 3 Tage p.i. im Vergleich zu
nicht-asthmatischen (22166 + 9455 pg/ml/g™) C57BL/6 Mausen. Die IFN-y-
Konzentrationslevel waren 6 Tage p.i. in den infizierten Tieren im Vergleich zu 3 Tage p.i.
signikant erhoht., aber es konnte kein Unterschied zwischen asthmatischen und nicht-
asthmatischen Mausen beobachtet werden (Abbildung 16D).

Weiterhin wurde die Th2 Immunantwort in den Lungen von C57BL/6 Mausen untersucht.
Daflr wurde die Konzentrationslevel von IL-4 und IL-13 in der Lungen gemessen (Abbildung
16E, F). Die Induktion von Asthma fihrte interessanterweise zu keiner Erhéhung der IL-4
Konzentration in der Lunge 3 Tage p.i.. Es konnte jedoch 3 Tage nach Infektion mit dem
2009 pH1IN1 IAV eine leichte Erhohung der Konzentrationslevel von IL-4 in den
asthmatischen Mausen im Vergleich zu den nicht-asthmatischen Mausen beobachtet
werden. 6 Tage p.i. konnte eine Erhoéhung der IL-4 Konzentrationslevel in den Lungen der
infizierten Tieren im Vergleich zu 3 Tage p.i. beobachtet werden, jedoch war die
Konzentration vergleichbar zwischen nicht-asthmatischen und asthmatischen Mausen
(Abbildung 16E).
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Abbildung 16: Konzentrationslevel von pro- und anti-inflammatorischen, Th1, Th2 und Th17 Zytokinen in
den Lungen von nicht-asthmatischen und asthmatischen C57BL/6 Mausen.

Die Zytokin Konzentrationen wurde 3 und 6 Tage nach Infektion mit 10° p.f.u. des 2009 pH1N1 IAV in den
Lungen von nicht-asthmatischen (weife Balken) und asthmatischen (schwarze Balken) C57BL/6 Mausen
bestimmt. Kontrolltiere erhielten intranasal PBS. Die quantitative Messung der Zytokinmengen wurde in den
Lungenhomogenisaten im Duplikat mittels Multi-Analyt-Profilierung bestimmt. Dabei wurden die Mengen von pro-
inflammatorische Zytokinen IL-1B, IL-6 und TNF-a (A, B, C), des Th1-Zytokins IFN-y (D), von Th2-Zytokinen IL-4
und IL-13 (E und F), des Th17-Zytokins IL-17A (G) und des anti-inflammatorische Zytokins IL-10 (H) bestimmt.
Dargestellt sind die Mittelwerte sowie die Standardabweichung von vier bis finf Tieren pro Gruppe Die
statistische Relevanz wurde durch einen Student’s-t-Test ermittelt (*p<0.05, **p<0.01).
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Anders als bei IL-4, zeigten die Asthma-Kontrolltiere erhéhte IL-13 Konzentrationslevel 3 und
6 Tage p.i. im Vergleich zu PBS-Kontrolltieren. Die Infektion mit dem 2009 pH1N1 AV fGhrte
zu einer Erhéhung der IL-13 Konzentration in der Lunge der infizierten Tiere im Vergleich zu
den PBS-Kontrolltieren. Es konnte jedoch kein Unterschied 3 Tage nach Infektion zwischen
den nicht-asthmatischen und asthmatischen Mausen beobachtet werden (Abbildung 16F).
Die Asthma-Kontrolltiere zeigten eine erhohte IL-17A Konzentration in den Lungen im
Vergleich zur PBS-Kontrolle, wobei 6 Tage p.i. nur ein Asthma-Kontrolltier erhdhte IL-17A
Konzentrationslevel zeigte. Es konnte kein Unterschied in IL-17A Konzentrationsleveln in
den Lungen von nicht-asthmatischen und asthmatischen C57BL/6 Mausen beobachtet
werden (Abbildung 16G).

Zuletzt wurden IL-10  Expressionslevel in  Lungenhomogenisaten  bestimmt.
Interessanterweise fuhrte die Induktion von Asthma und die Infektion zu keiner Induktion der
IL-10 Konzentrationslevel in den Lungen von C57BL/6 Tieren: Nach der Infektion mit dem
2009 pH1N1 zeigten die asthmatischen Mausen (250.9 + 61.14 pg/ml/g”) eine signifikant
niedrigere 1L-10 Konzentration in der Lunge im Vergleich zu den nicht-asthmatischen
Mausen (509.5+ 87.98 pg/ml/g"). 6 Tage p.. zeigten die asthmatischen Méause
(252,7 + 70,26 pg/ml/g™") hingegen erhéhte IL-10 Konzentrationslevel im Vergleich zu den
nicht-asthmatischen Mausen (151,3 + 44,45 pg/ml/g™) (Abbildung 16H).

Zusammenfassend konnte eine allgemein reduzierte pro-inflammatorische sowie Th1
induzierte Immunantwort in den asthmatische C57BL/6 Mausen nach Infektion mit dem 2009
pH1N1 IAV im Vergleich zu den nicht-asthmatischen Mausen beobachtet werden (Abbildung
16A-D). Zudem konnte 3 Tage nach der Infektion eine niedrigere anti-inflammatorische
Immunantwort in asthmatischen C57BL/6 Mausen im Vergleich zu nicht-asthmatischen

Mausen gezeigt werden (Abbildung 16H).

Da der Phanotyp des Asthma bronchiale und die dazugehérige Immunantwort sowie
pathologische Veranderungen hauptsachlich in den Bronchien auftreten, wurden zuséatzlich
die Zytokin-Expressionslevel in der BAL-FlUssigkeit von nicht-asthmatischen und
asthmatischen Mausen 3 und 6 Tage nach Infektion mittels CBA bestimmt. Zu den
gemessenen Zytokinen aus den Lungenhomogenisaten wurden zusatzlich die Th2 Zytokine,
IL-5 und der Neutrophilenattraktoren, KC bestimmt (Abbildung 17).

Es konnte 3 Tage nach Infektion eine signifikante Erhdhung der IL-13 Konzentrationslevel in
der BAL-Flussigkeit von infizierten asthmatischen M&usen im Vergleich zu den nicht-
asthmatischen Mausen beobachtet werden. Hingegen wurde 6 Tage p.i. eine vergleichbare
IL-1B Konzentration in den nicht-asthmatischen und asthmatischen Mause beobachtet
(Abbildung 17A). Die Infektion mit dem 2009 pH1N1 IAV fihrte zu einer Erhéhung der IL-6

Konzentration in der BAL-Flussigkeit von nicht-asthmatischen und asthmatischen C57BL/6
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Mausen. Es konnte sowohl 3 als auch 6 Tage p.i. leicht reduzierte IL-6 Konzentrationslevel in
asthmatischen Mausen im Vergleich zu den nicht-asthmatischen Mausen beobachtet
werden. Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant (Abbildung 17B). Die Induktion von
Asthma alleine fuhrte zu einer Erh6hung der TNF-a Konzentration in der BAL-Flussigkeit. Die
asthmatischen Tiere zeigten 3 Tage nach der Infektion leicht erhdhte TNF-a
Konzentrationslevel in der BAL-Flussigkeit im Vergleich zu den nicht-asthmatischen Mausen.
Hingegen konnte 6 Tage p.i. eine leichte Reduktion in infizierten asthmatischen Mausen im
Vergleich zu den infizierten nicht-asthmatischen Mausen gezeigt werden (Abbildung 17C).
Interessanterweise flhrte die Infektion mit dem 2009 pH1N1 IAV 3 Tage p.i. zu keiner
Induktion der IFN-y Expressionslevel in der BAL-FlUssigkeit von asthmatischen Mausen.
Hingegen zeigten 6 Tage p.i. die infizierten Tiere sehr hohe IFN-y Expressionslevel in der
BAL-Flussigkeit. Es wurde eine signifikante Erhéhung der IFN-y Konzentrationslevel 6 Tage
p.i. in den nicht-asthmatischen Mausen im Vergleich zu den asthmatischen Mausen
festgestellt (Abbildung 17D).

Wie erwartet flhrte die Induktion von Asthma zu erhohten IL-4, IL-5 und IL-13
Konzentrationen (Th2 Immunantwort) in der BAL-Flussigkeit von Asthma-Kontrolltieren und
infizierten asthmatischen Mausen (Abbildung 17E, F,G). Die asthmatischen Mause zeigten 3
und 6 Tage p.i. erhohte IL-4 Konzentrationslevel in der BAL-FlUssigkeit im Vergleich zu den
nicht-asthmatischen Mausen (Abbildung 17E). Die IL-5 Konzentration war hoher in den
asthmatischen Mause 3 Tage p.i. im Vergleich zu den nicht-asthmatischen Mausen. Es
konnte hingegen 6 Tage p.i. eine Reduktion der IL-5 Konzentration in der BAL-FlUssigkeit
der asthmatischen Mausen beobachtet werden (Abbildung 17F).

Die IL-13 Konzentrationslevel waren 3 Tage p.i. in der BAL-Flussigkeit von infizierten
asthmatischen C57BL/6 Mausen im Vergleich zu den nicht-asthmatischen Mausen erhdht.
Die nicht-asthmatische und die asthmatische Mause zeigten 6 Tage p.i. vergleichbare IL-13
Konzentrationslevel in der BAL-FlUssigkeit (Abbildung 17G). Die Konzentration des anti-
inflammatorischen Zytokins IL-10 war 6 Tage p.i. erhoht in den infizierten asthmatischen

Mé&usen im Vergleich zu den nicht-asthmatischen Mausen (Abbildung 17H)
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Abbildung 17: Konzentrationslevel von Zytokinen in der BAL-Fliissigkeit von nicht-asthmatischen und
asthmatischen C57BL/6 Mausen.

Die Zytokin Konzentrationen wurden 3 und 6 Tage in der BAL-FlUssigkeit von nicht-asthmatischen (weil3e Balken)
und asthmatischen (schwarze Balken) C57BL/6 Mausen nach der Infektion mit 10° p.f.u. des 2009 pH1N1 IAV
bestimmt. Kontrolltiere erhielten intranasal PBS. Die quantitative Messung der Zytokinmenge wurde in der BAL-
Flissigkeit in Duplikaten mittels CBA bestimmt. Dabei wurde pro-inflammatorische Zytokine IL-1pB, IL-6 und TNF-a
(A, B, C), Th1-Zytokine IFN-y (D), Th2-Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 (E, F, G), anti-inflammatorische Zytokine IL-
10 (H), Th17-Zytokine IL-17A (1) und Neutrophilenattraktoren KC (J) bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte
sowie die Standardabweichung von 3 Tieren pro Gruppe. Die statistische Relevanz wurde durch einen Student’s-
t-Test ermittelt (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001)
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Die Induktion von Asthma flihrte zu eine signifikant erhéhten IL-17A Konzentration in der
BAL-Flussigkeit der Asthma-Kontrolltieren. Es konnte zudem 6 Tage p.i. eine signifikante
Erhdhung der IL-17A Konzentration in der BAL-Flussigkeit von nicht-asthmatische Mausen
im Vergleich zu asthmatischen Mausen gezeigt werden (Abbildung 171). Zuletzt wurde die
Konzentration der Neutrophilenattraktoren, KC in der BAL-FlUssigkeit bestimmt. Es konnte
beobachtet werden, dass die KC Konzentration 3 Tage p.i. in infizierten Mausen am
héchsten war und die KC Konzentration vergleichbar in den asthmatischen Mausen und den
nicht-asthmatischen Mausen war (Abbildung 17J).

Zusammenfassend konnte eine reduzierte pro-inflammatorische IL-1(, IL-6, TNF-a und IFN-
Y, sowie eine reduzierte anti-inflammatorische Immunantwort in der Lunge von
asthmatischen C57BL/6 Mausen im Vergleich zu den nicht-asthmatischen Mausen
beobachtet werden. In der BAL-Flissigkeit konnte eine Erhéhung der IL-1B
Konzentrationslevel aber eine Reduktion der IFN-y und IL-17A Levels in den infizierten

asthmatischen C57BL/6 Mausen gemessen werden.

4.1.3.2Das 1SB6F1 Modell

Die Th1, Th2, Th17, sowie die anti-inflammatorische Immunantwort in der
Lungenhomogenisaten und die BAL-Flussigkeit wurde ebenfalls im 1SB6F1 Mausmodell 3
und 6 Tage nach Infektion mit dem 2009 pH1N1 IAV bestimmt. Zusatzlich wurden die IL-5
und KC Konzentrationslevel in der BAL-FlUssigkeit mittels CBA bestimmt.

Zuerst wurde die pro-inflammatorische Immunantwort durch die Zytokine IL-13, IL-6 und
TNF-a in der Lunge bestimmt (Abbildung 18A, B, C). Die Infektion mit dem 2009 pH1N1 IAV
fuhrte zu einer Erhéhung der IL-138 Konzentration in den Lungen, wobei 6 Tage p.i. die
Konzentration noch hoher waren im Vergleich zu 3 Tagen p.i. Die IL-18 Konzentrationslevel
waren 3 und 6 Tage p.i. vergleichbar in den nicht-asthmatischen Mausen und asthmatischen
Mausen (Abbildung 18A). Es konnte zudem beobachtet werden, dass die Infektion mit dem
2009 pH1N1 IAV zu einer Erhéhung der IL-6 Konzentration in der Lungen der 1SB6F1
Mause fluhrte (Abbildung 18B und C). Die IL-6 Konzentration war 3 Tage p.i. in den
asthmatischen Mausen leicht reduziert im Vergleich zu den nicht-asthmatischen Mausen.
Jedoch zeigten die asthmatischen Mausen eine erhohte IL-6 Konzentration in die Lunge im
Vergleich zu den nicht-asthmatischen Mausen (Abbildung 18B).

Die Infektion mit dem 2009 pH1N1 fihrte ebenfalls zu einer Erhéhung der TNF-a
Konzentration in den Lungen von 1SB6F1 Mausen. Es konnte eine leichte Reduktion der
TNF-a Konzentration 3 Tage p.i. in den asthmatischen vs nicht-asthmatischen Mausen
beobachtet werden. 6 Tage p.i. wurde kein Unterschied zwischen den nicht-asthmatische
und asthmatische Mausen beobachtet (Abbildung 18C). Die IAV Infektion flihrte zu einer

Erhdhung der IFN-y Konzentration in der Lunge 6 Tage p.i.. Es konnte kein Unterschied in
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der IFN-y Konzentration in den Lungen von nicht-asthmatischen und asthmatische 1SB6F1
Mé&usen beobachtet werden (Abbildung 18D).

Es wurde aulerdem die Th2 Immunantwort in der Lunge untersucht. Hier zeigten die
Asthma-Kontrolltiere erhohte IL-4, IL-5 und IL-13 Konzentrationen in den Lungen im
Vergleich zu den PBS-Kontrolltieren (Abbildung 18E, F und G). Die nicht-asthmatischen und
asthmatischen 1SB6F1 Mause zeigten vergleichbar IL-4 Konzentrationslevel in der Lunge, 6
Tage nach Infektion mit dem 2009 pH1N1 IAV (Abbildung 18E). Die nicht-asthmatische und
asthmatischen Mause =zeigten sowohl 3 als auch 6 Tage p.i. vergleichbare IL-5
Konzentrationen in der Lunge nach der Infektion mit dem 2009 pH1N1 IAV (Abbildung 18F).
Interessanterweise zeigten die asthmatischen Mause 6 Tage p.i. eine signifikant erhdhte IL-
13 Konzentration in den Lungen im Vergleich zu den nicht-asthmatischen Mausen
(Abbildung 18G).

Zusatzlich wurde der Effekt von regulatorische T-Zellen mittels IL-10 in den Lungen
bestimmt. Die asthmatischen 1SB6F1 Mause zeigten 3 Tage nach Influenzainfektion
niedrigere IL-10 Konzentrationen in den Lungen als die nicht-asthmatischen Mause. 6 Tage
p.i. war die IL-10 Konzentration vergleichbar in beiden Gruppe (Abbildung 18H).

Zuletzt wurde die IL-17A Konzentration in den Lungen bestimmt (Abbildung 18l). Die nicht-
asthmatischen und asthmatischen Mause zeigten 3 Tage p.i. vergleichbare IL-17A
Konzentrationen in den Lungen. Jedoch konnte 6 Tage nach der Infektion eine Reduktion
der IL-17A Konzentration in den asthmatischen Mausen im Vergleich zu den nicht-

asthmatischen Mausen beobachtet werden (Abbildung 18lI).
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Abbildung 18: Konzentrationslevel von pro- und anti-inflammatorischen, Th1, Th2 Zytokinen und Th17 in
den Lungen von nicht-asthmatischen und asthmatischen 1SB6F1 Mausen.

Die Zytokin Konzentrationen wurden 3 und 6 Tage in den Lungen von nicht-asthmatischen (weif3e Balken) und
asthmatischen (schwarze Balken) 1SB6F1 Mausen nach der Infektion mit 10° p.f.u. des 2009 pH1N1 IAV
bestimmt. Kontrolltiere erhielten intranasal PBS. Die quantitative Messung der Zytokinmengen wurde in den
Lungenhomogenisaten in Duplikaten mittels Multi-Analyt-Profilierung bestimmt. Dabei wurden pro-
inflammatorische Zytokine IL-1B, IL-6 und TNF-a (A, B, C), Th1-Zytokine IFN-y (D), Th2-Zytokinen IL-4, IL-5 und
IL-13 (E, F, G), anti-inflammatorische Zytokine IL-10 (H) und die Th17-Zytokine IL-17A (1) bestimmt. Dargestellt
sind die Mittelwerte sowie die Standardabweichung von funf Tieren pro Gruppe. Die statistische Relevanz wurde
durch einen Student’s-t-Test ermittelt (*p<0.05, **p<0.01)
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In diesem neuartigen Asthma-Influenza Komorbiditdt Mausmodell wurde zudem die
Immunantwort in der BAL-Flussigkeit mittels CBA untersucht. In dieser Analyse lagen die
Konzentrationen von pro-inflammatorischen- und Th1-Zytokinen (IL-1, IL-6, IFN-y und TNF-
a) in den Kontrolltieren unter dem Detektionslimit (Abbildung 19A, B, C, D). Es konnte eine
erhohte IL-18 Konzentration in der BAL-Flussigkeit von asthmatischen Mausen 3 Tage p.i.
beobachtet werden. Hier zeigte nur ein Tier eine gesteigerte IL-138 Konzentration im
Gegensatz zu den nicht-asthmatischen Mausen. Jedoch war die IL-13 Konzentration in der
BAL-FlUssigkeit von nicht-asthmatischen und asthmatischen Mausen 6 Tage p.i. ahnlich
hoch (Abbildung 19A).

Die Infektion fuhrte zu einer Erhohung der IL-6 Konzentration in den nicht-asthmatischen und
asthmatischen Tieren, wobei die asthmatischen Mause eine erhdohte IL-6 Konzentration 3
und 6 Tage p.i. in der BAL-FlUssigkeit im Vergleich zu den nicht-asthmatischen Mausen
zeigten (Abbildung 19B). Die asthmatischen Mause =zeigten eine erhohte TNF-a
Konzentration 3 und 6 Tage p.i. in der BAL-Flussigkeit im Vergleich zu den nicht-
asthmatischen Mausen (Abbildung 19C). Es konnte kein IFN-y an Tag 3 nach der Infektion
detektiert werden. Allerdings konnte eine gesteigerte IFN-y Konzentration in der BAL-
Flussigkeit von asthmatischen Mausen im Vergleich zu nicht-asthmatischen Mausen
beobachtet werden (Abbildung 19D).

Es konnte eine erhéhte Th2 Immunantwort (IL-4, IL-5 und IL-13) in der BAL-Flissigkeit der
Asthma-Kontrolltiere im Vergleich zu den PBS-Kontrolltieren beobachtet werden. Die
asthmatischen Mause zeigten 3 und 6 Tage p.i. gesteigerte IL-4 und IL-13 Konzentrationen
im Vergleich zu nicht-asthmatischen Tieren (Abbildung 19E und G). Anders als die anderen
Th2 Zytokine, war die IL-5 Konzentration an Tag 6 p.i. ahnlich hoch in nicht-asthmatischen
und asthmatischen Mausen (Abbildung 19F). Interessanterweise zeigten die asthmatischen
Mause 3 Tage p.i. eine gesteigerte IL-10 Immunantwort in der BAL-Flissigkeit im Vergleich
zu nicht-asthmatischen Mause, bei welchen die I[L-10 Konzentration unter dem
Detektionslimit lag (Abbildung 19H).
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Abbildung 19: Konzentrationslevel von Zytokinen in BAL-Fliissigkeit von nicht-asthmatischen und
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Obwohl dieser Unterschied nicht signifikant war, zeigten die asthmatischen Mause 3 Tage
p.i. leicht héhere IL-17A Konzentrationslevel als die nicht-asthmatischen Mause. Die IL-17A

Konzentration war in beide Gruppe 6 Tage p.i. ahnlich hoch (Abbildung 19I).

Zuletzt wurde die Konzentration der Neutrophilenattraktoren KC in der BAL-Flussigkeit
untersucht. Hier lag die KC Konzentration in den Kontrolltieren unter dem Detektionslimit. Die
KC-Konzentrationen waren 3 Tage p.i. vergleichbar in den nicht-asthmatischen und
asthmatischen Tieren. Interessanterweise zeigten die infizierten nicht-asthmatischen Mause
6 Tage p.i., gesteigerte KC-Werte in der BAL-Flissigkeit, die KC Konzentration in den
infizierten asthmatischen Mause unter dem Detektionslimit lag (Abbildung 19J).
Zusammenfassend konnte eine gesteigerte Tendenz der Th1 und Th2 Immunantwort in den
asthmatischen Mausen im Vergleich zu den nicht-asthmatischen Mausen nach Infektion mit
dem 2009 pH1N1 IAV beobachtet werden.

4.1.4 Zellulare Infiltration in der Lunge von weiblichen asthmatischen Mausen

Die Pathologie des Asthmas bronchiale sowie einer Influenzavirus Infektion fiihren zu einer
zellularen Infiltration der Lungen. Es wurde die zellulare Infiltration in den Lungen von
weiblichen asthmatischen und nicht-asthmatischen Mausen, die mit dem 2009 pH1N1 |IAV
infiziert wurden, untersucht. Es wurden sowohl die C57BL/6 als auch die 1SB6F1 Mause
untersucht. Zudem wurde die zellulare Infiltration der Kontrolle (PBS) und Asthma-
Kontrolltieren untersucht. Dafir wirde die Leukozyten Populationen in der BAL-FlUssigkeit
der Tiere gezahlt (Kapitel 3.4.6).

4.1.4.1 Das C57BL/6 Modell

Im C57BL/6 Modell zeigten die Asthma-Kontrolltiere, 3 Tage nach intranasaler PBS-Gabe, in
der BAL-FlUssigkeit, eine leicht erhdhte gesamte Zellzahl von Leukozyten in der BAL-
Flissigkeit (101,9x10* + 25,16 Zellen/ml) im Vergleich zu den PBS-Kontrolltieren (66,45x10*
+ 31,16 Zellen/ml). Ahnlich zeigten die Asthma-Kontrolle Mé&use (109,8x104 + 49,89
Zellen/ml), 6 Tage nach Infektion eine erhdhte gesamte Zellzahl in der BAL-Flussigkeit im
Vergleich zu PBS-Kontrolle Mausen (15,65x10* + 3,478 Zellen/ml). Hier wiesen zwei der vier
Kontrolltiere (Asthma) 6 Tage nach PBS-Gabe, eine dhnliche gesamte Zellzahl aus BAL-
Flissigkeit im Vergleich zur Kontrollgruppe (PBS) auf. Zudem sind diese Unterschiede
zwischen Kontrolle (PBS) und Asthma-Kontrolle 3 und 6 Tage nach PBS-Gabe nicht
signifikant (Abbildung 20).

76



Ergebnisse

. 500 n
E =
<
400
= |
5 N
S 300 o wm
[}
—] O
D ||
N 200- °, - O Kontrolle (PBS)
£ o ® n ® Kontrolle (Asthma)
& 100 - - . O 2009 pH1N1
(7]
g ey 0® T B Asthma/2009 pH1N1
019 " oy ee
L I 1 I 1 Il |
Kontrolle 3 d.p.i. Kontrolle 6 d.p.i.

Abbildung 20: Einfluss von Asthma und Influenza auf die zelluldre Infiltration in den Lungen von
weiblichen C57BL/6 Mausen.

Nicht- asthmatische und asthmatische C57BL/6 M&use wurden intranasal mit 10° p.f.u./ml des 2009 pH1N1 IAV
infiziert. An Tag 3 und 6 nach der Infektion (3 & 6 d p.i.) wurde von drei bis fiinf Tieren pro Gruppe BAL
gewonnen. Die gesamten lebenden Zellen wurde mittels eines automatischen Biorad® counter gezahlt. Kontrolle
(PBS) und Asthma-Kontrolle wurden mit PBS behandelt. Dargestellt ist die gesamte Zellzahl in der BAL der
jeweiligen Tiere sowie die Mittelwerte der jeweiligen Gruppen.

Drei Tage nach Infektion zeigten die infizierten asthmatischen C57BL/6 Mause
(Asthma/2009 pH1N1) keinen Unterschied in der Gesamtzellzahl der BAL-Flissigkeit im
Vergleich zu nicht-asthmatischen C57BL/6 Mausen (2009 pH1N1). Es konnte zudem kein
signifikanter Unterschied zwischen den infizierten und den Kontrolltieren, 3 Tage nach
Infektion festgestellt werden. Allerdings zeigten die infizierten nicht-asthmatischen und
asthmatischen Tiere 6 Tage nach der Infektion, eine Erhéhung in der gesamten Zellzahl der
BAL-FlUssigkeit im Vergleich zu 3 Tage nach der Infektion und im Vergleich zu den PBS-
Kontrollen und Asthma-Kontrollen, 6 Tage nach der Infektion.

Die gesamte Leukozyten Zellzahl in infizierten nicht-asthmatischen Mausen (2009 pH1N1)
erreichte 6 Tage nach der Infektion einen Mittelwert von 344,25x10* + 40,17 Zellen/ml,
wohingegen infizierte asthmatische Tiere (Asthma/2009 pH1N1), einen Mittelwert von
310,250 x10*+ 65 Zellen/ml erreichten (Abbildung 20). Zusammenfassend zeigten die
asthmatischen C57BL/6 Mausen vergleichbare zellulare Infiltration in der BAL-FlUssigkeit als
die nicht-asthmatischen Mause nach Infektion mit dem 2009 pH1N1 IAV.

4.1.4.2Das 1SB6F1 Modell

Aus dem 1SB6F1 Modell wurden 3 und 6 Tage nach der Infektion bzw. 4 und 7 Tage nach
der letzten Aerosol Behandlung BAL gewonnen und die gesamte Zellzahl bestimmt.

Die Asthma-Kontrolltiere zeigten 3 Tage nach intranasaler PBS Gabe in der BAL-Flussigkeit
eine signifikante erhohte gesamte Zellzahl im Vergleich zu den PBS-Kontrolltieren. Die

Asthma-Kontrolltiere zeigten eine gesamte Zellzahl von 91,70 x10* £ 5,26 Zellen/ml, wobei
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die PBS-Kontrolltiere, eine gesamte Zellzahl von 19,03 x10* +5,50 Zellen/ml zeigten.
Ebenfalls wurde 6 Tage nach PBS Gabe eine signifikante Erh6hung der gesamten Zellzahl in
den Asthma-Kontrolltieren (286 x10* + 80 Zellen/ml) im Vergleich zu den PBS-Kontrolltieren
(11,2x10* £1,1 Zellen/ml) beobachtet (Abbildung 16).
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Abbildung 21: Einfluss von Asthma und Influenza auf die zelluldre Infiltration in den Lungen von
weiblichen 1SB6F1 Mausen.

Nicht- asthmatische und asthmatische 1SB6F1 Mause wurden intranasal mit 10° p.f.u./ml des 2009 pH1N1 IAV
infiziert. An Tag 3 und 6 nach der Infektion (3 & 6 d p.i.) wurden von zwei bis drei Tieren pro Gruppe, die BAL
gewonnen und die gesamten lebenden Zellen wurde mittels eines automatischen Biorad® counter gezanhlt.
Kontrolle (PBS) und Asthma-Kontrolle wurden mit PBS behandelt. Dargestellt ist die gesamte Zellzahl der BAL
der jeweiligen Tiere sowie die Mittelwerte der jeweiligen Gruppen. Die statische Relevanz der Ergebnisse wurde
mithilfe des Student’s t-Test in dem Programm GraphPad ermittelt (** p<0,01, ***p<0,001).

Nach der Infektion mit dem 2009 pH1N1 IAV zeigten die infizierten nicht-asthmatischen
(2009 pH1IN1) und infizierten asthmatischen Mause (Asthma/2009 pH1N1) mehr
Zellinfiltration bzw. eine signifikant erhdhte gesamt Zellzahl in der BAL-FlUssigkeit im
Vergleich zu den nicht-infizierten PBS-Kontrolle und Asthma-Kontrolle. Dies wurde sowohl 3
Tage als auch 6 Tage nach der Infektion beobachtet. Zudem zeigten die infizierten
asthmatischen Mause, (Asthma/2009 pH1N1) 3 Tage nach der Infektion eine signifikante
Erhdhung (432,7 x10* + 56,82 Zellen/ml) der Zellinfiltration in der BAL-Flissigkeit im
Vergleich zu den infizierten nicht-asthmatischen Tieren, 2009 pH1N1 (61,83 x10* + 56,82
Zellen/ml). Diese gesteigerte Zellinfiltration wurde ebenfalls 6 Tage nach der Infektion
beobachtet, wobei die gesamte Zellzahl in der BAL-Flussigkeit von asthmatischen
(2893 x10* £ 201,9 Zellen/ml) und nicht-asthmatischen Méusen (1687 x10* £ 124,1 Zellen/ml)
im Vergleich zu 3 Tage nach der Infektion signifikant erhdht war (Abbildung 16). Diese Daten
korrelieren mit den histologischen Beobachtungen der Mauslungen im Kapitel 4.1.2.1.2.
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4.1.5 Allergische IgE Antwort in weiblichen asthmatischen Mausmodellen

Um zu Uberprufen, ob die Sensibilisierung gegentiber OVA erfolgreich stattgefunden hat und
eine OVA-spezifische humorale Immunantwort erfolgreich induziert wurde, wurden im Serum
OVA-spezifische IgE nachgewiesen. Es wurden Serum Proben von asthmatischen und nicht-
asthmatischen Mausen, die mit dem 2009 pH1N1 IAV infiziert wurden, entnommen. Zudem
wurden Serum Proben, von Kontrolltieren, die entweder mit PBS oder OVA behandelt
wurden (Kapitel 3.4.1) entnommen. Dafir wurden die OVA-spezifischen IgE mittels
Sandwich-ELISA gemessen (Kapitel 3.1.3).

4.1.5.1 Das C57BL/6 Modell

Als erstes wurden in den Serum Proben von C57BL/6 Mausen OVA-spezifische IgE, 3 und 6
Tage nach der Infektion nachgewiesen. Es konnte beobachtet werden, dass die OVA-
spezifische IgE Konzentrationen in den PBS-Kontrolltieren sowie in Tieren infiziert mit 2009

pH1N1 unter der Detektionsgrenze liegen.
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Abbildung 22: Konzentrationsbestimmung von OVA spezifischem IgE im Serum von nicht-asthmatischen
und asthmatischen weiblichen C57BL/6 Mausen.

Asthma bronchiale wurde in weiblichen C57BL/6 Mausen mittels OVA induziert, Kontrolltiere wurden mit PBS
behandelt. An Tag 29 wurden die Tiere intranasal mit 10° p.f.u. des 2009 pH1N1 IAV infiziert. PBS-Kontrolle und
Asthma-Kontrolle Mausen wurden mit PBS behandelt. An Tag 3 und 6 nach der Infektion (3 & 6 d p.i.) wurden
von funf Tieren pro Gruppe, Vollblut enthommen und Serum gewonnen. Dargestellt ist die OVA spezifische IgE
Konzentration im Serum der jeweiligen Tiere sowie die Mittelwerte der jeweiligen Gruppen. Die statische
Relevanz der Ergebnisse wurde mithilfe des Student’s t-Test in dem Programm GraphPad ermittelt (** p<0,01,
***p<0,001).

Asthma-Kontroll Mause zeigten 3 Tage nach Infektion eine signifikante erhdhte OVA-
spezifische IgE Konzentration (53,00 £ 9,385 ng/ml) im Serum im Vergleich zu den PBS
Kontroll Tieren. Diese Beobachtung wurde ebenfalls 6 Tage nach der Infektion beobachtet,
wobei die OVA-spezifische IgE Konzentration in den Asthma-Kontrolltieren, bis zu
71,63 = 15,45 ng/ml stieg. Die asthmatischen weiblichen C57BL/6 Mause, die mit dem 2009
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pH1N1 IAV infiziert wurden, zeigten 3 und 6 Tage nach der Infektion eine signifikante
erhohte IgE Konzentration im Vergleich zu den 2009 pH1N1 Mausen. Zudem zeigten die
infizierten asthmatischen Mause 3 Tage nach Infektion, eine signifikante Reduktion bis zu
13,72 + 3,931 ng/ml in der OVA-spezifische IgE Konzentration im Vergleich zu den Asthma-
Kontrolltieren. Interessanterweise zeigten infizierten asthmatischen Mause, 6 Tage nach der
Infektion, eine signifikante erhohte OVA-spezifische IgE Konzentration (61,01 + 13,42 ng/ml)
als 3 Tage nach der Infektion (13,72 £ 3,931 ng/ml). Die weiblichen asthmatischen C57BL/6
Méause zeigen nach Infektion mit dem 2009 pH1N1 IAV eine niedrigere IgE Konzentration 3
Tage p.i. und eine erhdhte IgE Konzentration 6 Tage p.i. im Vergleich zu den Asthma-

Kontrolltieren.

4.1.5.2 Das 1SB6F1 Modell

Wie auch im C57BL/6 Modell wurde im 1SB6F1 Modell OVA-spezifische IgE, 3 und 6 Tage
nach der Infektion nachgewiesen. In diesem Modell wurde ebenfalls beobachtet, dass die
OVA- spezifische IgE Konzentration sowohl 3 als auch 6 Tage nach PBS Gabe, in der PBS-

Kontrolltiere sowie in 2009 pH1N1 Tieren unter der Detektionsgrenze liegen.

€ 150
E *ekdk *k ek Jedede
E,
-_— i [ ]
& 100
K=
5 °
E * [ ] ®
N . —
@ 50+ o
Y ® " L] o Kontrolle (PBS)
< ® — ° I'l e Kontrolle (Asthma)
> n® O 2009 pHIN1
(o} 0___(%3 -:J_'_ll:n- O Ak m Asthma/ 2009 pH1N1
L 1L I L 11
Kontrolle 3 d.p.i. Kontrolle 6 d.p.i.

Abbildung 23: Konzentrationsbestimmung von OVA spezifischem IgE im Serum von nicht-asthmatischen
und asthmatischen weiblichen 1SB6F1 Mausen.

Asthma bronchiale wurde in weiblichen 1SB6F1 Mausen mittels OVA induziert, Kontrolltiere wurden mit PBS
behandelt. An Tag 29 wurden die Tiere intranasal mit 10° p.f.u. des 2009 pH1N1 IAV infiziert. PBS-Kontrolle und
Asthma-Kontrolle Mause wurden mit PBS behandelt. An Tag 3 und 6 nach Infektion (3 & 6 d p.i.) wurden von finf
Tieren pro Gruppe Vollblut entnommen und Serum gewonnen. Dargestellt ist die OVA spezifische IgE
Konzentration im Serum der jeweiligen Tiere sowie die Mittelwerte der jeweiligen Gruppen. Die statische
Relevanz der Ergebnisse wurde mithilfe des Student’s t-Test in dem Programm GraphPad ermittelt (*p<0,05, **
p<0,01, ***p<0,001).

Es konnte beobachtet werden, dass die Asthma-Kontroll Mause 3 Tage nach PBS Gabe eine

signifikant erhdhte OVA-spezifische IgE Konzentration (53,7 £ 9,7 ng/ml) zeigten als die
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PBS-Kontrolle Mause. Wobei diese Erhéhung der OVA-spezifische IgE Konzentration bis zu
6 Tage nach PBS Gabe bzw. 7 Tage nach der letzten OVA Aerosol Behandlung anhielt
(56,73 £ 13,9 ng/ml). Die asthmatischen 1SB6F1 Mause, die mit dem 2009 pH1N1 AV
infiziert wurden, zeigten 3 Tage nach der Infektion eine signifikant erhdhte IgE Konzentration
(27,32 £ 5,249 ng/ml) im Vergleich zu den M&ausen infiziert mit 2009 pH1N1. Ebenfalls 6
Tage nach der Infektion wurde eine erhéhte IgE Konzentration in den asthmatischen 1SB6F1
Mausen (22,07 £ 1,710 ng/ml) im Vergleich zu nicht-asthmatischen Mausen beobachtet.

Interessanterweise zeigten die infizierte asthmatische 1SB6F1 Mause eine ahnlich niedrige
OVA-spezifische IgE Konzentration im Serum 3 und 6 Tage nach Infektion mit 2009 pH1N1
IAV (Abbildung 23). Zusammenfassend kann man sagen, dass die weiblichen asthmatischen
1SB6F1 Mause nach Infektion mit dem 2009 pH1N1 IAV eine niedrigere OVA spezifische

IgE Konzentration im Vergleich zu den Asthma-Kontrolle Mausen zeigten.

4.2 Geschlechtsspezifische Unterschiede im Asthma Mausmodell
von Influenza

Die Asthma Pathologie zeigt ein Geschlechtsunterschied, welcher sich im Verlauf des
Lebens verandert. Demnach haben Jungen, bis 10 Jahre im Vergleich zu Madchen eine
erhohte Pravalenz an Asthma und Allergie zu leiden. Dies andert sich nach der Pubertat, von
hoher Pravalenz in Jungen zu hoher Pravalenz im Madchen. Um diese bereits bekannten
Geschlechtsunterschiede bei Asthma in unserem Mausmodell zu untersuchen, wurden
mannliche asthmatische und nicht-asthmatische 1SB6F1 Mause mit dem 2009 pH1N1 IAV
infiziert. In den folgenden Abschnitten werden die Pathogenese, die Untersuchung der

Lungentropismus und die allergische IgE Immunantwort vorgestellit.

4.2.1 2009 pH1N1 Pathogenese im mannlichen asthmatischen Mausmodell

Als erstes wurde die Pathogenitat von 2009 pH1N1 IAV in mannlichen 1SB6F1 Mausen
untersucht. Es wurde basierend auf den vorherigen Experimenten, asthmatische und nicht-
asthmatische Tieren mit 10°p.f.u. des 2009 pH1N1 IAV infiziert und Gewichtsverlaufe und
Uberleben lber 14 Tage protokoliert.
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Abbildung 24: Pathogenitit des 2009 pH1N1 IAV in mannlichen nicht-asthmatischen und asthmatischen
1SB6F1 Mausen

Mannliche nicht-asthmatische (weille Quadrat) und asthmatische (schwarze Quadrat) 1SB6F1 Mause wurden
intranasal mit 10° p.f.u. (n=5) des 2009 pH1N1 infiziert. Gewichtsverlaufe (A) und Uberlebensraten (B) wurden
Uber einen Zeitraum von 14 Tagen nach der Infektion verfolgt. Kontrolle (PBS) und Asthma-Kontrolle Mause
wurden mit PBS behandelt. Dargestellt sind die Mittelwerte der Gruppen, sowie die Gewichtsverlaufe mit
Standardabweichungen.

Es konnte beobachtet werden, dass die infizierten mannlichen nicht-asthmatischen und
asthmatischen 1SB6F1 Mause Gewichtsverluste von bis zu 20 % des Ausgangsgewichts
aufwiesen. Es konnte kein signifikanter Unterschied in den Gewichtsverlusten zwischen
infizierte nicht-asthmatischen und asthmatischen mannlichen C57B/6xSVJ129 Mausen
gezeigt werden (Abbildung 19A). Es konnte kein Unterschied in der Uberlebensrate
zwischen asthmatischen und nicht-asthmatischen Mausen nach Infektion mit dem 2009
pH1IN1 |AV beobachtet werden. Die Infektion fihrte zu 100%-igen Uberlebensrate
(Abbildung 19B) sowohl in nicht-asthmatischen als auch in asthmatischen mannlichen
1SB6F1 Mausen. Die Induktion von Asthma in der mannlichen 1SB6F1 Mausen zeigt keinen
Einfluss auf die Pathogenitat der 2009 pH1N1 IAV.

4.2.2 Lungentropismus im mannlichen asthmatischen Mausmodell

Um den Lungentropismus in den asthmatischen mannlichen Mausen nach einer Influenza
Infektion zu Uberprifen, wurde die Viruslast in der Lunge und der BAL-Flussigkeit von
asthmatischen und nicht-asthmatischen M&usen, die mit 10° p.f.u. des 2009 pH1N1 IAV
infiziert wurden, bestimmt. Dafiir wurden die Lungen an Tag 3 und 6 Tage nach der Infektion
entnommen und die BAL-Flussigkeit aus den Lungen an Tag 3 nach der Infektion gewonnen
(Kapitel 3.4.4.2). Die Viruslast wurde mittels Plaque Test (Kapitel 3.3.4) bestimmt.
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Abbildung 25: Virustiter in der Lunge und BAL von ménnlichen nicht-asthmatischen und asthmatischen
1SB6F1 Mausen nach Infektion mit dem 2009 pH1N1 IAV.
Nicht-asthmatische (weiles Quadrat) und asthmatische (schwarzes Quadrat) mannliche 1SB6F1 M&use wurden

intranasal mit 10° p.f.u. des 2009 pH1N1 AV infiziert. An Tag 3 und 6 nach der Infektion (3 & 6 d p.i.) wurde von
funf Tieren pro Gruppe, die Lungen entnommen und an Tag 3 die BAL gewonnen. Der Virustiter wurden mittels
Plaque Test bestimmt und in log (p.f.u./g) nach Normalisierung des Virustiters mit dem Gewicht des
Organstiickes angegeben. Dargestellt sind die Lungentiter (A) und die BAL- Titer (B) der jeweiligen Tiere sowie
die Mittelwerte.

Es konnte beobachtet werden, dass die Lungen von asthmatischen und nicht-asthmatischen
mannlichen 1SB6F1 Mausen 3 Tage nach der Infektion mit dem 2009 pH1N1 IAV eine leicht
erhdhte Viruslast aufwiesen im Gegensatz zu asthmatischen und nicht-asthmatischen
Mausen 6 Tage nach Infektion. Jedoch konnte kein Unterschied in den Virustitern zwischen
asthmatischen und nicht-asthmatischen Mausen, sowohl 3 als auch 6 Tage nach der
Infektion, beobachtet werden (Abbildung 20A).

Ebenfalls wurde 3 Tage nach der Infektion die Viruslast in der BAL-Flussigkeit bestimmt. Hier
konnte ebenso kein Unterschied in der Viruslast zwischen nicht-asthmatischen und
asthmatischen mannlichen 1SB6F1 Mausen nach Infektion mit dem 2009 pH1N1 beobachtet
werden (Abbildung 20B). Es konnte kein Unterschied in der Viruslast zwischen den nicht-
asthmatischen und die asthmatischen mannlichen 1SB6F1 Mausen beobachtet werden. Dies
korreliert mit den Ergebnissen der Pathogenitat der Influenzainfektion in den mannlichen
1SB6F1 Mausen (Kapitel 1.2.1).

4.2.3 Allergische IgE Antwort in mannlichen asthmatischen Mausmodell

Um die OVA-spezifische allergische Immunantwort in diesem Modell zu bestimmen und zu
uberprifen, wurde die OVA-spezifische IgE Konzentration im Serum mittels ELISA bestimmt
(Kapitel 3.1.3). Hier wurde beobachtet, dass die OVA-spezifische IgE Konzentration sowohl
3 als auch 6 Tage nach PBS Gabe, in den PBS-Kontrolltieren sowie in 2009 pH1N1 Tieren

unter der Detektionsgrenze liegen.
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Abbildung 26: Konzentrationsbestimmung von OVA spezifischem IgE im Serum von nicht-asthmatischen

und asthmatischen mannlichen 1SB6F1 Mausen.

Asthma bronchiale wurde in mannlichen 1SB6F1 Mausen mittels OVA induziert, Kontrolltiere wurden mit PBS
behandelt. An Tag 29 wurden die Tiere intranasal mit 10° p.f.u. des 2009 pH1N1 IAV infiziert. PBS-Kontrolle und
Asthma-Kontrolle Mause wurden mit PBS behandelt. An Tag 3 und 6 nach der Infektion (3 & 6 d p.i.) wurden von
drei bis funf Tieren pro Gruppe, Vollblut entnommen und Serum gewonnen. Dargestellt ist die OVA spezifische
IgE Konzentration im Serum der jeweiligen Tiere sowie die Mittelwerte der jeweiligen Gruppen. Die statische
Relevanz der Ergebnisse wurde mithilfe des Student’s t-Test in dem Programm GraphPad ermittelt (*p<0,05, **
p<0,01).

Wie erwartet zeigten die PBS-Kontrolltiere und die infizierten nicht-asthmatischen Mause, 3
und 6 Tage p.i., OVA spezifische IgE Konzentration unter dem Detektionslimit.

Die mannlichen Asthma-Kontroll Mause zeigten 3 Tage p.i. bzw. 4 Tage nach der letzte OVA
Aerosol Behandlung eine erhdhte OVA spezifische IgE Konzentration (39,86 + 9,216 ng/ml
im Serum. Die OVA spezifische IgE Konzentration senkte sich auf ca. 30,92 £ 5,2 ng/ml 6
Tage p.i. bzw. 7 Tage nach der letzte OVA Aerosol Behandlung ab. Im Vergleich zeigten die
asthmatischen 1SB6F1 Mausen 3 Tage p.i. mit dem 2009 pH1N1 IAV eine niedrigere IgE
Konzentration (25.37 + 13.80 ng/ml). Wobei hier nur ein Tier eine sehr hohe IgE
Konzentration im Vergleich zu den anderen Tieren der infizierten asthmatischen Gruppe
zeigte. Ebenfalls war 6 Tage p.i. die OVA spezifische IgE Konzentration in den infizierten
asthmatischen Mausen niedrig (Abbildung 26).

Zusammenfassend kann man sagen, dass die mannlichen asthmatischen 1SB6F1 Mause
nach Infektion mit dem 2009 pH1N1 IAV eine niedrigere OVA spezifische IgE Konzentration

im Vergleich zu den Asthma-Kontrolle Mausen zeigten.
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4.3 Transkriptomanalyse der Lunge im weiblichen Asthma
Mausmodell von Influenza

Als letztes wurden beide Mausmodelle, das weibliche C57BL/6 Modell, welches die
klinischen Daten nicht wiederspiegelt und unser neues praklinisches weibliches 1SB6F1
Modell, welches die klinischen Daten wiederspiegelt, verglichen.

Ziel dieser Analyse war es zum einen, mogliche Marker, die die beobachteten Unterschiede
in der Pathogenitat erklaren konnen, zu enthidllen. Zum anderen konnten Gene oder
Signalwege herausgefunden werden, welchen in die jeweiligen Modelle, unterschiedlich
exprimiert wurden und somit hdchstwahrscheinlich eine Rolle bei schweren
Infektionsverlaufen von asthmatischen Mausen spielen kénnen. Hierfir wurde die gesamte
RNA aus den Lungen von jeweils drei weiblichen asthmatischen und nicht-asthmatischen
Mausen nach Infektion mit 2009 pH1N1 IAV sowie aus PBS und Asthma Kontrolltieren
isoliert (Kapitel 3.1.1). Die RNA wurde anschliefend sequenziert (Kapitel 3.1.2) und die
Expression der differenziell exprimierten Gene mittels HeatMaps, Protein-Protein

Interaktionen und Gen-Ontologie analysiert und verglichen (Kapitel 3.1.3).

4.3.1 Differentielle Genexpression und Protein-Protein-Interaktionsanalysen in
weiblichen asthmatischen Mausmodellen

Um beide Mausmodelle zu vergleichen, wurden als erstes die signifikant differentiell
exprimierten Gene innerhalb eines Modells verglichen und analysiert. Die Vergleiche
erfolgten wie folgt:

1. Kontrolle (PBS) vs. Kontrolle (Asthma)

2. Kontrolle (PBS) vs. 2009 pH1N1

3. Kontrolle (PBS) vs. Asthma/2009 pH1N1

4. Kontrolle (Asthma) vs. Asthma/2009 pH1N1

Die Genexpression wurde anschliellend aus mathematisch zusammengesetzten Proben aus
drei Mausen pro Gruppe dargestellt. Als letztes wurden alle Gruppen der weiblichen
C57BL/6 und der weiblichen 1SB6F1 Mause miteinander verglichen. Um den gewonnenen
Datensatz spezifischer und signifikanter darzustellen, wurde die obere und untere Grenze
bei Log2FoldChange 2= -2 und +2 gesetzt und in einer HeatMap dargestellt (Kapitel 3.1.3).
Die insgesamt 95 signifikant differentiell exprimierten Gene wurden entsprechend ihrer
Expressionsprofile in 5 Cluster (A, B, C, D und E) unterteilt (Abbildung 27, Anhang Tabelle
4).

Der Cluster A (10,52% der Gene) zeigte kein signifikanter Unterschied zwischen beiden
Mausmodellen. In Cluster B (26,31% der Gene) konnte eine Erhéhung in der Expression von

pro-inflammatorischen Chemokinen (u.a. Ccl7, Ccl2, Ccr5) in den infizierten C57BL/6 im
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Vergleich zu den infizierten 1SB6F1 Mausen aufgewiesen werden. Im Komorbiditat Modell
waren keine signifikanten Unterschiede zu erkennen.

Interessant waren die stark erhohten Expressionslevel von 63,15% der Gene im Cluster C, D
und E in asthmatischen 1SB6F1 Mausen nach Infektion im Vergleich zu den infizierten
asthmatischen C57BL/6 Mausen (Abbildung 27). Eine Ausnahme dieser erhodhten
Expressionsmuster stellte der Marker fur regulatorische T-Zellen (ll2ra Gene) dar. Dieser
wurde in asthmatischen 1SB6F1 Mausen niedriger exprimiert als in asthmatischen C57BL/6

Mausen.

Kontrolle Kontrolle Asthma +
A (PBS) (Asthma) 2009 PHIN1 5549 nan

C57BL/6
1SB6F1
C57BL/6
1SB6F1
C57BL/6
1586F1
C57BL/6
1SB6F1

1207

0
<
(=]
1)
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Abbildung 27: Expression von differentiell exprimierten Genen in der Lunge von nicht-asthmatischen und
asthmatischen Mausen 3 Tage nach Infektion mit 2009 pH1N1 IAV.

Die differentielle Expression von murinen Genen wurde in der Lunge 3 Tage p.i. mittels RNA-seq analysiert.
Nicht-asthmatische und asthmatische Mause wurden mit 10° p.f.u des 2009 pH1N1 IAV infiziert. Kontrolltiere
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erhielten PBS. Die Heatmaps zeigen die normalisierte Expression von differentiell exprimierten Genen. Die Gene
wurden entsprechend ihrer Expressionsprofile in Cluster eingeteilt. Die hdchsten Expressionslevel wurden in rot
und die niedrigsten Expressionslevel in blau dargestellt. Gezeigt werden die Ergebnisse aus mathematisch
zusammengesetzten Proben aus drei Mausen pro Gruppe. Die obere und untere Grenze wurde auf
log2Foldchange = +2 und 2 gesetzt.

Es konnte 6 Tage p.i. 26 differentiell exprimierte Gene, aufteilt in 3 Cluster (A, B und C),
identifiziert werden (Anhang, Abbildung 36, Anhang Tabelle 7). Es konnte eine erhdhte
Expression von Genen involviert in zelluldre Mechanismen, Chemokin Signalwege (Ccrb),
Komplementsystem (C1qa, C1gb, C1qc) in den infizierten 1SB6F1 Mausen im Vergleich zu
C57BL/6 Mausen gefunden werden. Allerdings wurde kein signifikanter Unterschied in den
Expressionsmustern der asthmatischen Mause beider Modelle beobachtet (Anhang,
Abbildung 36, Anhang Tabelle 7).

Wir haben uns fir die weiteren Analysen auf die Cluster C, D und E fokussiert, da hier die
grofdte signifikanten Unterschied zwischen den asthmatischen infizierten Mausen gezeigt
wurden.

Als nachstes wurde Uberprift, ob es innerhalb der Cluster (Cluster C, D und E) mdgliche
Interaktionspartner gibt, die eventuell signifikante Targets, flr spatere Analyse- sowie
Therapiemdglichkeiten  enthillen  konnten. Hierfir wurde eine Protein-Protein-
Interaktionsanalyse der Gene mittels des online Tools STRING 10.0 durchgefiihrt und die
Interaktion weiter mittels der Software Cytoscape visualisiert (Kapitel 3.1.3.1). Basierend auf
der zusammengefassten Interaktionsliste aus der STRING Analyse wurde eine Protein-
Protein-Interaktions Mappe mittels Cytoscape herstellt, wobei Proteine mit keinem
beschriebenen Interaktionspartner unten aufgelistet wurden (Abbildung 28).

Zwei Haupftcluster mit jeweils einem zentralen Protein wurden erkennbar, wobei die
zentralen Proteine und ihre direkten Interaktionspartner farblich markiert wurden. Der erste
Cluster (blau), wurde um die pro-inflammatorischen Chemokine Cxcl10 und der zweiten, um
der hochaffine gamma Untereinheit der IgE-Rezeptor (Fcer1g) (rot) gezeichnet (Abbildung
28).

Eine Gen-Ontologie Analyse beider Cluster konnten zeigen, der blaue Cluster, mit der
vermittelten angeborenen Immunantwort verknupft ist und der rot markierte Cluster, mit der
humoralen Immunitat (Abbildung 28).

Die Daten lassen vermuten, dass die asthmatischen 1SB6F1 eine erhéhte angeborene und
humorale Immunitdt 3 Tage nach Infektion mit dem 2009 pH1N1 IAV zeigen als die
asthmatischen C57BL/6 Mausen
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B Vermittelte angeborene Immunantwort
B Humorale Imnmunantwort
Abbildung 28: Protein-Protein Interaktion von differentiell exprimierten Genen von nicht-asthmatischen

und asthmatischen Mausen nach 2009 pH1N1 IAV Infektion.
Gezeigt ist das Proteine-Interaktionsnetzwerk der Cluster C, D und E aus der Analyse der differentiell

exprimierten Gene 3 Tage nach Infektion. Das Netzwerk wurde mit Hilfe von STRING und Cytoscape hergestellt.
Zwei Hauptcluster wurden offenbart und entsprechend unterschiedlich farbig markiert. Die zentralen Proteine
wurden jeweils als Hexagone oder Rechtseck markiert und die dazugehérigen erste Interaktionspartnern als
hellblau bzw. rosa Ellipse markiert. Proteine mit keinem beschriebenen Interaktionspartner wurden unten
aufgelistet.

Zusatzlich wurde eine Gen-Ontologie Analyse der Gene im Cluster C, D und E, mittels Over
Representation Analysis (ORA) durchgefuhrt, um biologische Prozesse herauszufinden, in
den die Gene beteiligt sind. Die Abbildung 29A zeigt die Top 10 Gen-Ontologie aus der Gene
der Cluster C, D und E.

Alle Top 10 signifikante Gen-Ontologie in dieser Analyse waren assoziiert mit der
allgemeinen Immunantwort, insbesondere der angeborenen Immunantwort, sowie der pro-
inflammatorischen Immunantwort.

Die pro-inflammatorischen Chemokine, assoziiert mit der Abwehr gegen eine virale Infektion,
wie Ccl10, Cxcl16, Ccl12 und Ccr1 waren dabei in den infizierten asthmatischen 1SB6F1
Mausen hochreguliert im Vergleich zu den infizierten asthmatischen C57BL/6 Mausen.
Zudem waren Gene, die in der Leukozyten Migration in der Lungen beteiligt sind, was auch
Teil einer gut funktionierenden Immunantwort ist, ebenfalls hochreguliert in die infizierten
asthmatischen 1SB6F1 Mausen (Abbildung 29A, Anhang Tabelle 5). Die Leukozyten
Migration wurde ebenfalls in der oben gezeigte Histologie (Kapitel 4.1.2.2) und in der
zellularen Infiltration (Kapitel 4.1.4) bestatigt.
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Abbildung 29: Gen-Ontologie und KEGG-Signalweg Analyse von signifikanten hochregulierten Genen im
asthmatischen 1SB6F1 Mausen im Vergleich zu C57BL/6 Mausen 3 Tage p.i..

(A) Basierend auf den DEGs, sind die Top 10 angereicht Gen-Ontologie fiir biologische Prozesse aus den
differentiell exprimierten Genen aus den Clustern C, D und E 3 Tage nach der Infektion gezeigt. (B) Gezeigt ist
der Top 10 der signifikanten KEGG-Signalwege von den Genen aus Cluster C, D und E, 3 Tage nach Infektion
mit dem 2009 pH1N1 IAV. Diese Analyse wurde mittels Webgestalt Online Tool hergestellt. Die GO und die
KEGG-Signalwege wurden entsprechend ihrer p-Werte gezeigt.

Als letztes wurde mittels der Datenbank KEGG, biologische Signalwege und Erkrankung bei
den die Gene aus Cluster C, D und E involviert sind, untersucht (Abbildung 29B).

Hier wurden ebenfalls die Top 10 signifikanten hochregulierten KEGG-Signalwege in der
asthmatischen 1SB6F1 Mausen im Vergleich zu den asthmatischen C57BL/6 Mausen nach
Infektion mit dem 2009 pH1N1 IAV dargestellt (Abbildung 29B).

Wie erwartet, waren Zytokin-Zytokin Rezeptor Interaktion sowie Chemokin Signalwege (u.a.
durch die Genen CxC10, Cxcl16, Ccl12, Ccr1, II7r reprasentiert) in den asthmatische
1SB6F1 Mausen im Vergleich zu den C57BL/6 Mausen erhdht. Zudem konnten die B-Zell
und Immunglobulin assoziierten Genen, wie Cd72 und Pirb, welche in den asthmatischen
1SB6F1 Mausen erhdht waren, erkannt werden. Interessanterweise zeigte die KEGG-
Analyse, dass die Gene Ccl12, Cxcl10 und Lcn2, Teil der IL-17 Signalwege sind. Diese
waren ebenfalls in asthmatischen 1SB6F1 Mausen nach der Infektion erhéht (Abbildung 29,
Anhang Tabelle 6).
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Zusammenfassend zeigen diese Daten eine erhohte pro-inflammatorische Zytokin- und
Chemokin- Expression, eine erhdhte Aktivierung der angeborene Immunantwort sowie eine
erhéhte Immunglobulin-vermittelte Antwort in den 1SB6F1 Mausen 3 Tage nach der Infektion
mit dem 2009 pH1N1 im Vergleich zu den asthmatischen C57BL/6 Mausen.

4.3.2 Expression von Interferon-stimulierenden Genen in weiblichen Asthma
bronchiale Mausmodellen (ISGs)

Die allgemeine Transkriptomanalyse der Lungen von nicht-asthmatischen und
asthmatischen Mausen 3 Tage nach Infektion mit dem 2009 pH1N1 IAV (Kapitel 4.3.1) sowie
die Gen-Ontologie und die KEGG-Signalweg Analyse (Kapitel 4.3.2) konnten signifikant
erhdhte Expressionslevel von Genen, involviert in die Immunantwort und vor allem in die pro-
inflammatorische Immunantwort, zeigen (Kapitel 4.3.1). Basierend auf diesen Erkenntnissen
wollten wir den Effekt von Asthma und einer Infektion mit 2009 pH1N1 IAV auf den Genen
der angeborenen Immunantwort mit antiviraler Aktivitat aufklaren.

Hierfir wurden die differentiell exprimierten Genen mit einer Liste von 82 Interferon-
stimulierende Genen (ISG), mit bekannter Rolle in die angeborene Immunantwort verglichen
(121,151,152). Die gewonnenen Daten aus beide Mausmodelle wurden ebenfalls
miteinander verglichen und die signifikanten differentiell exprimierten Gene in Heatmaps
basierend auf ihren Expressionsmustern zusammengefiihrt (Abbildung 30) Die Analysen
zeigen ebenfalls die mathematischen zusammengefihrten Ergebnisse aus drei Mausen pro
Gruppe (Abbildung 30 und Anhang, Abbildung 39). Es konnte interessanterweise eine stark
erhohte Expression von Genen der angeborenen Immunantwort 3 Tage p.i. in Asthma-
Kontroll 1SB6F1 Mausen im Vergleich zu Asthma-Kontroll C57BL/6 Mausen beobachtet
werden. Pro-inflammatorische Gene (u.a. Tnf, ll1b Ifnb1, Ifna4 und 5) und TLR-Signalwege
Gene (z.B. TIr1, 8 und 9) waren in Asthma-Kontrolle 1SB6F1 Mausen stark hochreguliert
(Abbildung 30A). Es konnte 6 Tage p.i. eine Erhdhung der T-Zell Aktivitat, mit der erhdhten
Expression von Cd4 und Cd8a Gene in den Asthma-Kontrolle 1SB6F1 Mausen im Vergleich
zu C57BL/6 Mausen gezeigt werden (Anhang Abbildung 38A).

Diese Ergebnisse zeigen eine starke Induktion des angeborene Immunsystems bereits durch
die Induktion von Asthma in den 1SB6F1 im Vergleich zu den C57BL/6 Mausen (Abbildung
30A).
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Abbildung 30: Expression von interferon-stimulierende Genen in den Lungen von nicht-asthmatischen
und asthmatischen Mausen 3 Tage nach Infektion mit dem 2009 pH1N1 IAV.

Die differentielle Expression von murinen ISGs wurde in der Lungen 3 Tage p.i. mittels RNA-seq analysiert. Nicht-
asthmatische und asthmatische Mause wurden mit 10° p.f.u des 2009 pH1N1 IAV infiziert. Kontrolltiere erhielten
PBS. Die Heatmaps zeigen die normalisierte Expression von differentiell exprimierten Genen der angeborenen
Immunantwort mit antiviraler Aktivitat. Die Gene wurden entsprechend ihrer Expressionsprofile in Cluster
eingeteilt. Die héchsten Expressionslevel wurden im rot und die niedrigsten im blau dargestellt. Gezeigt werden
die Ergebnisse aus mathematisch zusammengesetzter Probe aus drei Mausen pro Gruppe. Die obere und untere
Grenze fir die Analyse wurde auf log2Foldchange = +1und -1 gesetzt.

Nach der Infektion mit dem 2009 pH1N1 IAV (Abbildung 30B) konnte interessanterweise
beobachtet werden, dass pro-inflammatorische Gene (u.a. Cxcl10, 1l1b), Interferon-induzierte
Gene (u.a. Isg15, Ifit1), NF-kB (Nfkb1 und 2) sowie an NF-kB-Signalwege beteiligte Gene
(u.a. Mx1, Mx2, Irf3, Irf7, Mavs) in den asthmatischen 1SB6F1 Mausen im Vergleich zu
C57BL/6 Mausen hochreguliert waren. Ebenfalls waren TLR-Signalwege (u.a. Lgals3 Tir1,
MyD88) in infizierten asthmatischen 1SB6F1 Mausen hochreguliert im Vergleich zu
asthmatischen C57BL/6 Mausen.
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Vergleicht man die nicht-asthmatischen und die asthmatischen C57BL/6 Mause, 3 Tag p.i.
wurde ein ahnliches Expressionsmuster festgestellt, mit Ausnahme weniger Gene, die in den
asthmatischen C57BL/6 Mausen herunterreguliert sind (u.a. Cd80, Nfkb2, Tnfsf10, Ifnar2).
Interessanterweise waren diese genannten Gene in unserem asthmatischen praklinischen
Modell (1SB6F 1) hochreguliert.

Diese Daten zeigen eine starke Induktion der angeborene Immunantwort, vor allem der
antiviralen Immunantwort (NFkB- und Interferon-Signalwege) in unserem 1SB6F1
praklinischen Mausmodell im Vergleich zum C57BL/6 Mausmodell, welches die Wichtigkeit
einer allogenen Immunantwort in der Pathogenese von asthmatische Mausen nach Infektion
mit dem 2009 pH1N1 IAV zeigt.

4.3.3 Dysregulierte zellulare Faktoren in weiblichen Asthma bronchiale
Mausmodellen

Alle bisherigen Daten konnten mehrere starke Unterschiede in der Pathogenitat sowie der
Immunantwort zwischen beiden Modellen zeigen. Um diese Unterschiede endguiltig
aufzuklaren und somit auch zellulare Faktoren herauszufinden, die diesen Unterschied in der
Pathogenitat erklaren konnten, wurden nur die asthmatischen Mause der C57BL/6 Modell

mit unserem praklinischen Mausmodell miteinander verglichen

Im Gegensatz zu den vorherigen Analysen, wurden hier die dysregulierten Gene aus den
asthmatischen Lungen nicht vorher gegen Kontrolle (PBS) verglichen, um so die mdglichen
unterschiedlichen zellularen Faktoren zwischen den infizierten asthmatischen Mausen gezielt
zu filtrieren. Hierfir wurden ein MA-Plot angefertigt (Kapitel 3.1.3), wobei die Grenzen bei
log2FoldChange =-1 und +1 gesetzt wurde, um die differentielle exprimierten Genen
zwischen die infizierten asthmatischen C57BL/6 und die infizierten asthmatischen 1SB6F1
Ma&use zu visualisieren (Abbildung 31). Hierdurch konnte beobachtet werden, dass es keine
grollen Unterschiede in der Genexpression zelluldre Faktoren zwischen beiden
Mausmodelle gibt (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Differentiell regulierten Genen in asthmatischen C57BL/6 verglichen mit asthmatischen
1SB6F1 Mausen nach Infektion mit 2009 pH1N1 IAV.
Die Lungen von asthmatischen C57BL/6 und 1SB6F1 Mausen wurden 3 und 6 Tage nach Infektion mit 10° p.f.u.

des 2009 pH1N1 IAV enthnommen, die gesamte RNA isoliert und das Transkriptom sequenziert. Gezeigt sind MA-
Plot Analyse der differentielle exprimierten Gene in infizierten asthmatischen C57BL/6 vs. C57BL6xSVJ129
Mausen, 3 (A) und 6 (B) Tage p.i.. Die Mittelwerte der normalisierten gezahlten Events (n=3 pro Gruppe) wurde
gegen den log2FoldChange aufgetragen. Die markierten roten Punkte stellen signifikante dysregulierte Gene
(Grenze bei log2FoldChange 2-1 & +1) dar.

Es wurde anschlieRend Heatmaps der unterschiedlichen differentielle exprimierten Genen
zwischen infizierten asthmatischen C57BL/6 und infizierten asthmatischen 1SB6F1 Mausen,
3 und 6 Tage p.i. hergestellt (Abbildung 32).

Es konnte gezeigt werden, dass 3 Tage p.i., 29 Gene signifikant dysreguliert in C57BL/6
Mause vs. 1SB6F1 Mausen waren, davon waren 41,37% im C57BL/6 Mausen hochreguliert
(Cluster 1) und 58,62% im C57BL/6 Mausen herunterreguliert (Cluster 2) (Abbildung 32A).
Ahnlich 6 Tage p.i. konnte 30 signifikant dysregulierte Gene zwischen beiden Mausmodelle
gezeigt werden, wobei 56,66% hochreguliert in C57BL/6 Mausen im Vergleich zu 1SB6F1
(Cluster 1) und 43,33% herunterreguliert (Cluster 2) (Abbildung 32B).

Die Immunglobulin Gene bildeten 3 Tage p.i., 6,89% alle dysregulierten Genen und 6 Tage
p.i., 20% alle dysregulierten Genen. Zudem konnte man beobachten, dass die
Immunglobulin-verwandten Gene, 3 Tage p.i. hochreguliert und 6 Tage p.i. herunterreguliert
in den 1SB6F1 Mausen vs. C57BL/6 Mausen waren (Abbildung 32A und B). Diese Daten
korrelieren mit den IgE Expressionsleveln im Serum (Kapitel 4.1.5) und die Ergebnisse der

Analyse der differentiell exprimierten Gene (Kapitel 4.3.1).
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Abbildung 32:Expression von zelluliren Faktoren in der Lungen von asthmatischen Mausen nach
Infektion mit 2009 pH1N1 IAV (A & B).

Vergleich von asthmatischen C57BL/6 und 1SB6F1 Mausen nach Infektion mit 10° p.f.u. des 2009 pH1N1 IAV.
Differentielle Expression von murinen zelluldren Faktoren wurden mittels RNAseq analysiert. Heatmaps zeigen
die normalisierte Expressionslevel der differentielle Exprimierten Genen 3 und 6 Tage p.i.. Die Gene wurden
entsprechend ihrer Expressionsprofile in Cluster eingeteilt. Die hochsten Expressionslevel wurden in rot und die
niedrigsten in blau dargestellt. Die obere und untere Grenze wurde auf log2Foldchange = +1und -1 gesetzt.

Um zu untersuchen in welchen biologischen Vorgangen diese Gene uber-exprimiert und
beteiligt sind, wurden eine Gen-Ontologie Analyse flr biologische Prozesse, mittels Over
Representation Analysis (ORA) durchgefuhrt (Abbildung 33). Hier ist es wichtig zu erwahnen,
dass alle Gene, die in den Immunglobulin Aufbau (Genen fir die Immunglobulin schweren
und leichten Ketten) involviert sind, von der Software fir diese Gen-Ontologie nicht
bertcksichtig wurden.

Es wurde gezeigt, dass die Gene, beteiligt in die Regulation der angeborene und der
allgemeine Immunantwort in den infizierten asthmatischen 1SB6F1 Mausen herunterreguliert
waren im Vergleich zu den infizierten asthmatischen C57BL/6 Mausen (Abbildung 33,
Cluster 1). Zudem waren Gene, welchen mit der Regulierung der Proteinlokalisation auf der
Membran und der Peripherie assoziiert in den infizierten asthmatischen 1SB6F1 Mausen
hochreguliert im Vergleich zu den infizierten asthmatischen C57BL/6 Mausen (Abbildung 33,
Cluster 2). Hingegen 6 Tage p.i. zeigten die Gen-Ontologie (Anhang, Abbildung 30, Cluster
2) eine erhohte Expression von Genen involviert in das Komplementsystem in den
asthmatischen 1SB6F1 Mausen im Vergleich zu den C57BL/6 Mausen. Da die

Immunglobulin-verwandten Gene nicht von der Gen-Ontologie Software erkannt wurde, war
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der Anzahl an angegebenen Genen zu gering und die Gen-Ontologie des Cluster 1 kdnnte

nicht ausgewertet werden (Anhang, Abbildung 30, Cluster 1).
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Abbildung 33: Gen-Ontologie fiir biologische Prozess von dysregulierten Genen in asthmatische Mausen
3 Tage nach Influenza Infektion.

Weibliche asthmatische C57BL/6 und 1SB6F1 Mausen wurden mit 10° p.f.u. des 2009 pH1N1 IAV infiziert. 3 und
6 Tage p.i. wurde aus drei Mausen pro Gruppe die Lungen entnommen, RNA isoliert und das gesamte
Transkriptom analysiert. Basierend auf den DEGs, sind die Top 5 angereicherten Gen-Ontologie fiir biologische
Prozesse aus dem Vergleich von asthmatische C57BL/6 vs. asthmatische 1SB6F1 Mausen nach der Infektion
gezeigt. Die GO wurde entsprechend ihre p-Werte gezeigt.

Zusammenfassend lassen alle diese Ergebnisse auf grundlegende Unterschiede in der
Immunantwort und der Immunglobulin-vermittelte Immunantwort 2zwischen beiden
Mausmodellen zurickschlieBen. Die asthmatischen 1SB6F1 Mause weisen eine erhdhte

Expression von Genen auf, die in die Immunantwort involviert sind.

4.4 OVA-spezifische IgE Depletion im weiblichen asthmatischen
Mausmodell

Aus der OVA-spezifische allergische IgE Immunantwort (Kapitel 4.1.5), der differentiellen
Genexpression (Kapitel 4.3.1), sowie der Analyse der zellularen Faktoren (Kapitel 4.3.4)
konnten wir eine Dysregulation der IgE Expression 3 und 6 Tage p.i. in den asthmatischen
1SB6F1 Mausen im Vergleich zu den C57BL/6 Mausen feststellen. Dies lasst stark auf eine
wichtige Rolle der IgE Expression in den asthmatischen Mauslungen als Faktor vermuten,
der den Unterschied in der Pathogenitat in den asthmatischen Mausen beider Mausmodelle
erklaren konnte. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde ein Protokoll etabliert, um in
weiblichen asthmatischen C57BL/6 Mausen, mit Hilfe eines anti-IgE Antikorpers, IgE zu
depletieren. AnschlieBend wurden die asthmatischen Mause mit 10° p.f.u. des 2009 pH1N1
IAV infiziert (Kapitel 3.4.7). Ziel war die beobachtete erhéhte Pathogenitdt nach einer
Influenzavirusinfektion in weiblichen asthmatischen 1SB6F1 Mausen durch die IgE Depletion
in C57BL/6 Mausen zu zeigen.
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Nach Asthma Induktion erhielten die Asthma-Kontrolltieren, Isotyp Antikérper als Kontrolle
fur die IgE Depletion. Man konnte beobachten, dass die Antikérper Behandlung bereits einen
Effekt auf den Gewichtsverlust der Asthma-Isotypkontroll Mause zeigte, welche einen
Gewichtsverlust von ca. 5% vom Ausgangsgewicht aufweisen.

Nach der Infektion zeigten die infizierten nicht-asthmatischen C57BL/6 Mausen einen
Gewichtsverlust von bis zu 17% vom Ausgangsgewicht (Abbildung 35A), aber wiesen eine
Uberlebensrate von 100% nach der Influenzainfektion auf (Abbildung 35B).
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Abbildung 35: Effekt von anti-IgE Behandlung auf die Pathogenitat des 2009 pH1N1 IAV in asthmatischen
C57BL/6 Mausen.

In weiblichen asthmatischen C57BL/6 Mausen (schwarzes Quadrat) wurden eine anti-IgE Antikdrper Behandlung
i.p. durchgefiihrt. Die Asthma-Kontrolle Mausen erhielten einen IgG Isotypkontrolle Antikdrper als Kontrolle.
Weiblichen nicht-asthmatischen (weiles Quadrat) und asthmatischen (schwarzes Quadrat) C57BL/6 Mause
wurden intranasal mit 10° p.f.u. (n = 5) des 2009 pH1N1 infiziert. Gewichtsverlaufe (A) und Uberlebensraten (B)
wurden Uber einen Zeitraum von 14 Tagen nach der Infektion verfolgt. Kontrolle (PBS) und Asthma
Isotypkontrolle Mause wurden mit PBS behandelt. Dargestellt sind die Mittelwerte der Gruppen, sowie die
Gewichtsverlaufe mit Standardabweichungen. Die statische Relevanz der Ergebnisse wurde mithilfe des
Student’s t-Test in dem Programm GraphPad ermittelt (*** p<0,001). In der Abbildung B wurde nur die Signifikanz
von 2009 pH1N1 vs. Asthma+anti-IgE / 2009 pH1N1 dargestellit.

Es konnte gezeigt werden, dass die infizierten asthmatischen C57BL/6 Mause, bei denen
eine Anti-IgE Behandlung durchgefuhrt wurde, einen erhdhten Gewichtsverlust von bis 25%
vom Ausgangsgewicht (Abbildung 35B) und eine 100%ige Letalitdt nach Influenzainfektion
zeigten. Die Infektion fUhrte bei den infizierten asthmatischen weiblichen C57BL/6 Mausen
zum Tod der Tiere zwischen Tag 7 und Tag 9 (Abbildung 35B).

Wir konnten durch die Behandlung mit dem anti-IgE Antikérper eine erhdhte Pathogenitat in
asthmatischen weiblichen C57BL/6 Mausen nach Infektion mit 2009 pH1N1 IAV erzielen.
Diese Daten sprechen daflr, dass IgE eine schitzende Wirkung auf die Influenza-induzierte

Pathogenese im Mausmodell hat.
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5 Diskussion

In den folgenden Abschnitten werden die Ergebnisse aus Kapitel 4, welche in C57BL/6 und
1SB6F1 Mausmodellen erworben wurden im Kontext der aktuellen Literatur kritisch
diskutiert.

5.1 Asthma als Komorbiditat wahrend der 2009 Influenza Pandemie

Verschiedene epidemiologische Studien konnten eine positive Korrelation zwischen Asthma-
Exazerbation und viralen Infektionen feststellen (62). Es wurde bei 80-85% der untersuchten
Kinder mit akutem Asthma-Exazerbation eine virale Infektion der Atemwege detektiert
(63,64). Es wurde festgestellt, dass respiratorische Viren die Hauptsache fiur Asthma
Exazerbation im Kinder und Erwachsenen sind (153). Die CDC und mehreren
epidemiologische Analyse haben gezeigt, dass Asthma die haufigste Komorbiditat bei
hospitalisierten Patienten wahrend der 2009 Influenza Pandemie war (47,59,60). Zudem
wurde gezeigt, dass Kinder mit Asthma eine erhdhte Anfalligkeit fur die Infektion mit dem
2009 pH1N1 Influenzavirus haben. Die Inzidenz von 2009 pH1N1 war signifikant hoher in
Kindern mit Asthma als in gesunden Kindern (72). Interessanterweise zeigten zwei weitere
Studien, dass Menschen mit schwerem Asthma am empfindlichsten gegentiber Infektionen
sind und damit auch gegenuber Exazerbationen. Bei mehr als 75% der Falle wurde bei
Patienten mit schwerem Asthma wahrend einer Exazerbation eine virale Infektion der
Atemwege festgestellt (66,67).

Obwohl Asthma als Komorbiditat fir schweren Influenza Infektionsverlauf angesehen wird,
gibt es mehrere widersprichliche klinische Daten bezlglich der Korrelation von Asthma als
Risiko fur schwere Influenza Erkrankungsverlaufe. Es wurde gezeigt, dass Patienten mit
anderen respiratorischen Erkrankungen als Asthma und COPD ebenfalls mit schweren
Infektionsverlaufe assoziiert wurden (69). Vor allem Patienten mit Ubergewicht (Adipositas)
zeigten ein erhdhtes Risiko flr einen schweren Krankheitsverlauf bei einer Influenza
Infektion (154). Im Vergleich hatten asthmatische Patienten, ein niedrigeres Risiko zu
sterben. Dieser Befund wird oft in verschiedenen Publikationen verwendet, als Grundlage
dass Asthmatiker ein geringeres Risiko zu sterben haben im Vergleich zu anderen Risiko-
Patienten und gesunden Menschen.

Asthma ist eine heterogene Erkrankung mit verschiedenen Facetten und ofter treten
unterschiedlichen pulmonalen Immunantworten in asthmatischen Patienten (155). Es ist
deswegen wichtig die Mechanismen zu verstehen, welche das gegenseitige Zusammenspiel
zwischen Asthma und Influenza erklaren konnen. In dieser Arbeit konnte, nach unserem
Wissensstand ein neues Mausmodell etabliert werden, welches die Klinik aus der 2009
H1N1 Influenza Pandemie widerspiegelt. Das allogene Mausmodell erlaubt es uns nun zu

untersuchen, wieso bestimmte Patienten wahrend der 2009 Influenza Pandemie schwere
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Influenza Krankheitsverlaufe zeigten im Vergleich zu anderen Asthmatischen Patienten. In
den folgenden Abschnitten werden unsere beiden Mausmodelle (C57BL/6 und 1SB6F1)
miteinander verglichen, um die Mechanismen zu verstehen, die diese Unterschiede erklaren

konnten.

5.2 Asthmatische 1SB6F1 Mause zeigen eine erhohte Pathogenitat
als die asthmatischen C57BL/6 Mausen

Andere publizierten in syngenen Mausmodellen, dass Asthma auf den Krankheitsverlauf von
Influenza protektiv wird (156,157). Um die Pathogenitat der 2009 pH1N1 IAV im Asthma
Mausmodell zu untersuchen, wurde im weiblichen C57BL/6 und weiblichen 1SB6F1 Mausen
ein experimentelles allergisches Asthma induziert und die Mause anschlielfend mit einem
2009 pH1N1 IAV infiziert. Wir konnten zeigen, dass eine Infektion mit 10° p.f.u. der 2009
pH1N1 IAV zu einem erhdhten Gewichtsverlust in nicht-asthmatischen weiblichen C57BL/6
Mausen im Vergleich zu asthmatischen Mausen flhrt. Es konnte jedoch gezeigt werden,
dass zwischen nicht-asthmatischen und asthmatischen C57BL/6 Mausen kein Unterschied in
der Mortalitat war, wobei die nicht-asthmatischen Mause fruher starben als die
asthmatischen C57BL/6 Mause (Abbildung 10). Wir konnten zeigen, dass die asthmatischen
C57BL/6 Mause resistent bzw. geschutzt vor einer Influenzavirus Infektion im Vergleich zu
den nicht-asthmatischen Mausen waren. Ahnliche Daten wurden in verschiedenen Asthma
und Influenza Komorbiditatsmodellen beobachtet (156,157) In vivo konnte in verschiedenen
Mausstammen, wie C57BL/6 und BALB/c und mit verschiedenen Allergenen, u.a Aspergillus
fumigatus, OVA oder HDM gezeigt werden, dass asthmatische Mause gegenuber einer
Influenza Infektion geschitzt waren (155,156,157). Dies widerspiegelt aber nicht die
epidemiologischen Daten von Asthmatikern wahrend der 2009 Influenza Pandemie.
Vorherigen Daten aus unserer Arbeitsgruppe zeigten die Wichtigkeit der genetischen
Variabilitdt bzw. der Allogenitat in der Immunantwort im Mausmodell, um das
Zusammenspiel von Infektionskrankheiten und der Immunantwort zu studieren (121,122).
Basierend auf diesen Erkenntnissen konnte in dieser Arbeit ein neues allogenes 1SB6F1
Mausmodell etabliert. In unseren pra-klinischen 1SB6F1 Mausmodell konnten wir erhdhte
Gewichtsverlust und erhéhte Mortalitadt in die asthmatischen Mause im Vergleich zu den
nicht-asthmatischen Mausen nach der Infektion mit dem 2009 pH1N1 |IAV beobachten
(Abbildung 11). Die asthmatischen Mause zeigten eine erhdhte Pathogenitat nach der
Infektion im Vergleich zu den nicht-asthmatischen Mausen und spiegeln damit die Klinik

wieder.
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5.3 Die virale Replikation beeinflusst nicht die Pathogenitat in den
asthmatischen Mausen nach Infektion mit dem 2009 pH1N1 IAV

Influenzaviren sind in der Lage direkt durch eine erhdhte Pathologie den Wirt zu schadigen.
Dies kann durch eine erhohte virale Replikation oder durch eine erhdhte pro-
inflammatorische Immunantwort vermittelt werden. Um die virale Replikation in den C57BL/6
und den 1SB6F1 Mausen zu untersuchen, wurde als erstes in Lungenhomogenisaten und in
BAL-FlUssigkeit von nicht-asthmatischen und asthmatischen Mausen, welche mit dem 2009
pH1N1 IAV infiziert wurden, die Viruslast mittels Plaques Test untersucht. Es konnte in der
weiblichen C57BL/6 und im 1SB6F1 Mausmodell kein Unterschied in der Viruslast in der
Lunge zwischen den nicht-asthmatischen und asthmatischen Mausen nach Infektion mit dem
2009 pH1N1 IAV beobachtet werden (Abbildung 12, Abbildung 13). Wir kénnten ebenfalls
beobachten, dass die Virustiter in der BAL Flussigkeit niedriger waren als in den
Lungenhomogenisaten, was vermutlich an der Tatsache liegt, dass die gemessene Viruslast
in der BAL nur aus der viralen Replikation im Bronchial- und Alveolargewebe vorkommt. Die
Erhéhung der Pathogenitat in den asthmatischen 1SB6F1 Mausen korreliert nicht mit einer
erhdhten Virus Replikation in den Lungen oder in der BAL- Flissigkeit. Im Gegenteil wurde in
mehreren Publikationen, mit Inzucht Mausen (C57BL/6 und BALB/c) eine negative
Korrelation zwischen Uberleben und viraler Replikation gezeigt (155,154). Dies wiirde diesen
Unterschied in der Pathogenitat erklaren, dass wir jedoch weder in unserem C57BL/6 Modell
noch in unserem allogenen 1SB6F1 Modell beobachten konnten.

Es wurde bereits gezeigt, dass bei einer Infektion mit dem 2009 pH1N1 die Titerbestimmung
aus den Lungenhomogenisaten keinen verlasslichen Parameter flr die Korrelation mit der
Virulenz in C57BL/6 Mausen darstellt (156,157). Diese Daten lassen trotzdem vermuten,
dass die virale Replikation die Pathogenitat in den asthmatischen Mausen nach Infektion mit
dem 2009 pH1N1 IAV nicht beeinflusst. Respiratorische Viren sind die der Lage eine Asthma
Exazerbation in Kindern und Erwachsenen zu induzieren (153). Eine Prospektive Studie
wahrend der 2009 Influenza Pandemie zeigte dass das 2009 pH1N1 IAV asthmatische
Patienten bevorzugt infiziert als nicht-asthmatische und die Autoren vermuten, dass es
moglicherweise aufgrund eine Beeintrachtigung oder Schadigung des bronchialen
Epitheliums liegt (72).

Es wurde in C57BL/6 Mausen und in unserem 1SB6F1 Mausmodell untersucht, ob
Veranderungen in das Epithelium der Lungen, aufgrund der vorherigen Asthma Erkrankung
oder die Pathogenitat der 2009 pH1N1 im Mausmodell aufgetreten sind. Hierfur wurden
Gewebeschnitt aus den Lungen von Kontrolltieren, sowie asthmatischen und nicht-
asthmatischen Mausen nach der Infektion mit dem 2009 pH1N1 IAV angefertigt und mit HE,

PAS gefarbt. Zusatzlich, um die infizierten Zellen in die Lungen zu visualisieren, wurden die
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Lungen gegen das NP des Influenzavirus gefarbt. Um eine mdgliche Schadigung des
Epitheliums zu quantifizieren, wurden ebenfalls die zellularen Infiltrationen der Lungen in der
BAL-FlUssigkeit gemessen.

Es wurde gezeigt, dass eine erhdhte Virulenz der 2009 pH1N1 mit einer schweren
alveolaren Schadigung, Inflammation und Pneumonie in Mausen korreliert (158). Diese
Eigenschaften wurden ebenfalls als Haupttodesursache unter Influenza Patienten wahrend
der 2009 Pandemie berichtet (160). Dies kdnnten wir auch in den nicht-asthmatischen
C57BL/6 und 1SB6F1 Mausen beobachten (Abbildung 14, Abbildung 15). Die weiblichen
nicht-asthmatischen C57BL/6 Mausen zeigten mehr Infiltration 6 Tage nach Infektion als die
asthmatischen Mause (Abbildung 14). Dies wurde ebenfalls in die gemessene zellulare
Infiltration in der BAL-Flissigkeit von C57BL/6 Mausen beobachtet (Abbildung 20).

Das erhéhte Uberleben in asthmatische C57BL/6 Mausen kénnte auf eine erhdhte Toleranz
gegenuber einer Influenzavirus Infektion basiert sein. Dies kdnnte die Hypothese bestatigen,
dass das erhéhtes Uberleben in den asthmatischen Mausen vermittelt durch eine Toleranz
gegenuber Epithelschadigung sein kann (157).

Hingegen zeigten die asthmatischen 1SB6F1 Mause eine erhdhte zellulare Infiltration im
Vergleich zu den nicht-asthmatischen Mausen. Diese Erhoéhung der Infiltration wurde
ebenfalls durch die zellulare Infiltration in BAL-Flissigkeiten bestatigt, wo wir eine
signifikante Erhéhung der zellularen Infiltration in den asthmatischen 1SB6F1 Mause im
Vergleich zu den nicht-asthmatischen beobachtet konnte (Abbildung 21). Nach der Infektion
mit dem 2009 pH1N1 zeigten ebenfalls die asthmatischen 1SB6F1 Mause eine erhdhte
zellulare Infiltration im Vergleich zu den asthmatischen C57BL/6 Mausen. Diese erhdhte
zellulare Infiltration kdnnte unter anderem durch eine erhdhte Produktion von Zytokinen und
Chemokinen bedingt sein. Um dies endgultig aufzuklaren, ware eine differentielle Analyse
der unterschiedlichen Immunzellen in der BAL-FlUssigkeit nétig.

Wir konnten beobachtet, dass die Infektion zu einer Reduktion der Mukusproduzienden
Zellen in den asthmatischen C57BL/6 Mause fluhrt. Interessanterweise steigt die
Mukusproduktion in unserem praklinischen Modell 6 Tage nach Infektion, wobei die
Mukusproduktion &ahnlich zu den Asthma-Kontrolltieren war. Vergleicht man die
Mukusproduktion zwischen den asthmatischen C57BL/6 Mausen und den 1SB6F1 Mausen
nach Infektion, zeigten die asthmatischen 1SB6F1 Mause eine erhdhte Mukusproduktion als
die asthmatischen C57BL/6 Mause. Dies widerspricht den Daten aus vorherigen
Publikationen, die die Hypothese aufstellten, dass die Mukusproduktion als Antwort auf eine
Influenza Infektion und/oder eine Asthma Erkrankung in asthmatische Patienten eine erhohte
Viruslast erfordert um einen Effekt zu sehen (156). Es konnte jedoch eine Erhéhung der
Mukusproduktion in einem Asthma und Poly(I:C) Modell gezeigt werden (161). Als letztes

konnten wir eine erhdhte Anzahl von NP-positiven Zellen in den Lungen von asthmatischen
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1SB6F1 Mausen im Vergleich zu nicht asthmatischen 1SB6F1 Mausen beobachten. Dieser
Befund konnte im Plaques Test der Lunge und der BAL-FlUssigkeit nicht bestatigt werden.
Wir vermuten, dass die beobachteten NP-positiven Zellen keinen replikationsfahigen Viren
darstellen. Unsere Studien lassen stark vermuten, dass die erhohte Letalitat in den
asthmatischen 1SB6F1 Mausen im Vergleich zu den asthmatischen C57BL/6 M&usen,
teilweise auf eine erhdhte zellulare Infiltration und eine erhdhte Inflammation in den Lungen
zurtick zu fuhren ist. Tatsachlich konnten wir eine erhdhte perivaskulare und peribronchiale
Infiltration und alveolare Schadigung in den infizierten asthmatischen 1SB6F1 Mausen

detektieren.

5.4 Asthmatischen C57BL/6 Mausen zeigen eine niedrigere pro-
inflammatorische Immunantwort als asthmatische 1SB6F1
Mause

Da wir keine Korrelation zwischen der Viruslast und dem Gewichtsverlust bzw. der
Uberlebensrate in den C57BL/6 und 1SB6F1 Mausmodellen beobachten konnten, vermuten
wir, dass der Unterschied in der Letalitat zwischen beiden Mausmodellen auf eine veranderte
Immunantwort zurtickzuflihren ist. Hierflir wurden Zytokine und Chemokine in der Lunge und
in der BAL-FlUssigkeit von nicht-asthmatischen und asthmatischen Mausen an Tagen 3 und
6 nach Infektion mit dem 2009 pH1N1 IAV bestimmt. Die Messung der Zytokine wurden in
vorheriger Arbeit in der Asthma und Influenza Komorbiditatsforschung ausschlie3lich aus der
BAL-FlUssigkeit durchgefuhrt. Wir haben uns ebenfalls die Immunantwort der Lungen
angeschaut. In diesem Abschnitt wird die Immunantwort beider Mausmodelle miteinander
verglichen und in den Kontext der vorhandenen Literatur gesetzt. Die infizierten
asthmatischen C57BL/6 Mause zeigten niedrigere IL-1B, IL-6, TNF-a und IFN-y
Konzentrationslevel in den Lungen im Vergleich zu nicht-asthmatischen C57BL/6 Mausen
(Abbildung 16). Hingegen zeigten die asthmatischen Mause aus unserem praklinischen
Modell eine leichte erhdhte pro-inflammatorische Immunantwort in den Lungen und in der
BAL-Flussigkeit, obwohl diese Unterschiede nicht signifikant waren (Abbildung 18, Abbildung
19). Die niedrigere pro-inflammatorische Immunantwort in den asthmatischen C57BL/6
Mausen korreliert mit erhdhtem Uberleben. Eine erhdhte IL-6-Expression beim Menschen
korrelierte mit einer erhdhten Pathogenitat wahrend einer Influenza-Infektion (156,160). Dies
korreliert mit unseren Befunden, dass Zytokine wie IL-6, TNF-a, IFN-y in der Lunge oder in

der BAL-Flussigkeit von asthmatischen 1SB6F1-Mausen leicht erhéht waren.

Hingegen zeigten die nicht-asthmatischen und asthmatischen C57BL/6 Mause vergleichbare
IL-4 und IL-13 Konzentrationslevels in den Lungen (Abbildung 16). Da die Th2 Zytokine (IL-4

und IL-13) in den Lungen von nicht-asthmatischen und asthmatischen C57BL/6 Mausen
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vergleichbaren waren, kann die Herunterregulierung der pro-inflammatorischen und Th1
Zytokine nicht auf eine Uberexpression der Th2 Zytokine zurlickgefiihrt werden.
Interessanterweise war IL-13 in unseren praklinischen asthmatischen Mausen an 6 Tagen
p.i. im Vergleich zu nicht-asthmatischen Mausen signifikant erhoht. Wir vermuten, dass diese
erhdhte [L-13 Expression durch die beobachtete Mukus Hyperproduktion und die
virusinduzierte Asthma-Exazerbation bedingt sein konnte. Es wird spekuliert dass anti-
inflammatorische Zytokine wie das IL-10 als Antwort auf eine Epithel Beschadigung
produziert werden (74). Die asthmatischen 1SB6F1 Mausen zeigten 3 Tage p.i. hdhere IL-10
Levels in der BAL-Flussigkeit im Vergleich zu nicht-asthmatischen Mausen. Diese Erh6hung
konnte erst an Tag 6 p.i. in der BAL Flussigkeit von infizierten asthmatischen C57BL/6
Mausen beobachtet werden. Wir vermuten, dass die frihere IL-10 Expression in der BAL
Flissigkeit einen Indikator von erhohten Epithelschadigungen im 1SB6F1 Modell im
Vergleich zu dem C57BL/6 Mausmodell darstellt. In den Lungen beider Mausmodelle
konnten niedrigere IL-10 Konzentrationen in den asthmatischen Mausen im Vergleich zu
nicht-asthmatischen Mausen beobachtet werden. Wir spekulieren, dass in der gesamten
Lunge andere Faktoren oder andere immunregulatorische Zytokine bei der Modellierung der

Entzindung bei asthmatischen Mausen eine Rolle spielen kdonnten.

5.5 Veranderte OVA-spezifische IgE Konzentration im
asthmatischen Mausen nach IAV Infektion

Aufgrund ihrer Kapazitdt der angeborenen Immunsystems zu steigern, sind Antikérper
wichtige Komponenten der Aktivierung des Immunsystems. Levels von gesamten und
allergen-spezifischen IgE im Serum wurde lange als Marker fir atopisches Asthma und
Asthma- Exazerbationen im Verbindung gebracht (74). Allergene férdern die Bildung von IgE
und IgG1 und die systemischen Antikdrperlevel kdnnen als Marker fir die B-Zellenantwort in
der primar lymphatischen Organe dienen (163). Wir untersuchten die OVA spezifischen IgE
Level im Serum von C57BL/6 und 1SB6F1 Mausen an den Tagen 3 und 6 nach Infektion mit
dem 2009 pH1N1 IAV. Wir konnten zeigen, dass die Allergen Sensibilisierung und Challenge
zu einer erhdhten IgE Produktion im Serum von asthmatischen C57BL/6 Mausen und von
1SB6F1 Mausen fuhrte (Abbildung 22, Abbildung 23).

Die Infektion allein mit dem 2009 pH1N1 fuhrte wie erwartet nicht zu einer erhdhten OVA
spezifischen IgE Level im Serum. Wir konnten zudem beobachten, dass die Infektion in den
asthmatischen C57BL/6 und 1SB6F1 Mausen zu einer Reduktion der IgE Levels 3 Tage p.i.
im Vergleich zu den Asthma-Kontrolltieren fuhrte. Interessanterweise stieg die IgE
Konzentration in den C57BL/6 Mausen an Tag 6 p.i. nicht jedoch in unserem 1SB6F1
Mausmodell. Im Gegenteil war die IgE Konzentration niedriger als 3 Tage p.i. (Abbildung 23).

Studien, welche einen Resistenz von asthmatischen Mausen gegenilber einer Influenza
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Infektion zeigten, zeigten ebenfalls eine erhéhte mukosale und systemische gesamte IgE
Antwort wahrend des gesamten Krankheitsverlaufs einer Infektion mit pandemischer
Influenza (164). Dies korreliert mit unseren IgE Daten aus dem C57BL/6 Mausmodell, wo wir
eine Erhdhung der IgE Konzentration im Serum 6 Tage p.i. beobachtet haben. Diese Daten
sprechen fur eine wichtige Rolle von IgE hinsichtlich des Krankheitsverlaufs. Es wurde
gezeigt, dass Influenza ebenfalls in der Lage ist nicht-spezifisches IgE im Serum zu
produzieren (165). Um die Rolle von IgE in Asthmatikern infiziert mit dem 2009 pH1N1 1AV
endgultig aufzuklaren, ware es ebenfalls notig die gesamte IgE Konzentration im Serum und
im BAL zu untersuchen. Da die IgG1 und IgG2a im Verbindung mit IAV gebracht werden und
die IgA Produktion Teil der mukosalen Immunantwort von Asthma und Influenza ist, kénnte
man zusatzlich als Kontrolle die IgG und IgA Konzentrationen im Serum und BAL
Uberprufen.

Eine andere Hypothese, die die erhdhte IgE Konzentration im Serum von Asthmatiker
erklaren konnte, ware die Corticosteroid Gabe als Asthma-Behandlung. Es wurde gezeigt,
dass eine Corticosteroid Gabe bei Asthmatiker zu einer Erhéhung der IgE Levels im Serum
fuhrt (163,164). Die epidemiologischen Daten von Asthmatikern wahrend der 2009 pH1N1
waren nicht immer eindeutig in Bezug auf die Corticosteroid Gabe. Nach unseren
Kenntnissen wurde ebenfalls kein direkter Effekt von Corticosteroid auf den Influenza
Krankheitsverlauf gezeigt. Aber in diesem Kontext, konnten unseren Daten auf einen
potentiell indirekten protektiven Effekt von Corticosteroiden durch die Erhdéhung der IgE
Konzentration im Serum auf den Influenza Krankheitsverlauf deuten. Es bedarf, um diese
Hypothese zu bestéatigen, weiteren Experimenten. Vergleicht man die C57BL/6 Maus mit
unserem 1SB6F1 Mausmodell, lassen unsere Daten vermuten, dass allergen-spezifische IgE
eine mogliche schitzende Rolle gegenuber einer Influenza Infektion in Asthmatikern haben

konnte.

5.6 Mannliche asthmatische 1SB6F1 Mausen zeigen keinen
Unterschied in der Pathogenitat im Vergleich zu nicht-
asthmatischen Mausen

Asthma- und Allergieerkrankungen zeigen einen Geschlechtsdimorphismus. Es wurde
gezeigt, dass im Kindesalter Jungen im Vergleich zu Madchen eine erhohte Asthma
Pravalenz zeigen. Dies andert sich aber nach der Pubertat von einer hohen Pravalenz in
Jungen zu einer hohen Pravalenz im Madchen. Im Erwachsenalter ist die Asthmapravalenz
bei Frauen héher als bei Mannern und Frauen sterben auch oéfter an Asthma als Manner
(101). Nach unserem Wissen, haben sich alle bisherigen Publikationen in Asthma und
Komorbiditatsforschung auf weiblichen Mausen fokussiert. Die Auswirkung von Asthma auf

eine Influenza Infektion bei mannlichen Mausen ist bis heute unklar. Wir wollten in unserem
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praklinischen Modell diesen Geschlechtsunterschied wahrend einer Influenza Infektion
untersuchen. Hierfir wurden in mannlichen 1SB6F1 Mausen, Asthma induziert und die
Mausen anschlielend mit dem 2009 pH1N1 IAV infiziert.

Wir konnten kein Unterschied in der Mortalitdt zwischen mannlichen asthmatischen und
mannlichen nicht-asthmatischen 1SB6F1 Mausen beobachten, obwohl die asthmatischen
Mause leicht mehr Gewicht verlieren als die nicht-asthmatischen Mause. Es konnte kein
Unterschied in der Viruslast in den Lungen und in BAL-Flussigkeiten zwischen mannlichen
asthmatischen und nicht-asthmatischen Mausen beobachtet werden. Mannliche
asthmatische Mause scheinen vor einer Influenza Infektion geschitzt zu werden, und dieser
Schutz wird nicht durch eine verringerte Viruslast vermittelt. Zudem zeigen mannliche
asthmatische Mausen eine ahnlich hohe IgE Konzentration im Serum an Tagen 3 und 6 nach
einer Influenza Infektion. Es wird vermutet, dass Testosteron einen Einfluss auf die IgE
Produktion hat (168), welches die beobachteten Geschlechtsunterschiede in den IgE
Mengen erklaren kénnte. Es sind weitere Experimente erforderlich, um die Immunantwort bei
asthmatischen mannlichen Mausen im Vergleich zu weiblichen Mausen zu untersuchen. Es
ware zudem interessant, den Einfluss von Testosteron auf das Immunsystem bei
asthmatischen mannlichen Mausen wahrend einer Infektion mit 2009 pH1N1 [AV zu

analysieren.

5.7 Asthmatische 1SB6F1 Mause zeigen erhohte angeborene und
humorale Immunantwort

Ein Ziel dieser Arbeit war es mdgliche Signalwege oder zellularen Faktoren zu identifizieren,
welche die Unterschiede in der Pathogenitat zwischen asthmatischen C57BL/6 Mausen und
den allogenen 1SB6F1 Mausen erklaren kdénnten. Der Vergleich der Transkriptomanalyse
der Lungen von C57BL/6 und 1SB6F1 Mausen zeigte eine sehr hohe Anzahl von signifikant
und differenziell exprimierten Genen. Daher wurde der Cut-off fir die Signifikanz in unserer
Analyse auf log2FoldChange <-2 oder 22 gesetzt. Dies kdnnte erklaren, dass einige Gene,
die am pro-inflammatorische Signalweg beteiligt sind, in dieser Analyse nicht vorhanden
sind. Es konnte trotzdem an Tag 3 p.i. gezeigt werden, dass bei asthmatischen 1SB6F1
Méausen im Vergleich zu asthmatischen C57BL/6-Mausen eine erhdhte Expression an Genen
beteiligt in der angeborene Immunantwort und Leukozyten-Chemotaxis zeigen. Die
Leukozyten Migration in den Lungen ist Teil einer gut funktionierenden Immunantwort und
ein wichtiger Pathogenitatsfaktor. Zusatzlich waren pro-inflammatorische Chemokine,
assoziiert mit der Abwehr gegen eine virale Infektion im 1SB6F1 Model Tag 6 p.i.
hochreguliert Eine Ausnahme dieser erhdhten Expressionsmuster stellte der Marker fur
regulatorische T-Zellen (ll2ra Gene) dar. Wir konnten ebenfalls in der Zytokinemessung

beobachten, dass 3 Tage p.i. die Konzentration des anti-regulatorischen Zytokins IL-10 in
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den Lungen, aber nicht in der BAL-Flissigkeit von 1SB6F1 Mausen reduziert war. Wir
vermuten, dass in der Asthma und Influenza Komorbiditat, die anti-inflammatorische Wirkung
aufgrund von Epithel Schadigung am Bestens in der BAL-Flissigkeit der Lungen gemessen
wird. Es ware interessant andere immunregulatorische Zytokine in der BAL-Flussigkeit
und/oder Lungen von asthmatischen Mausen zu untersuchen.

Die Transkriptomanalyse von Interferon-stimulierenden Genen zeigte eine stark erhéhte
Expression von pro-inflammatorischen und TLR-Signalwege Gene in Asthma-Kontrolle
1SB6F1 Mausen im Vergleich zu C57BL/6 Mausen. Wir konnten leider diese Erhdhung in
der Zytokine Messung aus der BAL-Flussigkeit und der Lungen nicht beobachten.
Interessanterweise waren pro-inflammatorische Gene, Interferon-induzierte Gene und NF-
kB-Signalweg-beteiligte Gene in den asthmatischen 1SB6F1 Mausen im Vergleich zu
C57BL/6 Mausen nach der Influenza Infektion hochreguliert. Wir konnten diese Erhdhung
ebenfalls in der Zytokinkonzentration beobachten. Es ware interessant, diese
hochregulierten Genen in einer quantitativen Echtzeit-PCR oder real-time quantitative PCR

zu untersuchen und zu bestatigen.

Darilber hinaus ergab der Vergleich von asthmatischen C57BL/6 und asthmatischen Mausen
aus unserem praklinischen Mausmodell einen wesentlichen Unterschied in der Expression
des Immunglobulin-verwandten Gens wahrend des Verlaufs der Influenza-Infektion. Die
Immunglobulin-verwandten Gene waren in den 1SB6F1 Mausen im Gegensatz zu dem
C57BL/6 Mausen an Tag 3 p.i. hochreguliert und an Tag 6 Tage herunterreguliert (Abbildung
32A und B). Diese Daten korrelieren mit den OVA spezifische IgE Expressionsleveln im
Serum und sprechen fir eine wichtige Rolle von Immunglobulin, besonders von IgE bei der

Pathogenitat von Influenza in asthmatischen Mausen.

5.8 Anti-lgE Behandlung fuhrt zu erhohter Pathogenitat in
asthmatischen C57BL/6 Mausen

Um die potentiell schitzende Rolle von IgE in Asthmatikern nach einer Influenza zu
untersuchen, wurde in weiblichen C57BL/6 Mausen Asthma induziert. AnschlieRend wurden
diese mit einem Anti-IgE Antikdrper behandelt und infiziert. Wir konnten eine niedrige IgE
Konzentration im Serum nach der Behandlung im Vergleich zu den Asthma-Kontrolltieren
nachweisen. Wir spekulieren, dass eine Reduktion der allergenspezifischen IgE-
Konzentration im Serum von asthmatischen Mausen im Verlauf einer Influenza-Infektion die
erhohte Mortalitat bei weiblichen asthmatischen Mausen vermitteln konnte. Wir konnten
zeigen, dass die Behandlung von asthmatischen C57BL/6 Mausen mit einem Anti-IgE
Antikdrper zu einer erhdhten Pathogenitat und Mortalitdt nach der Infektion mit dem 2009

pH1N1 fUhrt. Dies lasst auf eine starke Korrelation zwischen der IgE-Konzentration im Serum
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und der erhdhten Pathogenitat bei asthmatischen Mausen vermuten. Verschiedene
Faktoren, wie Geschlechtshormone oder Corticosteroide sind in der Lage, die IgE Level in
asthmatischen Tieren und Menschen zu erhohen. Die Untersuchung von Hormonen wie zum
Beispiel das Testosteron in asthmatischen Mausen kdnnte weitere Erkenntnisse Uber das
Zusammenspiel zwischen IgE, Asthma und Influenza geben. Es sind noch weitere
Experimente noétig, um die Rolle der IgE Expression und den zugrundeliegenden

Mechanismen im Influenza Krankheitsverlauf bei Asthmatikern endgultig zu klaren.
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6 Zusammenfassung

Epidemiologische Analysen haben wiederholt gezeigt, dass Asthma die haufigste
Komorbiditat bei hospitalisierten Patienten wahrend der 2009 Influenza Pandemie war
(47,59,60). Obwohl Asthma als Komorbiditat fur einen schweren Influenza Infektionsverlauf
angesehen wird, gibt es mehrere widersprichliche klinische Daten bezlglich der Korrelation
von Asthma und einem erhdhten Risiko fur schwere Influenza Erkrankungsverlaufe. In dieser
Arbeit wurden zwei weibliche Asthma Mausmodelle etabliert, um die Auswirkungen von
zugrundeliegendem Asthma bronchiale auf den Krankheitsverlauf einer Infektion mit
pandemischen H1N1 Influenza A Virus (pH1N1 IAV) aufzuklaren. Zum einen wurde ein
syngenes weibliches C57BL/6 Mausmodell und zum anderen ein allogenes 1SB6F1
Mausmodell verwendet. Wir konnten im Gegensatz zu den asthmatischen C57BL/6 Mausen,
in unseren pra-klinischen 1SB6F1 Mausmodell einen erhdhten Gewichtsverlust und
Mortalitat im Vergleich zu den nicht-asthmatischen Mausen nach Infektion mit 2009 pH1N1
beobachten. Zudem zeigten asthmatische 1SB6F1 Mause erhohte zellulare Infiltration und
Mukusproduktion im Vergleich zu den nicht-asthmatischen Mausen und den asthmatischen
C57BL/6 Mausen. Interessanterweise war die IgE Konzentration in unserem 1SB6F1
asthmatischen  Mausmodell niedriger als in den asthmatischen C57BL/6.
Transkriptomanalyse der Lungen nach Influenza Infektion zeigten, dass asthmatische
1SB6F1 Mause eine erhdhte angeborene und humorale Immunantwort, sowie hochregulierte
pro-inflammatorische, Interferon-induzierte und NF-kB-Signalweg-beteiligte Gene im
Vergleich zu C57BL/6 Mause haben. Darliber hinaus wurde eine Dysregulierung der
Immunglobulin-verwandten Gene in den 1SB6F1 Mausen im Gegensatz zu dem C57BL/6
Mausen. AuRerdem flihrte die Behandlung von asthmatischen C57BL/6 Mausen mit einem
Anti-IgE Antikorper zu einer erhdhten Pathogenitat und Mortalitdt nach Infektion mit 2009
pH1N1 IAV. Zusammenfassend konnten wir in dieser Arbeit, nach unserem Wissensstand,
ein neues allogenes 1SB6F1 Mausmodell etablieren, welches die Klinik der 2009 pH1N1
Influenza widerspiegelt. Das allogene Mausmodell erlaubt uns zu untersuchen, weshalb
Asthmatiker eine Hochrisikogruppe fur einen schweren Infektionsverlauf darstellen. Die
allogen asthmatischen 1SB6F1 Mause zeigen nach Infektion mit 2009 pH1N1 IAV eine
erhohte Pathogenitat, sowie eine erhdhte angeborene, humorale und pro-inflammatorische
Immunantwort im Vergleich zu den nicht-asthmatischen 1SB6F1 und asthmatischen
C57BL/6 Mausen. Unsere Studien deuten darauf hin, dass die erhohte Letalitat in
asthmatischen 1SB6F1 Mausen teilweise auf eine erhdhte zellulare Infiltration und erhdhte
Inflammation in den Lungen zurlckzufihren ist. Zudem lassen die erhdhte Pathogenitat und
Mortalitat in den infizierten asthmatischen C57BL/6 Mausen nach Behandlung mit einem
Anti-IgE Antikdrper auf eine starke Korrelation zwischen der IgE-Konzentration im Serum

und der erhéhten Pathogenitat bei asthmatischen Mausen schlieRen.
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7 Summary

Epidemiological analyses have repeatedly shown that asthma was the most common
comorbidity in hospitalized patients during the 2009 influenza pandemic (47,59,60). Although
asthma is considered comorbidity for a severe influenza infection course, there are several
conflicting clinical data on the correlation between asthma and an increased risk of severe
influenza disease progression. In this work two female asthma mouse models were
established to elucidate the effects of underlying bronchial asthma on the course of
pandemic H1N1 influenza A virus (pH1N1 IAV) infection. A syngeneic female C57BL/6
mouse model and an allogeneic 1SB6F1 mouse model were used. In contrast to the
asthmatic C57BL/6 mice, we observed an increased weight loss and mortality in our pre-
clinical 1SB6F1 mouse model compared to the non-asthmatic mice after infection with 2009
pH1N1. In addition, asthmatic 1SB6F1 mice showed increased cellular infiltration and mucus
production compared to the non-asthmatic mice and asthmatic C57BL/6 mice. Interestingly,
the IgE concentration in our 1SB6F1 asthmatic mouse model was lower than in the asthmatic
C57BL/6 mice. Transcriptome analysis of the lungs after influenza infection showed that
asthmatic 1SB6F1 mice have an increased innate and humoral immune response, as well as
upregulated genes involved in pro-inflammatory, interferon-induced and NF-kB signaling
pathway compared to C57BL/6 mice. In addition, a dysregulation of immunoglobulin-related
genes was observed in the 1SB6F1 mice in contrast to the C57BL/6 mice. Furthermore,
treatment of asthmatic C57BL/6 mice with an anti-IgE antibody resulted in increased
pathogenicity and mortality after infection with 2009 pH1N1 IAV. In summary, to our
knowledge, we were able to establish a new allogeneic 1SB6F1 mouse model that reflects
the clinical finding during the 2009 pH1N1 influenza. The allogeneic mouse model allows us
to investigate why asthmatics represent a high-risk group for a severe course of infection.
The allogeneic asthmatic 1SB6F1 mice show increased pathogenicity and an enhanced
innate, humoral and pro-inflammatory immune response after infection with 2009 pH1N1 |AV
compared to the non-asthmatic 1SB6F1 and asthmatic C57BL/6 mice. Our studies suggest
that the increased lethality in asthmatic 1SB6F1 mice is partially due to increased cellular
infiltration and increased inflammation in the lungs. In addition, the increased pathogenicity
and mortality in infected asthmatic C57BL/6 mice after treatment with an anti-IgE antibody
suggests a strong correlation between serum IgE concentration and increased pathogenicity

in asthmatic mice.
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8 Anhang

Tabelle 3: Cluster vom Vergleich der differentielle exprimierten Genen in weiblichen Asthma bronchiale
Mausmodellen 3 Tage p.i..
Die Gene wurden entsprechend ihrer Expression 3 Tage nach der Infektion im Cluster eingeteilt.

Cluster Gene symbol

A Bmp6, Cat, Cbr2, Cpm, Cyp2f2, Dixdc1, Fmo3, Olfml2a, Scgb3a2, Slc4a5

Acod1, Ccl2, Ccl3, Ccl7, Ccrb, Cfb, Emilin1, Fgl2, Ifi205, Ifi207, Itgam, Litaf,
B Mafb, Msr1, Mx1, Nfkbiz, Plekho2, Ptafr, Ptger4, Ptafr, Ptger4, Saa3, Serpina3n,
Steap4, TIr13, Tnfaip3, Vcam1

Semadd, Slc37a2, Coro2a, Slamf7, Ms4a4da, Timp1, Cd72, Basp1, Lrrc25,
Fcer1g, Mthfd2, Vav1, Tmem106a, Pirb, Gm36161, Cxcl16, Pstpip1, Themis2,

¢ Ms4a6c, Tap1, Rbm3, H2-D1, Slc7a8, Cd300If, Tgfbi, Dck, C3ar1, Grn, Epstit,
Apobec3, Lgmn, Lilrdb

D l12ra, Ms4a7, Ccl12, Aif1, Ackr1, II7r, Adam8, Rgs1, Pla2g7, Hk3, Slamf9,
Gm21188, Lpxn, Evi2a

E Apobec1, Cd177, Ch25h, Gadd45g, Ccr1, Tcirg1, SIfn2, Casp4, Psmb8,

Ms4a6d, Lcn2, Tgtp1, Mt2, Cxcl10

Tabelle 4: Top 10 der Gen-Ontologien der Cluster C, D und E 3 Tage p.i. in der Lungen von nicht-
asthmatischen und asthmatischen Mausen.
Gen-Ontologien wurden mittels der Online Tool Webgestalt hergestellt.

GO description size overlap pValue Gene symbol
Ackr1;Adam8;Aif1;Apobec1;Apobec3;C3
GO ar1;Casp4;Ccl12;Ccr1;Cd177;Cd300If;,Cx
defense response 1361 23 4.44E-16
0006952 cl10;Cxcl16;Fcer1g;l12ra;Lcn2;Pla2g7;Pst
pip1;Slamf7;Tap1;Themis2;Timp1;Vav1
Adam8;Aif1;Apobec3;C3ar1;Casp4;Ccl12
GO: ;Ccr1;Cd177;Cd300If;Cxcl10;Cxcl16;Fcer
immune response 1293 22 2.44E-15 ) )
0006955 1g;112ra;117r;Lcn2;Lpxn;Pirb;Pstpip1;Slamf
7;Tap1;Themis2;Vav1
GO: leukocyte Adam8;Aif1;C3ar1;Ccl12;Ccr1;Ch25h;Cx
200 12 1.12E-14
0030595 chemotaxis cl10;Cxcl16;Fcer1g;Lgmn;Pla2g7;Vav1
Go: Adam8;Aif1;C3ar1;Ccl12;Ccr1;Cd177;Ch
! leukocyte migration 315 13 9.35E-14 | 25h;Cxcl10;Cxcl16;Fcer1g;Lgmn;Pla2g7;
0050900
Vav1
GO: myeloid leukocyte Adam8;Aif1;C3ar1;Ccl12;Ccr1;Cd177;Cx
187 11 2.07E-13
0097529 migration cl10;Fcer1g;Lgmn;Pla2g7;Vav1
GO: Adam8;Aif1;C3ar1;Ccl12;Ccr1;Ch25h;Cx
cell chemotaxis 280 12 6.24E-13
0060326 cl10;Cxcl16;Fcer1g;Lgmn;Pla2g7;Vav1

109




Anhang

Adam8;Aif1;Apobec3;C3ar1;Ccl12;Ccr1;
regulation of
GO: Cd177;Cd300If;Cxcl10;Fcer1g;li2ra;ll7r;L
immune system 1230 19 2.44E-12 )
0002682 gmn;Lpxn;Pla2g7;Slamf7;Tap1;Themis2;
process
Vav1
Adam8;Aif1;Apobec3;Casp4;Ccl12;Ccr1;
GO: innate immune
665 15 5.14E-12 | Cd177;Cd300If;Cxcl16;Fcer1g;Lcn2;Pstpi
0045087 response
p1;Slamf7;Tap1;Vav1
GO: positive regulation Adam8;Aif1;C3ar1;Ccl12;Ccr1;Cd177;Cd
00026.84 of immune system 879 16 2.09E-11 | 300If;Cxcl10;Fcer1g;li2ra;lI7r;,Lgmn;Lpxn;
process Pla2g7;Themis2;Vav1
Ackr1;Adam8;Aif1;C3ar1;Casp4;Ccl12;C
GO: inflammatory )
640 14 4.69E-11 | cr1;Cxcl10;Fcer1g;li2ra;Pla2g7;Pstpip1;T
0006954 response
hemis2;Timp1

Tabelle 5: Top 10 der KEGG pathway aus der Genen der Cluster C, D und E 3 Tage p.i
Die Analyse wurde mittels Online Tool STRING 10.1 durchgefiihrt.

geneSet description size | overlap pValue gene symbol
mmuo4osg | CYiokine-cytokine 1, q 6 6.88E-04 Ccl12;Cer1;Cxcl10;Cxcl16;l12ra; I7r
receptor interaction
Chemokine
mmu04062 . . 199 5 7.81E-04 Ccl12;Ccr1;Cxcl10;Cxcl16;Vav1
signaling pathway
mmuodeez | D cell receptor 72 3 0.00238 Cd72;Pirb:Vav1
signaling pathway
mmuo4gt2 | Antigen processing | g, 3 0.00463 H2-D1;Lgmn;Tap1
and presentation
mmuoaes7 | -7 signaling 91 3 0.00463 Ccl12;Cxcl10;Len2
pathway
mmu05340 | Fnmary 36 2 0.00791 I7r:Tap1
immunodeficiency
Natural killer cell
mmu04650 mediated 118 3 0.0095 Fcer1g;H2-D1;Vav1
cytotoxicity
mmuosieg | CPStein-Barvirus o4, 4 0.01015 Cxcl10;Gadd45g;H2-D1; Tap1
infection
mmu05144 Malaria 49 2 0.01432 Ackr1;Ccl12
Human
mmu05163 cytomegalovirus 256 4 0.0146 Ccl12;Ccr1;H2-D1;Tap1
infection
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Abbildung 35: Expression vom differentiellen exprimierten Gene in der Lunge von nicht-asthmatischen
und asthmatischen Mausen 6 Tage nach Infektion mit dem 2009 pH1N1 IAV.

Die differentielle Expression von murine Gene wurde in der Lungen 6 Tage p.i. mittels RNA-seq analysiert. Nicht-
asthmatische und asthmatische Mause wurden mit 10° p.f.u des 2009 pH1N1 IAV infiziert. Kontrolltieren erhielten
PBS. Die Heatmaps zeigen die normalisierte Expression von differentiellen exprimierten Genen. Die Gene
wurden entsprechend ihrer Expressionsprofile in Cluster eingeteilt. Die hdchsten Expressionslevel wurden im rot
und die niedrigsten im blau dargestellt. Gezeigt werden die Ergebnisse aus mathematisch zusammengesetzter
Probe aus 3 Mausen pro Gruppe. Die obere und untere Grenze wurde auf log2Foldchange = +2 und 2 gesetzt.

Tabelle 6: Vergleich differentielle exprimierten Genen in weiblichen Asthma bronchiale Mausmodellen.
Die Gene wurden entsprechend ihrer Expression 6 Tage nach der Infektion in Gruppen eingeteilt.

Cluster Gensymbol
A Mx1, Selp, Vcam1, Tarm1, Serpina3g, Ccr5, Mafb, Lilr4db, Tgfbi, Slamf7,
Gatm, Tnip3, Ch25h, Sic7a8, C3ar1, Plag2g7, C1gb, C1qc
B Ms4a7, C1qa, Slc11a1, Ms4a6d, Ms4a6¢c
C Chad, Pon1, Cyp2f2
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Abbildung 36:Protein-Protein Interaktion von differentiell exprimierten Genen von nicht-asthmatischen
und asthmatischen Mausen nach 2009 pH1N1 IAV Infektion.

Gezeigt ist das Proteine-Interaktionsnetzwerk aus der Analyse der differentiell exprimierten Gene 6 Tage nach
Infektion. Das Netzwerk wurde mit Hilfe von STRING und Cytoscape hergestellt. Proteine mit keinem
beschriebenen Interaktionspartner wurden unten aufgelistet.

Top 10 gene ontology - 6dpi

50:0002250 adaptive immune response -

G0:0006952 defense response - |
G0:0002682 regulation of immune system process
GO0:0006955 immune response

G0:0045087 innate immune response
G0:0006958 complement activation, classic pathway

G0:0002460 adaptive immune response based on somatic recombination - 1
G0:0002455 humoral immune response mediated by circulating immunoglobulin

G0:0006956 complement activation
G0:0002684 positive regulation ofimmune system process

N 2 ™ © ® )
-log10(p-value)

Abbildung 37:Gen-Ontologie fiir biologische Prozess von dysregulierten Genen in asthmatische Mausen
6 Tage nach Influenza Infektion.

Weibliche asthmatische C57BL/6 und 1SB6F1 Mausen wurden mit 10° p.f.u. des 2009 pH1N1 IAV infiziert. Am
Tag 6 p.i. wurde aus drei Mausen pro Gruppe die Lungen entnommen, RNA isoliert und das gesamte
Transkriptom analysiert. Basierend auf den DEGs, sind die Top 10 angereicherten Gen-Ontologie flr biologische
Prozesse aus dem Vergleich von asthmatische C57BL/6 vs. asthmatische 1SB6F1 Mausen nach der Infektion
gezeigt. Die GO wurde entsprechend ihre p-Werte gezeigt.
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Tabelle 7: Gen-Ontologien der Lungen von nicht-asthmatischen und asthmatischen Mausen 6 Tage p.i..
Gen-Ontologien wurden mittels der Online Tool Webgestalt hergestellt.

GO description size overlap pValue Gene symbol
GO: adaptive immune Sic11a1;C1ga;C1qc;C1qgb;Slamf
0002250 response 397 8 3.45E-09 7;C3ar1;Serpina3g;Tarm1
GO Mx1;Pla2g7;Slc11a1;Selp;C1qa;
: defense response 1361 11 2.27E-08 C1qc;C1qgb;Slamf7;C3ar1;Tarm
0006952
1;Ccr5
. . . Pla2g7;Sic11a1;Selp;C1ga;C1q
GO: regulation of immune | 4, 10 1.27E-07 | ¢:C1qb:Slamf7;C3ar1;Tarm1:Ma
0002682 system process o
GO Mx1;Slc11a1;C1qa;C1qc;C1qb;
: immune response 1293 10 2.04E-07 Slamf7;C3ar1;Serpina3g;Tarm1;
0006955
Ccrb5
GO: . . Mx1;Slc11a1;C1qga;C1qc;C1qb;
0045087 innate immune response 665 7 3.26E-06 Slamf7:Tarm1
GO: complement activation, ) )
0006958 classical pathway 29 3 3.59E-06 C1ga;C1qc;C1ab
adaptive immune
response based on
GO: somatic recombination of Sic11a1;C1qa;C1qc;C1qgb;C3ar
0002460 immune receptors built 279 5 8.55E-06 1
from immunoglobulin
superfamily domains
humoral immune
GO: response mediated by ) )
0002455 circulating 40 3 9.63E-06 C1ga;C1qc;C1gb
immunoglobulin
GO complement activation 45 3 1.38E-05 C1qa;C1qc;C1gb
0006956 P ' qa19etiq
GO: positive regulation of Pla2g7;Sic11a1;Selp;C1ga;C1q
0002684 immune system process 879 / 2.03E-05 ¢;C1qb;C3ar1
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Abbildung 38: Expression von interferon-stimulierende Genen in den Lungen von nicht-asthmatischen
und asthmatischen Mausen 6 Tage nach Infektion mit dem 2009 pH1N1 IAV.

Die differentielle Expression von murine ISGs wurde |n der Lungen 6 Tage p.i. mittels RNA-seq analysiert. Nicht-
asthmatische und asthmatische Mause wurden mit 10° p.f.u des 2009 pH1N1 IAV infiziert. Kontrolltieren erhielten
PBS. Die Heatmaps zeigen die normalisierte Expression von differentiellen exprimierten Genen der angeborenen
Immunantwort mit antiviraler Aktivitat. Die Gene wurden entsprechend ihrer Expressionsprofile in Cluster
eingeteilt. Die héchsten Expressionslevel wurden im rot und die niedrigste im blau dargestellt. Gezeigt werden die
Ergebnisse aus mathematisch zusammengesetzter Probe aus 3 Mausen pro Gruppe. Die obere und untere

Grenze wurde auf log2Foldchange = +1und -1 gesetzt.
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G0:0002449 lymphocyte mediated immunity

G0:0002443 leukocyte mediated immunity

G0:0045953 negative regulation of natural killer cell mediated cytotoxicity
G0:0002716 negative regulation of natural killer cell mediated immunity
G0:0001911 negative regulation of leukocyte mediated cytotoxicity
G0:0006956 complement activation

G0:0072376 protein activation cascade

C1rb;C1s2;Cd59a
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Abbildung 39: Gen-Ontologie fiir biologische Prozesse von dysregulierten Genen in asthmatischen
Mausen 6 Tage nach Influenza Infektion.

Weibliche asthmatische C57BL/6 und 1SB6F1 Mause wurden mit 10° p.f.u. des 2009 pH1N1 IAV infiziert. 6 Tage
p.i. wurde aus 2 bis 3 Mausen pro Gruppe die Lungen entnommen, RNA isoliert und das gesamte Transkriptom
analysiert. Basierend auf die DEGs, sind die Top 5 angereicht Gen-Ontologie fiir biologische Prozesse aus dem
Vergleich von asthmatische C57BL/6 vs. asthmatische 1SB6F1 Mausen nach der Infektion gezeigt. Die GO aus
der Gene der Cluster 1 wurden rot dargestellt. Die GO wurde entsprechend ihre p-Werte gezeigt.
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