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1 Einleitung

1.1 Asthma - ein wachsendes Problem unserer Zeit

Anfallartig pfeifende Atmung, Husten, Brustenge, Atembeschwerden beim Sprechen bis hin
zur schweren Atemnot in Ruhe mit Sauerstoffmangel, durch diese Symptome kennzeichnet sich
Asthma bronchiale, eine chronische, meist entziindliche Erkrankung der Atemwege.
Charakteristisch — flr die Diagnose aber nicht zwingend erforderlich — ist zum einen eine
variable Verminderung des Atemflusses wéhrend der Exspiration, welche sich auf
atemwegserweiternde Medikamente verbessert, und zum anderen eine Hyperreagibilitat des

Bronchialsystems (1).

Im Kindesalter ist Asthma die haufigste chronische Erkrankung (4). Seit mehreren Jahrzehnten
steigt die Pravalenz von Asthma weltweit an. Infolge dessen gibt es aktuell Gber 300 Millionen
Betroffene (5). Nachdem die Zahl der Asthmatiker besonders in zahlreichen Industrienationen
waéhrend der zweiten Halfte des vergangenen Jahrhunderts auf ein hohes Niveau anstieg, scheint
der Pravalenzverlauf in diesen Landern ein Plateau (vgl. Abb. 1-1) erreicht zu haben (3,6-9).
Daten aus der aktuell groBten internationalen Studie zu Asthma und Allergien bei Kindern
(ISAAC) zeigen, dass sich die Pravalenz von Asthma-Symptomen, wie Husten und pfeifende
Atmung, bei Kindern in Hochprévalenzlandern wie Grof3britannien, Australien oder den USA
bis Gber 25 % bewegt (10).
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Abb. 1-1: Trends der Asthma-Pravalenz in Hoch-, Intermediér- und Niedrigpravalenz-
Landern; adaptiert aus (2,3)




Wesentlich deutlicher ausgepragt ist der aktuelle Pravalenzanstieg in bevolkerungsreichen
Entwicklungs- und Schwellenlédndern (vgl. Niedrigpravalenz-Lander in Abb. 1-1), da diese dem
Prévalenzverlauf industrialisierter Lander zeitlich verzdgert nachzukommen scheinen
(2,5,8,11). Beispielsweise erhohte sich die Zahl der 6- bis 7-jahrigen Kinder mit Asthma-
Symptomen uber die Jahrtausendwende jahrlich um 1,14 % im Iran, um 0,69 % in Costa Rica
und um 0,67 % in Tunesien (10). Diese ISAAC-Daten zeigen eindrucklich, dass sich die
Prognose der WHO aus dem Asthma-Report 2007, welche von einem Anstieg auf tber 400
Millionen Asthmatiker bis 2025 ausgeht, wahrscheinlich als zutreffend herausstellen wird (12).

Damit stellt Asthma ein schnell wachsendes, globales Problem dar (4,13,14).

Einhergehend mit einer steigenden Prdvalenz wéchst die durch Asthma verursachte soziale,
6konomische und finanzielle Last (14). Dabei kommt Asthma die Weltgemeinschaft teurer zu
stehen als HIV und Tuberkulose zusammen (14,15). Die jahrlichen Kosten durch Asthma in
Europa wurden nach dem Weiltbuch Lunge 2014 auf 33,9 Milliarden Euro geschétzt, wobei
der Produktivitatsverlust (z.B. Eltern, die aufgrund erkrankter Kinder nicht arbeiten kdnnen)
den groBten Anteil des volkswirtschaftlichen Schadens darstellt (16). Im Vergleich dazu belief
sich die Schatzung 2003 auf 17,7 Milliarden Euro (17). Innerhalb eines Jahrzehnts sind die
Kosten in Europa um 91,5 % angestiegen. Die Grunde hierfur liegen nicht allein an der
Entwicklung der Asthma-Prévalenz, sondern auch an neuen, teuren Therapiemdglichkeiten wie
Antikdrpertherapien mit Kosten von weit dber 10.000 Euro pro Patient und Jahr (18). Diese
Kosten werden bei Asthmatikern durch haufig bestehende Komorbiditaten, wie weiteren
Allergien und (Lungen-) Infektionen, aggraviert (19,20). Pravention und effektive Behandlung
von Asthma stellen somit auch einen bedeutenden gesellschaftlichen Gewinn dar.

Voraussetzung dafir ist es, die Erkrankung und ihre Ursachen besser zu verstehen.



1.2 Asthma — eine Erkrankung mit vielen Gesichtern

Asthma ist eine heterogene Erkrankung, die in verschiedene Phénotypen eingeteilt werden kann
(vgl. Abb. 1-2) und durch das gemeinsame Merkmal einer chronischen Atemwegsentziindung
gekennzeichnet ist (21-23). Die zwei héufigsten Phanotypen sind das allergische Asthma und
das nichtallergische Asthma (24). Im Kindesalter ist das allergische Asthma die vorherrschende
Form (25,26).

/
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Abb. 1-2: Vergleich von Asthma-Phéanotypen im Kindesalter (Bild oben) mit Phanotypen
im Erwachsenenalter (Bild unten); * = perimenstruell; adaptiert aus (25)

Herangezogen flr die phanotypische Unterteilung von Asthma werden oft klinische Faktoren
(hdufige Exazerbationen, ausgepragte oder fixierte Atemwegsobstruktion, Therapieresistenz,

Alter), auslosenden Faktoren (allergisch, bei Anstrengung, NSAR-induziert, perimenstruell)
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sowie inflammatorische Merkmale (eosinophil, neutrophil, paucigranulozytar). Eine
zunehmende Wichtigkeit wird molekularen und genetischen Markern zugeschrieben (27). Trotz
beachtlicher Fortschritte, die bereits auf der Suche nach den Ursachen fiir Asthma erzielt
wurden, bleiben Fragen der Asthmapathogenese, wie zum Beispiel nach den urséchlichen
Mechanismen des Pravalenzverlaufs (vgl. Abb. 1-1), bislang unbeantwortet. Sicher ist jedoch,
dass erstens Umweltfaktoren, zweitens genetische Faktoren und drittens die Interaktion dieser

Faktoren die Entstehung und den Verlauf von Asthma mafRgeblich bestimmen (28).

Zum Ersten lasst die steigende Pravalenz in zunehmend urbanisierten Entwicklungs- und
Schwellenldndern vermuten, dass bestimmte Umwelteinflisse (z.B. Feinstaub, Ozon,
organische Verbrennungsprodukte, fliichtige Verbindungen aus Kunststoffen und diverse
Medikamente) die Entstehung von Asthma durch allergisierende und direkte toxische Effekte
beginstigen (29,30). Dafur spricht auch, dass in Europa mindestens 20 % aller
Asthmaerkrankungen im Kindesalter durch Tabakkonsum im direkten Umfeld des Kindes
verursacht werden (31). Weitere Risikofaktoren fir Asthma sind Friihgeburtlichkeit, schwere
RSV-Infektionen in friher Kindheit, Ubergewicht sowie elterliches Asthma. Zu den
protektiven Umweltfaktoren, die mit einem verminderten Asthma-Risiko assoziiert sind,
gehoren eine friichte-, gemuse- und fischreiche Ernéhrung sowie das ausschliel3liche Stillen
wahrend der ersten drei Lebensmonate (32,33). Ein weiterer sehr gut untersuchter protektiver
Faktor ist ein béauerliches Umfeld fir das Kind (32,34). Bereits 1989 wurde die
epidemiologische Beobachtung, dass Kinder aus einem ,sauberen Umfeld haufiger an
Asthma, Allergien und chronisch-entziindlichen Erkrankungen leiden, erstmals als ,,Hygiene-
Hypothese* festgehalten (35,36).

Zum Zweiten sind mittels genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) Einzelnukleotid-
Polymorphismen (eng. Single Nucleotide Polymorphisms, SNPs) in bestimmten Genregionen
identifiziert worden, die mit dem Auftreten von Asthma oder bestimmten Asthma-Phanotypen
assoziiert sind. SNPs sind Varianten (im weiteren Sinne Mutationen) der DNA, die in einem
relevanten Anteil der Bevolkerung (Uber 1 %) vorkommen (37). Die Ergebnisse der bisher
umfangreichsten GWA-Studien zu Asthma mit mehr als 25.000 (2010) und mehr als 140.000
(2018) Genproben zeigten Assoziationen von Asthma mit SNPs auf Chromosom
2 (ILIRL1/IL18R1), 5(IL13), 6 (HLA-DQ), 9(IL33), 12 (STAT6), 15 (SMADB3),
17 (ORMDL3/GSDMB) und 22 (IL2RB) (38,39). SNPs in der 5g31-Region, welche die
genetische Information fir Interleukine und Rezeptoren des Immunsystems enthalt, sind mit

erhdhten Serum-IgE-Spiegeln assoziiert und werden daher mit der Entstehung des allergischen
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Asthmas und Atopien in Verbindung gebracht (40-43). Besondere Aufmerksamkeit verdienen
SNPs im Bereich von ORMDL3 auf Chromosom 17qg21. Diese waren ausschlieBlich mit
Asthma im Kindesalter (Krankheitsbeginn vor dem 16. Lebensjahr) assoziiert (44). Im
Erwachsenenalter féllt hingegen eine Assoziation mit HLA-DQ auf, was darauf hinweist, dass
sich die Genetik von Asthma im Kindes- und Erwachsenenalter unterscheidet. Allerdings kann
die Diagnose Asthma nicht allein einer Genregion zugeschrieben werden. Das
Erkrankungsrisiko fir Asthma wird im Gegensatz zu monogenetischen Erkrankungen (wie
Mukoviszidose, Hamophilie oder H&mochromatose) nicht durch ein einzelnes Gen, sondern
durch die Kombination verschiedener Gene bestimmt. Asthma ist somit eine polygenetische
Erkrankung, deren Vorhersage und phanotypische Einteilung sich lediglich anhand des
Genotyps schwierig gestaltet. Das liegt dartber hinaus an der Tatsache, dass ein einziger

Genotyp unterschiedliche Effekte auslosen kann.

Dies fhrt zum dritten Punkt, der Interaktion von Umwelt und Genetik. Es ware ein Irrtum zu
glauben, dass die identifizierten SNPs bei jedem Individuum zur gleichen Wirkung fiihren. So
gibt es SNPs die primér nur eine geringe oder Uberhaupt keine Assoziation mit Asthma
aufweisen, kommt aber ein bestimmter Umweltfaktor hinzu, lasst sich eine (verénderte)
Assoziation nachweisen. Beispielsweise sind Effekte der 17g21-Region auf das Asthma-Risiko
bei Kindern in Abhangigkeit davon unterschiedlich stark ausgeprégt, ob die Kinder auf dem
Bauernhof leben (45). Ein weiteres Beispiel liegt in der 5q31-Region, welche fur den CD14-
Rezeptor kodiert, der ein Bestandteil des angeborenen Immunsystems ist. Der Schutz vor
Asthma und anderen allergischen Erkrankungen durch den Konsum von Rohmilch ist groRer,
wenn ein bestimmter CD14-Genotyp vorliegt (46,47). Einen weiteren Umweltfaktor, fur den
eine solche Beziehung bekannt ist, stellt oxidativer Stress dar, beispielsweise ausgeldst durch
Tabakrauch oder Abgase. GST-Gene auf Chromosom 22g11 kodieren fiir wichtige Enzyme
(Glutathion-S-Transferasen) zur antioxidativen Verteidigung. Bei der Untersuchung maoglicher
Assoziationen zu Asthma fiel eine sehr grolRe Heterogenitat zwischen verschiedenen Studien
auf (48,49). Dies ist wahrscheinlich dem Umstand geschuldet, dass genetische Effekte nur in
bestimmten Subpopulationen zum Tragen kommen, wie zum Beispiel bei Kindern, die
Passivrauch exponiert sind (50). Interessanterweise kénnen Umwelteinfliisse nicht nur zu
variablen Effekten préexistierender Genvarianten, sondern auch zu direkten Veranderungen des
Erbguts fiihren. So sind beispielsweise Kinder, deren GroBmuttern wahrend der
Schwangerschaft geraucht haben, einem erhohten Asthma-Risiko ausgesetzt (51,52). Dieser

(epigenetische) Effekt tber mehrere Generationen besteht interessanterweise nur auf der

11



maternalen Seite, ein rauchender GroRvater vererbt kein messbar erhdhtes Asthma-Risiko an
seine Enkel. Diese Beobachtung unterstreicht nicht nur die enorme Wichtigkeit einer
Raucherentwohnung vor der Schwangerschaft, sondern ist auch ein Hinweis auf einen
geschlechtsspezifischen  Transfer genetischer Informationen und ein  zusatzlicher

Erklarungsansatz fir eine steigende Asthma-Pravalenz (52,53).

1.3 Asthma im Kindesalter — eine Erkrankung der Jungen

Trotz der komplexen Heterogenitit von Asthma hinsichtlich Genetik, Umwelteinfliissen und
Krankheitsauspragung ist in epidemiologischen Daten weltweit ein konsistentes Phdnomen
auffallend: VVor der Pubertat leiden Jungen hdufiger als Madchen an Asthma, wohingegen sich
das Pravalenzverhdltnis im Erwachsenenalter umkehrt (vgl. Abb. 1-3), dann sind Frauen
wesentlich haufiger von Asthma betroffen als Manner (54). Die genauen Ursachen fir diese
Beobachtung sind bisher unklar (55,56).
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Abb. 1-3: Frau-zu-Mann Préavalenzverhaltnis von Asthma tber das Lebensalter (54)

Geschlechtsspezifische Unterschiede hinsichtlich Préavalenz und Therapieansprechrate sind in
unterschiedlich starker Auspragung bei weiteren allergischen Erkrankungen ebenfalls zu
beobachten (57-60). Als mégliche Erklarungen fir dieses Phdnomen (vgl. Abb. 1-3) werden
hormonelle Unterschiede zwischen den Geschlechtern, geschlechtsspezifische Einflisse der
Umwelt oder geschlechtsspezifische Reaktion des Korpers auf Umwelteinflusse diskutiert (55).

Ein Erkenntnisgewinn tber die Ursachen geschlechtsspezifischer Unterschiede bei Asthma und
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Allergien birgt die Chance in Zukunft gezieltere (geschlechtsspezifische) Therapiemanahmen
sowie diagnostische Werkzeuge zu entwickeln und die Versorgung von vielen Patienten
substanziell zu verbessern.

1.4  Genetische Ursachen fiir Geschlechtsunterschiede bei Asthma

Tatsachlich sind Hinweise auf mogliche Ursachen fir die geschlechtsspezifischen Asthma-
Effekte im Genom zu finden (61). Am naheliegendsten wére die Suche nach verantwortlichen
Genen fur geschlechtsspezifische Effekte in gonosomalen Genregionen, dem X- und Y-
Chromosom. Erstaunlicherweise finden sich auf den Gonosomen keine Genregionen, fir die
sich eine signifikante Interaktion von Geschlecht und Asthma-Risiko nachweisen l&sst. Das
Manhattan-Diagramm in Abb. 1-4 zeigt die Auswertung einer genomweiten Analyse der
Interaktion von Geschlecht und Asthma-Risiko von 1361 Kindern, davon 703 Asthmatiker. In
der Grafik repréasentiert ein Punkt jeweils einen SNP. Je hoher ein Punkt im Diagramm
lokalisiert ist, desto signifikanter ist das geschlechtsspezifische Asthma-Risiko des
korrespondierenden SNPs.
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Abb. 1-4: Manhattan-Diagramm: Genomweite Interaktionsanalyse zwischen Geschlecht
und Risikopolymorphismen fur Asthma (56)
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Die hundert signifikantesten SNPs tber der horizontal verlaufenden Linie in Abb. 1-4 wurden
auf ihre mogliche funktionelle Relevanz hinsichtlich eines geschlechtsspezifischen Effekts hin
untersucht. Dabei wurden die SNPs im Promotor-Bereich des Gens DMRT1 (Doublesex and
mab-3 related transkriptionfactor 1, Chromosom 9p24.3) als besonders relevant identifiziert
(56). Diese Ergebnisse wurden in einer Reihe von unabhangigen Populationen europaweit

repliziert.

Die Genregion von DMRT1 stellt einen hoch konservierten Bereich der DNA dar. Seit mehreren
Hundert Millionen Jahren steuern DMRT-Proteine die sexuelle Differenzierung von Vielzellern
(62,63). Evolutiondr weit vom Menschen entfernte Lebewesen besitzen das Gen DMRT1 mit
vergleichsweise hoher Ubereinstimmung hinsichtlich des genetischen Codes und der
Peptidsequenz. Damit gehért DMRTL zu den Genen, die im Verlauf der Evolution in ihrer
Basenabfolge und méglicherweise auch in ihrer Funktion weitestgehend unverandert geblieben
sind. Hoch konservierte Genregionen haben gemeinsam, dass sie flr elementare Zellfunktionen
wie Energiebereitstellung, Zytoskelett-Aufbau, DNA-Reparatur- und Verpackung, RNA-
Prozessierung sowie fur Fortpflanzung eine Uberlebensnotwendige Rolle spielen (64). Eine
funktionelle Relevanz des Gens DMRT1 wurde fiir Menschen bisher nur im Hodengewebe
beschrieben, wo DMRT1 als Transkriptionsfaktor mit mindestens 7.593 DNA-Bindungsstellen
interagieren kann (65). Hier ist DMRTL1 an der geschlechtsspezifischen Zelldifferenzierung und
phéanotypischen Auspragung des mannlichen Geschlechts beteiligt (62,66,67). Das 9p-
Deletionssyndrom veranschaulicht diese Genfunktion eindrticklich. Fehlt das Gen DMRTL, so
kommt es trotz Vorlage eines XY-Karyotypen zur Ausbildung eines weiblichen
Phénotyps (68). Im Jahr 2015 wurde dieses als ,,sex-reversal* beschriebene Phdnomen bei einer
phéanotypisch weiblichen Patientin mit XY-Karyotyp festgestellt, welche eine erstmals
beschriebene R111G-Punktmutation im Gen DMRT1 aufwies (65).

Diese Erkenntnisse machen DMRT1 zwar zu einem glaubhaften Kandidaten fir einen
geschlechtsspezifischen Effekt, kdnnen aber seine Rolle bei Asthma nicht erklaren.
Bemerkenswerterweise konnte gezeigt werden, dass abhdngig von einem in Abb. 1-4
markierten DMRT1-SNP (rs3812523) signifikant weniger MCP-1 (Monocyte chemotactic
protein 1) in peripheren Blut Monozyten (PBMCs) translatiert wird (56). MCP-1 ist ein in die
Rekrutierung von T-Zellen involviertes Chemokin, das von Alveolarmakrophagen zur
Vermittlung von Entziindungsreaktionen und bei Hyperreagibilitit ausgeschittet wird (69-77).
Dies deutet auf eine immunologisch funktionelle Relevanz von DMRTL1 hin, nicht nur im

Hodengewebe. VOllig neu ist auch die Erkenntnis, dass DMRT1 bei pathologischen Prozessen
14



der Lunge exprimiert wird (vgl. Abb. 1-5). Liegt eine Lungenerkrankung wie die Idiopathische
Lungenfibrose, COPD oder Asthma vor, so sind DMRT1-Proteine immunhistochemisch in
Alveolarmakrophagen nachweisbar, wohingegen dies in einer gesunden Lunge nicht der Fall
ist (56). Interessanterweise scheint der Transkriptionsfaktor DMRT1 in der Lunge von
Asthmapatienten vornehmlich im Zytoplasma lokalisiert und nicht im Zellkern wie bei Sertoli-
Zellen links in Abb. 1-5.

Testis Kontroll-Lunge Asthma

10x ' 10x

aox 7 aox
Abb. 1-5:  Immunhistochemische Farbung fir DMRTL1 im Testis und in der Lunge (56)

Es stellt sich die Frage, wie DMRT1 in Alveolarmakrophagen moégliche immunologische

Funktionen austibt und damit geschlechtsspezifische Effekte bei Asthma verursacht.

1.5  Geschlechtsspezifische DMRT1-Effekte in Makrophagen?

Makrophagen der Lunge spielen eine entscheidende Rolle bei der Initiierung und Regulierung
pulmonaler Entziindungsreaktionen (78-80). Als zahlenméalig vorherrschende Immunzellen
der Lunge (ca. 70 %) vermitteln Makrophagen Entziindungsreaktionen bei Asthma durch
Sekretion immunmodulatorischer Zytokine und Orchestrierung der Neutrophilenmigration in
das Gewebe (81-85). Die Immunantwort auf inhalierte Antigene startet mit der
Antigenaufnahme durch phagozytierende Zellen wie Makrophagen und dendritische Zellen
(86). Es folgt die Migration dieser Zellen in lymphatisches Gewebe, um dort die
aufgenommenen Antigene zu présentieren und eine T-Zell-Antwort zu initiieren. Eine
inadédquate Immunantwort durch primédr harmlose Antigene bei Asthma kann mit einer

Fehlregulierung von Makrophagen in Zusammenhang gebracht werden (87-90). Bei der
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Betrachtung von Makrophagen der Lunge gilt es zu berticksichtigen, dass diese Zellpopulation
eine hohe Diversitat aufweist. So konnen Makrophagen der Lunge zum einen nach ihrer
Lokalisation in Alveolarmakrophagen und interstitielle Makrophagen unterschieden werden
(87). Zum anderen kann mittels Biomarker die Polarisation von Makrophagen in diverse
Subgruppen gemessen werden. Weit verbreitet ist die Unterscheidung in klassisch aktivierte
M1- und alternativ aktivierte M2a/b/c-Makrophagen (91). Einige Autoren beschreiben
Alveolarmakrophagen als eine heterogene Zellgruppe, deren phénotypische Auspragung als
Kontinuum anzusehen ist (88). Darlber hinaus unterscheiden sich Alveolarmakrophagen
aufgrund ihrer Herkunft in gewebsresidente (eng. tissue-resident alveolar macrophages, TR-
AMs) und von Monozyten abstammende migrierende MDMs, welche waéhrend
inflammatorischer Prozesse aus der Blutbahn rekrutiert werden (92). Trotz dieser bisher nur
unvollstandig verstandenen Diversitat deutet zunehmend mehr Literatur auf eine zentrale Rolle
von Makrophagen fir geschlechtsspezifische Asthmaeffekte hin, wie sie in Abschnitt 1.2
beschrieben sind (56,93-95). Jungen entwickeln im Kindesalter hdufiger Asthma als Madchen
und DMRT1 scheint in diesen Prozess involviert zu sein. Dies fuhrt zu zwei zentralen

Uberlegungen:

Zum einen stellt sich die Frage, ob bereits bekannte gonadale Zusammenhénge zwischen
DMRT1 und dem Steroidhormonmetabolismus auch in Makrophagen eine Rolle spielen
konnen. So fuhren unterschiedliche Geschlechtshormonkonzentrationen zu einer veranderten
gonadalen Expression von DMRT1 (96-98). Andersherum kann DMRT1 die Konzentration von
Geschlechtshormonen verandern, indem es das Enzym Aromatase (CYP19A1) herunterregelt,
welches die Umsetzung von Androgenen in Estradiol katalysiert (99-103). Effekte auf das
Immunsystem erscheinen plausibel, da fiir Ostrogene meist proinflammatorische und fiir
Androgene meist antiinflammatorische Wirkungen auf Makrophagen bekannt sind (104-107).
Daher ist es wenig verwunderlich, dass Ubergewicht sowohl bei Kindern als auch bei
Erwachsenen die Entwicklung von Asthma beglnstigt (108-110). Denn Ubergewichtige
produzieren aufgrund der in Adipozyten exprimierten Aromatase mehr Ostrogene (111,112).
Bei postmenopausalen Frauen unter dstrogenhaltiger Hormonersatztherapie wurde ebenso eine
erhohte Rate an Asthmasymptomen gezeigt (113). Eine mogliche Beteiligung von DMRT1 an
pathologischen Immunreaktionen kénnte also auch durch Veranderung der zellularen Antwort
von Immunzellen auf Steroidhormone vermittelt sein (114). Diese Art der Immunmodulation
durch Hormone extrazelluldren Ursprungs, die in ihrer Zielzelle direkt oder nach intrazellul&rer

enzymatischer Umwandlung ihre Wirkung entfalten, ist interessanterweise besonders fur
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Makrophagen gut beschrieben (93,106,114-118) und wurde als relevanter Mechanismus fir
geschlechtsspezifische Effekte bei Asthma explizit in diesem Zelltyp vorgestellt (94) .

Zum anderen stellt sich die Frage, ob es Umweltfaktoren gibt, welche die beobachteten
DMRT1-Effekte in Kindern ermdglichen bzw. beglinstigen. Bei der Betrachtung von
Umwelteinflussen auf die Immunfunktion ist besonders im Kindesalter die Differenzierung von
angeborenem und dem sich hinzu entwickelnden erworbenen Immunsystem von Relevanz
(119). Wéhrend das erworbene Immunsystem seine Starken durch die antigen-spezifische
Antikdrperbildung und durch den Erhalt von Gedachtniszellen ausibt, arbeitet das angeborene
Immunsystem durch die Identifizierung von Antigenen anhand bekannter Muster (120). Mittels
sogenannter Mustererkennungsrezeptoren (eng. Pattern Recognition Receptor, PRRS) werden
Pathogene anhand von definierten molekularen Mustern (eng. pathogen associated molecular
patterns, PAMPSs) erkannt, die sich tber Generationen hinweg als Bedrohung herausgestellt
hatten. Ein wichtiger Umweltfaktor, der mit der Exposition gegenuber den Prototypen einer
solchen Bedrohung einhergeht, ist das bauerliche Umfeld im friihen Kindesalter. Es ist bekannt,
dass Kinder, die auf dem Bauernhof aufwachsen, im Vergleich zur Allgemeinheit einem
groReren Keimspektrum und damit auch héheren Konzentrationen an Lipopolysaccharid, kurz
LPS, exponiert sind (121,122). Diese Kinder haben langfristig eine geringere
Wahrscheinlichkeit, Asthma und Allergien zu entwickeln (122-125).

LPS ist ein in der Umwelt ubiquitar vorhandener Zellmembranbestandteil gramnegativer
Bakterien und ein wichtiges Allergie-Adjuvans (126,127). Im Korper bindet LPS an das LPS-
Bindungsprotein  (LBP) und aktiviert in Monozyten und Makrophagen (ber
zellmembranstandige PRPs — in diesem Fall bestehend aus CD14/TLR4/MD-2 — die Produktion
von proinflammatorischer Zytokinen, Stickstoffmonooxid und Eicosanoiden (128). Bei der
Pathogenese von Asthma spielt es eine bemerkenswert paradoxe Rolle (129-131). Auf der
einen Seite ist seit den 1980er Jahren bekannt und inzwischen vielfach belegt, dass LPS klinisch
zu Giemen und allergischen Asthma-Exazerbationen fiihrt (132-134). Auf der anderen Seite
werden LPS protektive Effekte gegeniiber Asthma zugeschrieben, da Kinder vom Bauernhof

weniger wahrscheinlich Asthma entwickeln (135).

Ob geschlechtsspezifische Unterschiede bei der Asthmapathogenese durch LPS oder andere
allergisierende Substanzen verstéarkt oder verringert werden, ist nicht bekannt. Ein Einfluss ist
allerdings zu vermuten, da geschlechtsspezifische Reaktionen nach LPS-Stimulation in Mdusen

beschrieben wurden (136). Fir diese Vermutung spricht auch die geschlechtsspezifische
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Expression von Estrogenrezeptoren auf Stimulation mit LPS in von humanen Monozyten
abstammende Makrophagen (eng. monocyte derived macrophages, MDMs) (118). Dies lasst
die Hypothese zu, dass sich die Sensitivitat fur bestimmte Geschlechtshormone nach
Allergenexposition geschlechtsspezifisch verdndern kann und damit auch die Stdrke der
korrespondierenden Immunantwort. Ebenso stellt sich die Frage, ob DMRT1 an dem
Mechanismus beteiligt ist, durch welchen ein Bauernhof bzw. eine Exposition von LPS in der

friihen Kindheit vor Asthma schitzt.
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2 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, potenzielle immunologische Funktionen des Gens DMRT1
in  Makrophagen zu untersuchen. Dies geschah vor dem Hintergrund neuer
Forschungsergebnisse, welche auf eine geschlechtsspezifische Rolle von DMRT1 bei Asthma

im Kindesalter und immunologische Funktionen in Alveolarmakrophagen hinwiesen.

Um dieses Ziel zu erreichen, lag der Fokus dieser Arbeit auf den in Abschnitt 1.5 vorgestellten
Uberlegungen zur DMRT1-Interaktion mit Geschlechtshormonen und Allergenen. Dariiber
hinaus wurden das in Kapitel 1.4 préasentierte Ergebnis der immunhistochemisch
nachgewiesenen Expression von DMRT1-Proteinen im Zytoplasma von Alveolarmakrophagen
mittels Uberexpressionsexperimenten mikroskopisch genauer untersucht und Effekte der

Uberexpression gemessen. Konkret wurden folgende zentrale Hypothesen getestet:

1. DMRT1-mRNA ist in induziertem Sputum von Menschen nachweisbar.

2. Die Expression von DMRT1 in humanen Makrophagen-ahnlichen Zelllinien verandert
sich auf Stimulation des Immunsystems.

3. Die Expression von DMRT1 in humanen Makrophagen-ahnlichen Zelllinien verandert
sich auf Stimulation mit Geschlechtshormonen.

4. Die Uberexpression von DMRT1 verandert die Expression von MCP-1 und von
CYP19A1 in humanen Makrophagen-ahnlichen Zelllinien.

5. Nach Uberexpression des Transkriptionsfaktors DMRT1 in humanen Makrophagen-

ahnlichen Zelllinien ist eine Lokalisation im Zytoplasma nach Stimulation nachweisbar.

Die Aufklarung moglicher immunologischer Funktionen von DMRT1 in Makrophagen soll
langfristig einen Schritt in Richtung Prézisionsmedizin darstellen und weitere Entwicklungen
im Hinblick auf dringend benétigte neue Therapieansatze, verlassliche prognostische Marker
und eine geschlechtsspezifische Immuntherapie anstof3en. Dartiber hinaus soll diese Arbeit
Aspekte der geschlechtsspezifischen Asthmapathogenese beleuchten und sich daraus neu
ergebende Forschungsfragen erdrtern. Funktionelle Zusammenhénge in Makrophagen
zwischen dem Gen DMRT1 und mdéglichen immunologischen Funktionen wurden bisher nicht
untersucht. Die durchgefuhrten Experimente fuhrten zu einem besseren Verstandnis der Rolle
von DMRTL1 in Makrophagen.
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3 Material und Methoden

3.1  Ubersicht zur methodischen Vorgehensweise

Um die erste in der Zielsetzung genannte Hypothese zu testen, wurde Sputum von humanen
Probanden induziert, das Phagozytose-Verhalten der Zellen bestimmt und auf eine Expression
von DMRT1 mittels RNA-Isolation und anschlielender gPCR getestet. Die humanen
Monozyten/Makrophagen-Zelllinien THP-1, U937, HL-60 und Mono-Mac-6 (MM6) wurden
als Modelle fur Alveolarmakrophagen verwendet, um die Hypothesen zwei bis funf zu prifen.
Fur die Uberexpressions- und Lokalisationsexperimente zur Hypothese vier und finf wurden
drei DMRT1-Vektoren kloniert: Ein DMRT1-Vektor ohne Fusionsprotein sowie DMRT1 n- und
t-terminal mit tGFP (eng. turbo green fluorescent protein) getagt (vgl. Abb. 3-1). Die Zelllinien

wurden fir das zweite und dritte Ziel mit Allergenen und Geschlechtshormonen stimuliert.

/-\ * Induziertes Sputum
Hypothese 1 * Phagozytose-Assay

— *  RT-gPCR
Hypothese 2 Allergene . Zelllkultu.r
*  Stimulation
Hypothese 3
Hormone + RT-gPCR

#~ DVRT1 Uberexpression

nypot:ese £51 O - tEp * RT-gPCR
ypothese O O *  Mikroskopie

Abb. 3-1:  Ubersicht zur methodischen Vorgehensweise

Es wurde DMRT1 mittels der generierten Vektoren uberexprimiert und anschlieRend die
DMRT1- MCP1- und CYP19A1-Expression auf RNA-Ebene gemessen. Lasermikroskopische
Betrachtungen der mit tGFP versehenen DMRT1-Proteine erfolgten vor und nach Stimulation
mit LPS, mit dem Ziel eine vermutete Translokation von DMRTL1 aus dem Zellkern in das

Zytoplasma nach Stimulation nachweisen zu kénnen.
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3.2 Induziertes Sputum

Zur Induktion des Sputums wurde ein von Pizzichini im Jahr 1996 vorgestelltes, gut

untersuchtes Protokoll verwendet, welches als reproduzierbar und valide beschrieben

wurde (137). Das vielfach verwendete Protokoll gilt auch bei Kindern als sicher und

unbedenklich (138-140). Angewandte Abwandlungen des urspriinglich von Pizzichini

publizierten Protokolls werden im Verlauf erkléart und begriindet.

Induziert wurde Sputum bei zehn freiwilligen Probanden (60 % weiblich, 40 % ménnlich) ohne

Hinweis auf eine Infektion der Atemwege. Details zu den einzelnen Probanden sind Tabelle

3-1 zu entnehmen. ,,Asthma“ wurde hier definiert als behandlungsbediirftiges Asthma

bronchiale mindestens der Stufe 1 nach der Global Initiative for Asthma-Leitlinie 2016.

Nr. Geschlecht Alter Asthma Allergien Raucher/in
1 mannlich 24 nein nein nein
2 weiblich 29 nein nein ja

3 weiblich 24 ja nein nein
4 méannlich 24 ja nein nein
5 weiblich 24 nein nein nein
6 méannlich 44 nein nein ehemalig
7 weiblich 25 nein nein nein
8 mannlich 34 nein nein nein
9 weiblich 19 nein nein ja
10 weiblich 35 nein nein nein

Tabelle 3-1: Liste der Sputum-Spender

Mittels der nachfolgenden Arbeitsschritte wurde das Sputum induziert:

1. Messung und Dokumentation des Peak-Flows mittels Peak-Flow-Meter.

a.
b.

und schnellstmdgliche Exspiration (141).

Frau) auftrat, wurde kein Sputum induziert.

Es erfolgten drei Messungen, der beste Werte wurde notiert.

Die Messung erfolgte im Stehen nach vollstandiger Inspiration durch eine kraftige

Falls bei einem Messwert ein Ergebnis kleiner 80 % des alters-, geschlechts- und

groRenabhangigen Referenzwertes (z.B. 420 L/min fir eine 20-jéhrige, 160 cm grofRe

21




d. Falls bei spateren Messungen ein Abfall des Peak-Flows um mehr als 10 % des
Ausgangswertes erfolgte, wurde die Untersuchung abgebrochen.

Inhalation von 400 pg Salbutamol mit anschlieRender Wartezeit von 15 Minuten.

a. Inhaliert wurden vier Hiibe eines Salbutamol-Dosieraerosols mit 100 pg Salbutamol
pro Hub.

b. Besondere Beachtung wurde der korrekten Durchfihrung und vorhergehenden
Einweisung der Probanden geschenkt (142).

Erneute Messung und Dokumentation des Peak-Flows.

Inhalation von 3 % steriler Natriumchlorid-Lésung fur 7 Minuten mittels eines

Ultraschallverneblers. Die Verwendung von hypertoner Kochsalzlésung hat sich in

Voruntersuchungen gegentber der Verwendung von ausschliellich isotonischen

Losungen bewahrt (143).

a. Wahrend der Inhalation wurde normal weitergeatmet. Aus Sicherheitsgriinden sollte
keine Hyperventilation angestrebt werden.

b. Bei Auftreten von signifikantem Husten oder Beschwerden wie Unwohlsein wurde
die Untersuchung abgebrochen.

c. Verwendet wurde ein Ultraschallvernebler (Pariboy®) mit einer Ultraschallfrequenz
von ca. 1,7 MHz, einer durchschnittlichen PartikelgroBe (MMAD, Mass Median
Aerodynamic Diameter) von 3,9 um und einer Verneblungsrate von ca. 0,5 ml/min.

Nach der Inhalation erfolgte ein Auswaschen des Mundes mit Leitungswasser, um den

Anteil an Plattenepithel aus dem Mund-Nasen-Rachenraum im Sputum zu reduzieren.

Gegurgelt werden sollte nicht, da dabei versehentlich Sputum verloren gehen konnte. Zu

diesem Zeitpunkt wurde der Sputum-Donor darauf hingewiesen auf Sprechen zu

verzichten.

Nun erfolgte durch tiefes Husten die Gewinnung von Sputum, welches in ein 50 ml

Falcon-Rdhrchen aus Polypropylen gespuckt wurde.

a. Das Sputum sollte aus den Atemwegen kommen und nicht aus dem Mundraum.
Speichelreste konnten zuvor geschluckt oder ausgespuckt werden, daraufhin wurde
der Mundraum erneut mit Wasser gespuit.

b. Der Husten sollte bereits bei den ersten Versuchen produktiv sein, Sputum
hervorbringen und feucht klingen.

c. Nach etwa drei Versuchen oder wenn der Klang des Hustens trocken wurde, erfolgte
eine erneute Messung des Peak-Flows. Die Untersuchung wurde abgebrochen, wenn

der Messwert um mehr als 10 % zum Ausgangswert gefallen war.
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7. AnschlieBend folgte eine Erholungspause von zwei bis vier Minuten.

8. Die Schritte 4. bis 7. wurden nun mit 4 % und 5 % steriler Natriumchlorid-L6sung
wiederholt. Das gewonnene Sputum wird in das gleiche Falkon-Réhrchen hinzugegeben.
Zwischen den Messungen wird das Sputum im Falkon-Réhrchen auf Eis gelagert.

9. Das Sputum wurde innerhalb einer Stunde zlgig weiterverarbeitet, alle weiteren
Arbeitsschritte fanden stets auf Eis statt. Die Zentrifugationen wurden in einer auf 4 °C

vorgekuhlten Zentrifuge durchgefihrt.

Das Sputum wurde wie folgt weiterverarbeitet. Zunachst erfolgte die Selektion von weiRlichen
Sputum-Plaques in einer Petrischale, da dies gegenuber der Weiterverarbeitung des gesamten
Sputums den Anteil von Mukus verringert und somit die Durchfihrung von Downstream-

Experimenten erleichtert (144):

1. Das Gewicht des Sputums wurde ermittelt, indem das Gewicht des Falkon-Rohrchens mit
Sputum vom Eigengewicht des Falkon-Rohrchens subtrahiert wurde.

2. Das Sputum wurde in eine Petrischale auf Eis tUberfihrt.

3. Miittels einer 1000 ml Eppendorf-Pipette und einer Impfése wurden so viele Sputum-Plugs
wie moglich in ein neues Falkon-Réhrchen Uberflhrt. Klarer Speichel und zellfreier

mukaser Schleim verblieb in der Petrischale (vgl. Abb. 3-2)

Induziertes Sputum in der Petrischale

Phagozytose- RNA-
Assay Gewinnung

Abb. 3-2:  Ubersicht zum Verfahren mit den Sputum-Plugs (adaptiert aus (140))
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10.

11

Es wurde die vierfache Menge an frisch gemischtem Sputolysin® (Cat. No. 560000,
Millipore) mit destilliertem Wasser im Mischungsverhaltnis 1:9 hinzugegeben.
a. Das verwendete Sputolysin® bestand aus 10 mg/mL DTT (Dithiothreitol) zur
Auflésung der mukdsen Sputum-Bestandteile.
b. Die Zielkonzentration zur Sputolyse betrug 1 mg/mL DTT
Beispiel: Zu 2 g separiertem Sputum wurden 8 ml DTT-L6sung der Konzentration
1 mg/mL hinzugegeben.
Die Sputum-Plugs wurden sofern maglich mit einer 1000 pl-Pipette vorsichtig mehrmals
auf und ab pipettiert und fur 15 Sekunden auf hochster Stufe gevortext. Nun wurden die
Sputum-plugs erneut vorsichtig mehrmals auf und ab pipettiert (dies sollte nach dem
Vortexen moglich sein).
Anschlieend erfolgte die weitere Sputolyse durch Inkubation auf Eis im Kihlraum bei
4 °C mit einem Schttler mit 200 rpm fur 15 Minuten.
Nack Inkubation auf dem Schuttler folgte die Zugabe des doppelten Sputumgewichts an
auf 4 °C gekihltem PBS in das Falkon-Réhrchen (im Beispiel von Punkt 4b entsprechend
4 ml PBS).
Erneutes Vortexen fir 15 Sekunden zur Durchmengung des in Sputolysin geldsten
Sputums mit dem PBS.
Die entstandene Zellsuspension des Sputums wurde mit Hilfe eines sterilen 70 um Nylon-
Filters (Cat. No. CLS431751, Sigma Aldrich) in ein neues 50 ml Falkon-R&hrchen
uberfiihrt und gefiltert. Zuvor wurde der Filter mit einigen Tropfen auf 4 °C gekuhlten
PBS angefeuchtet, um den Filtrationsvorgang am Anfang zu erleichtern.
Zur Bestimmung der Zellviabilitat wurden die Zellen mit Trypan-Blau-Lésung (Cat. No.
15250061, Thermofisher) im Verhdltnis 1:1 gemischt. Trypan-Blau kann mit vier
dissoziierten, geladenen Sulfonsduregruppen die Zellmembran gesunder Zellen nicht
uberwinden. Weisen Zellen Stoérungen der Zellmembranintegritéat (z.B. Risse) auf, dringt
Trypan-Blau in die Zelle ein und macht diese unter dem Mikroskop als stark beschéadigt,
nicht mehr viabel beziehungsweise ,.tot* kenntlich.
a. 10 pl der Zellsuspension wurden mit 10 pl 0,4 % Trypan-Blau-L6dsung durch Auf-
und Abpipettieren vermischt.
b. Eine Neubauer Zdhlkammer wurde befillt und die Zellkonzentration und Viabilitét

quantifiziert und dokumentiert.

. Wahrend der Auszéhlung unter dem Mikroskop wurden die restlichen Zellen bei 250 g

bei ausgeschalteter Zentrifugenbremse fur 10 Minuten bei 4 °C zentrifugiert.
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12. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet mit PBS auf eine Zellkonzentration
von 0,5 x 108/ ml eingestellt.

a. Dabei wurden zundchst etwa 500 pl PBS hinzugegeben und das Zellpellet vorsichtig
resuspendiert.

b. Erst im Anschluss wurde mit PBS auf das finale Volumen verdunnt, weil sich bei
sofortiger Zugabe des gesamten Verdiunnungsvolumens das Zell-Pellet gelegentlich
nicht vollstandig auflésen kénnte.

13. Die Zellsuspension wurde unverziiglich mittels Phagozytose-Assay (siehe Kapitel 3.3)
weiterverwendet und Aliquots von 0,5 x 10° Zellen in 1 ml RNAprotect (Cat. No. 76526,
QIAGEN) fir eine spatere Auswertung mittels gPCR (siehe Kapitel 3.4.2) resuspendiert
und bei —80 °C zwischengelagert.

14. Ein Teil der Zellen wurde sofort dem ersten Schritt der RNA-Isolation zugefiihrt, um

RNA-Verluste zu minimieren.
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3.3  Phagozytose-Assay

Ein Charakteristikum von Alveolarmakrophagen ist die Phagozytose von inhalierten Partikeln
und Pathogenen (145). Um die Fraktion der phagozytierenden Zellen (der Makrophagen) im
induzierten Sputum der Probanden 1, 2 und 3 zu quantifizieren, wurden 6 x 10° Sputum-Zellen
in 1,2 ml PBS fir 10 Minuten bei 4 °C und 250 g bei ausgeschalteter Bremse zentrifugiert, der
Uberstand vorsichtig abpipettiert und das Zellpellet anschlieRend resuspendiert in 1 ml 36 °C
warmen Zellkulturmediums bestehend aus RPMI 1640 GlutaMAX Medium (Cat. No.
61870044, ThermoFisher) mit 10 % humanem Serum (cat. no. HSF-HBZ, RMBI). Ein
Volumen von 2 ml der Sputum-Zellsuspension mit einer Konzentration von nun 6 x 10° Zellen
pro Milliliter wurden in eine 6-Well Platte Gberfihrt (Cat. No. 657160, Greiner Bio-One).

Es wurden 2,64 ul einer Suspension von 1 um im Durchmesser messenden fluoreszierenden
Polystyrol-Kugeln in das Well hinzugegeben (Fluoresbrite® YG Microspheres, Cat. No.
17154-10, Polyscience) und durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren vermischt. Die
urspriingliche Suspension enthalt gemaR dem Datenblatt 4,55 x 10'° Microspheres pro
Milliliter. 1,32 pl enthalten 60 x 10° Microspheres, was pro Milliliter Zellsuspension 100
Micospheres pro Zelle und Well entspricht. Diese Kombination aus Material (Polystyrol)-
GroRe (1 um)- und Konzentration (100/Zelle) der Partikel hat sich als wirksam erwiesen, um
eine ausreichende Markierung phagozytierender Zellen in der Lunge innerhalb von wenigen
Stunden zu erzielen (146). Die Zellen wurden bei 5% COz-Kontentration und 36 °C

Temperatur fir vier Stunden mit den Microspheres inkubiert.

Durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren wurden die mit Microspheres versehenen Zellen
nach der Inkubationszeit mobilisiert und in ein benachbartes Well (berfiihrt. Die nicht-
adhérenten Sputum-Zellen wurden in das leere Nachbar-Well Gberfuhrt und unter dem
Mikroskop ausgezéhlt. Die adhérenten Sputum-Zellen wurden mit frischem, vorgewéarmtem
Zellkulturmedium bedeckt und anschliefend analysiert. (vgl. Abb. 3-3). Es erfolgte die
Bestimmung und Dokumentation der Zellviabilitat mittels Trypan-Blau-Farbstoff sowie die
Bestimmung des Anteils an phagozytierenden Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop ,,Nikon
Eclipse TE2000-U* mit der Software ,,NIS Elements* Version 3.22.11. Unter dem Licht einer
zugeschalteten Quecksilberdampflampe mit der Hauptemissionslinie bei 436 nm wurden die
Microspheres mit einem Exzitationsmaximum von 441 nm angeregt. Durch die Darstellung des
emittierten grinen Lichts der Microspheres bei 486 nm (Emissionsmaximum) und durch die

mittels Software realisierte anschlieRende Uberlagerung des hellfeldmikroskopischen mit dem
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fluoreszenzmikroskopischen Bild konnten die phagozytierenden Zellen identifiziert und deren
Anteil im induzierten Sputum beurteilt werden. Als positiv wurden Zellen mit mehr als finf

Microbeads in Projektion auf das Zytoplasma gewertet.

Zellkonzentration auf Zellsuspension
6 x 10° pro ml adaptiert + Microspheres  |eer

=

Auswertung unter dem

Sputum-Zellen

Nach 4 Stunden

2. Zellkulturmedium

Fluoreszenzmikroskop
\ 1. Uberstand >

Adhdrent  Suspension

Abb. 3-3:  Ablauf zur Bestimmung des Anteils an phagozytierenden Zellen in
adhé&rierender und nicht-adharierender Fraktion der Sputum-Zellen
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3.4  Zellkultur

Die humanen Zelllinien THP-1, U937, HL-60 und Mono-Mac-6 (MM®6) wurden vom Leibniz-
Institut DMSZ (Braunschweig, Deutschland) bezogen. Die Zellkulturen wurden als Modell fir
Atemwegsmakrophagen in Uberexpressions- und Stimulationsexperimenten verwendet. Die
unterschiedlichen Charakteristika der Zelllinien hinsichtlich des Geschlechts, Alters und
Herkunft gibt Tabelle 3-2 wieder.

THP-1 U-937 HL-60 MM6
_Patlentenalter 1 37 36 64
in Jahren
Ethnie asiatisch kaukasisch kaukasisch kaukasisch
Geschlecht mannlich maénnlich weiblich mannlich
Immoralitat AML M5 histiozytéres AML M2 AML M5
durch Lymphom
Wachstum Suspension Suspension Suspension Suspension

Tabelle 3-2: Besonderheiten der Zelllinien THP-1, U-937, HL-50 und MM6

34.1 Kulturbedingungen

Alle vier Zelllinien wurden in RPMI 1640 GlutaMAX Medium (Cat. No. 61870044,
ThermoFisher) kultiviert. Ergdnzende Zusatze fur alle Zelllinien waren 10 % Fetal Bovine
Serum (FBS Superior, Cat. No. S0615, Biochrom), 100 Units/ml Penicillin, 100 pg/ml
Streptomycin und 250 ng/ml Amphotericin B (Cat. No. P11-002, A&E Scientific). Die MM6-
Zelllinie erhielt dartber hinaus 10 pg/ml humanes Insulin (Cat. No. 19278, Sigma-Aldrich) und
100 pg/ml Sodium-Pyruvate (Cat. No. S8636, Sigma-Aldrich) gemaR den Empfehlungen des
DMSZ. Alle Zelllinien wurden bei 5 % CO2-Kontentration und 36 °C Temperatur in einem

Zellinkubator aufbewahrt.

Die vier Zelllinien wurden montags, mittwochs und freitags passagiert und die Zellen dabei auf
eine Konzentration von 3 x 10° Zellen/ml verdiinnt. Um die Zellkonzentration und Zellviabilitat
zu bestimmen, wurde der vollautomatische Zellzéhler Countess Il (Cat. No. AMQAF1000,
ThermoFisher) mit Einwegzéhlkammern (Cat. No. C10314, ThermoFisher) verwendet. 10 pl
der Zellsuspension wurden mit 10 pl der 0,4 % Trypan-Blau-L&ésung (wie in Abschnitt 3.2) in
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einem Eppendorf-Gefal? vermischt und anschlielend in die Z&hlkammer zur automatisierten

Zellkonzentrations- und zur Viabilitatsbestimmung gegeben. Das Ergebnis wurde wie in Abb.

3-4 auf dem Display des Gerats dargestellt und die angegebenen Werte an lebendigen Zellen

zur Bestimmung der notwendigen Menge an frischem Zellkulturmedium verwendet. Fir

Experimente wurden Zellen bis zur zehnten Passage verwendet.

Results

Total concentration

1.77 x 10°/mL

Trypan Blue dilution correcte

LIVE
1.68 x 10°/mL
DEAD

9.38 x 10%/mL

Results

Total concentration

7.92 x 10°/mL

Trypan Blue dilution correctec

LIVE
7.68 x 105/mL
DEAD 3%

2.35 x 10%/mL

Abb. 3-4:  HL-60-Zellen (oben) und THP-1-Zellen (unten) ausgez&hlt mit dem
automatisierten Zellzéhler Countess 11 unmittelbar vor einer Passage
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In der zweiten oder dritten Passage wurden 10 Millionen Zellen einer Zelllinie 5 Minuten bei
50 g zentrifugiert und anschlieBend in 900 ul FBS mit 100 pl sterilen DMSO resuspendiert.
Diese Zellsuspension wurde bei —80 °C gelagert und bei Bedarf wieder aufgetaut und in Kultur
genommen. Um eine gleichmaRige und konstante Temperaturabnahme zu gewahrleisten,

wurden die Zellen wéhrend des Einfriervorgangs in Isopropanol gelagert.

Um die gefrorene Zellsuspension bei Bedarf in Kultur zu nehmen, wurden die Zellen rasch in
einem auf 36 °C temperierten Wasserbad aufgetaut und anschlieBend zu 9 ml vorgewarmtem
Zellkulturmedium mit enthaltenen Antibiotika hinzugegeben. Anschliefend wurde die
Zellsuspension bei 36 °C und 50 g fiir 10 Minuten zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und
das entstandene Zellpellet in frischem, vorgewérmtem Medium resuspendiert. Zunéachst wurde
eine kleinere Menge Zellkulturmedium hinzugegeben, um das Zellpellet zu 16sen, erst nach
Resuspension des Zellpellets im kleineren Volumen (ca. 1ml) wurde das restliche
Zellkulturmedium hinzugegeben. In diesem Arbeitsschritt wurde das verwendete DMSO
herausgewaschen. Die Anzahl, Viabilitdt und die Dichte der Zellen wurden unter dem

Mikroskop gepruft.

Alle 4-8 Wochen und jeweils vor dem Einfrieren eines Zellsuspension-Aliquots wurde ein
Mykoplasma-PCR-Test (cat. no. MP0025, Sigma Aldrich) durchgefiihrt. Hierfir wurde 1 ml
der Zellsuspension unmittelbar vor eine Passage fiir 5 Minuten bei 95 °C inkubiert. Die Proteine
in Suspension wurden kurz herunterzentrifugiert und der Uberstand mit der darin enthaltenen
DNA zusammen mit Mykoplasma-spezifischen Primern auf Mykoplasmen-DNA einer PCR
zugefihrt. Auf diese Weise konnte laut Produktdatenblatt des verwendeten Mykoplasma-Tests
hochsensibel und spezifisch die DNA bereits weniger Mykoplasma-Bakterien (1-5 fg)
nachgewiesen werden. Gelelektrophoretisch (wie in Abschnitt 3.5 beschrieben) wurde die
Zellkultur-DNA mit Positiv- und Negativkontrollen verglichen. Die Tests auf eine

Mykoplasma-Kontamination erbrachten stets negative Ergebnisse.
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3.4.2 Plasmid-Generierung und Zell-Transfektion

Fur die DMRT1-Uberexpressions- und Lokalisationsexperimente wurden DMRT1- und tGFP-

Ursprungsplasmide von OriGene (Cat. No. RC208108, PS100020, PS100010, PS100019)
bezogen (Plan der Vektoren vgl. Abb. 3-5).

CMV promoter

SV40 ori i1
O o VP 1.5 primer

T7 promoter
Sgfl

RC208108
(6.0 kb)

DMRT1

Q)/fl Miul
—_— Myc-DDK
XL39 primer

PolyA signal

7% 0, C,’,l/ v, 0,

A
N % &3 8 &

z x 3

., PCMVG-AC-GFP £ =1 |  pCMV6-AC  § .. . PCMVB-AN-GFP £
o Hind Il 5 Ascl w sgfl
% 6.6 kb & “‘—é 5.8 kb Hind I 3 6.6 kb aml

[y Rsr Il . Rsrll )
m)l(] II %?b gt‘:pl 4 Rsrll
BN Miu |
4'90/' 0““ Pme | Aol 1094' % QO“V Sl::p
Lsvioor S - rm

Abb. 3-5:  Verwendete Vektoren oben: DMRT1-Entry-Vektor
unten links: c-terminaler tGFP-Destination-Vektor
unten mitte: Destination Vektor ohne Tag
unten links: n-terminaler tGFP-Destination-Vektor

Elektrokompetente E. coli Bakterien (Cat. No. C4040-52, ThermoFisher) wurden in fllissigem
Wachstumsmedium aus 25 g/L Luria Broth Base (Cat. No. 12795-027, ThermoFisher) und
festem Wachstumsmedium aus 32 g/L Lennox L Agar (Cat. No. 22700-025) vermehrt. Dartber
hinaus wurde zur nachfolgenden Selektion der Plasmid-DNA enthaltenden Bakterien 100 pg/L
Ampicillin (Cat. No. A0166, Sigma-Aldrich) oder 25 pug/L Kanamycin (Cat. No. 60615, Sigma-
Aldrich) zu den N&hrmedien gegeben. Fir den Plasmid-Verdau und die Ligation
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(Subklonierung) wurde das TrueORF™ Vector-System von OriGene verwendet (Protokoll
vom Okt. 2014). Die Klonierung wurde mit folgenden Schritten durchgefuhrt:

1. Transformation elektrokompetenter E. coli Bakterien mit den Plasmiden zur Herstellung
einer groReren Menge an Ausgangsplasmiden. Die Aufreinigung der Plasmide aus den
Bakterien erfolgte mittels dem QIAprep Spin Miniprep Kit von QIAGEN
(Cat. No. 27106, Protokoll vom Feb. 2015).

2. Restriktionsverdau der gewonnen Plasmide mit den Restriktionsenzymen Sgf | und Mlu 1
(vgl. Abb. 3-5).

3. Ligation der verdauten Plasmide mit T4-Ligase. Das n-terminal mit tGFP getaggte
Produkt ist in Abb. 3-6 dargestellt.

f1 ori
CMV promoter
ampR VP1.5

turboGFP

ColE1 ori ——_ AsiSI (1724)

pCMV6-AN-GFP(Origene)

7682 bp

DMRT1

\\
Mlul (2848)
kanR/neoR XL39
polyA

Abb. 3-6:  DMRT1 mit n-terminalem tGFP-Tag (DMRT1-n-tGFP)

4. Erneute Transformation mit den drei hergestellten Plasmiden (DMRT1, DMRT1-n-tGFP
und DMRT1-c-tGFP).

5. Uberpriifung der korrekten Plasmid-Sequenz durch ein externes Unternehmen (GeneArt,
DNA-Sequencing Service, ThermoFisher). Die Bindungsstelle fiir den VVorwartsprimer ist
in Abb. 3-6 mit ,,VP1.5“ gekennzeichnet. Die Bindungsstelle fur den Ruckwartsprimer
mit ,,XL39%.

6. Herstellung von 1 bis 3 mg Plasmid-DNA mittels des QIAGEN Plasmid Maxi Kits
(Cat. No. 12165, Protokoll von Februar 2011).

Die Transfektion wurde 24 Stunden nach Passagieren mit je 10° THP-1 Zellen im Nucleofector
Il (Lonza) durchgefihrt. Eingesetzt wurden 1 pg Plasmid-DNA in 100 pl Amaxa® Cell Line
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Nucleofector® Kit V-Losung (Cat. No. VVCA-1003, Lonza). Es wurde das Programm V-001
fiir ein hohes Expressionsniveau verwendet. 3 x 10° transfizierte THP-1 Zellen wurden in
frischem Zellkulturmedium resuspendiert, in einer 12-Well-Platte ausgesat und unverzuglich in
den Inkubator gelegt. Genexpressionsanalysen und Mikroskopie-Experimente wurden 24

Stunden nach der Transfektion durchgefihrt.

34.3 Stimulation der Zellkulturen mit LPS, Der p 1, PHA, Ppg und LpA

3 x 10° Zellen jeder Zelllinie (THP-1, U937, HL-60 und MM®6) wurden in 24-Well-Platten
(Art.-Nr. 662970, Greiner-Bio-One) in jeweils 1 ml Zellkulturmedium (wie in Kapitel 3.4.1)
unmittelbar nach einer Zellpassage ausgesét und mit LPS in unterschiedlichen Konzentrationen
von 100 ng bis 1 pg pro ml Lipopolysacharid (LPS, cat. no. L4391, Sigma-Aldrich) stimuliert.
Dabei handelt es sich um LPS von Escherichia coli Bakterien des Stammes O111:B4, welches
sich bereits als effektiver Stimulator von Alveolarmakrophagen bewahrt hatte (147-149).
Stimuliert wurde dartiber hinaus mit Phytohemagglutinin (PHA, cat. no. L9017, Sigma-
Aldrich), welches auch in der Positivkontrolle von Gamma-Interferon-Tuberkulose-Tests
verwendet werden kann (150,151). Hier wurde eine vergleichbare Konzentration von 5 pg/ml
verwendet. Eine weitere Stimulation erfolgte mit dem Hausstaubmilbenantigen aus
Hausstaubmilben Der p 1 (cat. no. NA-DP1-1, Indoor Biotechnologies) in einer Konzentration
von 3,6 ug/ml. Diese Konzentration hat sich in Stimulationsexperimenten als ausreichend
erwiesen, um eine addaquate Immunantwort auszulésen (152,153). Der p 1l ist eine
Cysteinprotease, die durch Hausstaubmilben fakal ausgeschieden wird und gegen welche IgE-
Antikorper gebildet werden, die bei der Pathogenese der Hausstauballergie, der atopischen
Dermatitis und der von Asthma eine Rolle spielen (154-156). Als viertes Allergen wurde ein
bakterielles Peptidoglykan von Staphylococcus aureus (Ppg, cat. no. 77140, Sigma-Aldrich) in
einer Konzentration von 10 pug/ml verwendet. Ppg ist Bestandteil der bakteriellen Mureinhille,
bestehend aus einem linearen Polysaccharid-Rickgrat mit gekoppelten Oligopeptiden. Die
verwendete Konzentration an Ppg hat sich als immunstimulierend in Makrophagen und T-
Zellen erwiesen (157,158). Es erfolgte ebenso eine separate Stimulation mit LpA in der
Konzentration von 1 pg/ml. Diese Konzentration hatte sich bereits in zahlreichen Zellkultur-
Versuchen als wirksam erwiesen (159-161). Lipid A (LpA) ist ein Bestandteil von LPS und

dient der Verankerung von LPS in der &uBeren Membran der bakteriellen Zellwand.
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Zur Stimulation wurden die Substanzen unmittelbar nach einer Passage auf 3 x 10° Zellen in
1 ml frischem Zellkulturmedium gegeben. Die Inkubation erfolgte jeweils flr 24 Stunden bei
den in Kapitel 3.4.1 beschriebenen Bedingungen. Bei den LPS-Stimulationen wurden weitere
Konzentrationen und Inkubationszeiten von einer Stunde bis 72 Stunden durchgefiihrt, um den

zeitlichen Verlauf der DMRT1-Expression nach Stimulation beurteilen zu kénnen.

344 Stimulation der Zellkulturen mit Geschlechtshormonen

Die Stimulation der Zellkulturen mit Testosteron und 17-p-Estradiol wurden mit THP-1- und
HL-60-Zellen durchgefihrt. Fir alle Stimulationen wurde ein mittels Aktivkohle gefiltertes
Steroidhormon-reduziertes FBS (cat. no. S 3113, Biochrom) verwendet. Die Variabilitat der
Geschlechtshormonspiegel beim Menschen reicht von 107 bis 10"** M bei Testosteron und 108
bis 102 M bei 17-B-Estradiol (162,163). Entsprechend wurden fiinf Konzentrationen von 1077
bis 101 M bei Testosteron (cat. no. 86500, Sigma-Aldrich) und 108 bis 102 M bei 17-p-
Estradiol (cat. no. E2257, Sigma-Aldrich) in jeweils 10-fach absteigender Verdiinnung
gewdhlt. Die Stimulation erfolgte unmittelbar im Anschluss an eine Passage. 3 x 10° Zellen
wurden in 900 pl frisches Zellkulturmedium in einer 24-Well-Platte pipettiert. AnschlieRend
wurden 100 pl Zellkulturmedium mit Geschlechtshormonen hinzugefiigt. Die Verdiinnung der
Ausgangsmenge von 1 g Testosteron (molare Masse: 288,4 g/mol) und 250 mg 17-p-Estradiol
(molare Masse: 272,4 g/mol) erfolgte durch Zugabe von 34,67 ml und 9,18 ml hochreinen
Ethanols, um fir beide Geschlechtshormone Stocklésungen mit einer Konzentration von
100 mM zu erhalten, welche bei —20 °C gelagert wurden. Da sich beide Steroidhormone
hervorragend in Ethanol, aber nur in geringem Umfang in Wasser I6sen (Loslichkeitsgrenze fur
Testosteron 8,6x10° M, fiir 17-p-Estradiol 1,1x10*M bei 20 °C und pH 7), erfolgten die
Verdunnungen bei Konzentrationen tber diesen Loslichkeitsschwellen in Zellkulturmedium
mit 10 % Ethanol. Die weiteren Verdiunnungen unterhalb der Loslichkeitsschwellen erfolgte in
Zellkulturmedium ohne Ethanol (vgl. Abb. 3-7).
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Abb. 3-7:  Verdinnung der Geschlechtshormone Testosteron und 17-B-Estradiol fur
Stimulationsexperimente

Fir die erste Verdiinnung wurde 10 pl Geschlechtshormon-Stocklésung mit 10 M zu 990 pl
Zellkulturmedium mit 9,1 % Ethanol gegeben. Fir die zweite Verdinnung wurde 10 pl
Geschlechtshormon-Lésung mit 10°M zu 9,995 ml Zellkulturmedium gegeben, um eine
Konzentration von 10 M zu erreichen. Jeweils 1 ml der hergestellten Hormon-L&sung wurde
mit 9 ml frischen Zellkulturmediums vermischt, um eine 10-fach verdiinnte Lésung zu erhalten
wie in Abb. 3-7 beschrieben.

100 pl Geschlechtshormon-Lésung ab einer Konzentration von 10°M wurden zu 900 ml
Zellsuspension pipettiert und durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren vermischt, um so eine
10-fach verdunnte Zielkonzentration im Well zu erhalten. Der Anteil an verschlepptem Ethanol
belief sich auf diese Weise bereits in der hochsten Geschlechtshormon-Konzentration im Well
auf 0,01 Promille, die Notwendigkeit einer Ethanol-Kontrolle war somit nicht gegeben, diese
werden erst ab Konzentrationen von 0,1 Promille empfohlen, da darunter keine signifikanten
Veranderungen der Genexpression zu erwarten sind (164). Inkubiert wurde wie bei den
Stimulationsexperimenten mit direkten Immunstimulantien (LPS, Der p 1, etc.) jeweils flr 24
Stunden zu den in Kapitel 3.4.1 beschrieben Bedingungen, bevor die Auswertung mittels RNA-

Isolation und gPCR erfolgte.
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3.5 RNA-Isolation, cDNA-Synthese und real-time gPCR

Fur die Messung der Expression von DMRT1 in Sputum sowie der Effekte der Stimulation und
der Uberexpression war es notwendig, das Expressionsniveau von DMRT1, CYP19A1 und
MCP-1 zu bestimmen. Hierfur wurde RNA aus Zellen mithilfe des RNEasy MinElute®-Kits
(Cat. No. 74204, Qiagen) nach Anweisungen des Herstellerprotokolls vom Oktober 2010
extrahiert. Verwendet wurden ausschlie(lich RNAse-freie Materialien. Der optionale Schritt
mit DNAse-Verdauung zur Qualitatsverbesserung der Proben durch DNA-Minimierung wurde
in das Protokoll inkludiert. Die Quantitat der RNA wurde mit dem Qubit 3.0 Fluorometer
(Cat. No. Q33216, Thermofischer) und dem Broad-Range-Assay (Cat. No. Q32850,
Thermofisher) gemessen. Die Qualitdt und Quantitdt der RNA wurde spektrophotometrisch
unter Verwendung des Nonodrops 2000 gemessen. RNA-Proben mit einem
Wellenlangenverhéltnis kleiner 1,8 260 nm zu 280 nm wurden von weiteren Analysen
ausgeschlossen, da dieses Wellenlangenverhéltnis auf eine Kontamination mit Proteinen
hindeutet. Proteine absorbieren aufgrund der enthaltenen aromatischen Carbonsduren bei
280 und bei 230 nm. In Abb. 3-8 ist das Absorptionsspektrum einer RNA-Probe mit
Berechnung des 260/280-Verhéltnisses dargestellt.
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= 8,0
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Wellenldange in nm
Abb. 3-8:  Absorptionskurve einer RNA-L6sung nach Isolation aus Zellen

Auch Proben mit einem Wellenlangen-Verhéltnis 260 nm zu 230 nm kleiner 1,9 wurden von
weiteren Analysen ausgeschlossen. Eine verstarkte Absorption im Bereich von 230 nm weist
neben der Mdglichkeit einer Protein-Kontamination auf eine Kontamination mit Puffer- oder
Wasch-Losungen hin. Haufiger Ubeltater ist dabei das verwendete Guanidiniumthiocyanat

(165). Dieses aggressive Salz zersetzen die Zellen und inhibiert RNAsen wahrend der RNA-
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Extraktion. Wird dieses Salz nicht ausgewaschen, blockiert es die Enzyme in den Downstream-
Applikationen (reverse Transkriptase, Polymerase) und hat das Potential, gemessene Resultate

zu verfalschen.

Aus der isolierten RNA wurde mit dem QuantiTect® Reverse-Transkription-Kit
(Cat. No. 205314, Qiagen) unter Einsatz von 1 pg RNA cDNA fiir die Analyse mittels qPCR
hergestellt. Die hergestellte Stock-cDNA-LGsung wurde 1:15 verdiinnt und anschlielRend fur
die gPCR eingesetzt. Bei der Suche nach einer DMRT1-Expression in Sputum-Zellen wurde

die cDNA-Stockldsung unverdiinnt eingesetzt.

Die qPCR erfolgte in 25 pl-96-Well-Platten (cat. no. HSL9601, Bio-Rad) auf dem PCR-Gerét
,,3tepOne™ Plus* (cat. no. 4376357, Thermofisher) mit der StepOne™ Software v2.3. Die
PCR Reaktionen wurden mit einer initialen Denaturierungs- und Aktivierungsphase von 2 min
bei 95 °C gestartet, es folgten 40 Zyklen mit 15 Sekunden Denaturierungszeit und 30 Sekunden
Hybridisierungs- und Elongationszeit. Die Ziel-Transkripte (DMRT1, Hs00232766_m1,
Thermofisher) wurden mittels der delta-delta-Ct-Methode zu Housekeeping-Genen referenziert
(166,167). Als Referenzgene wurden entweder Glycerataldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH, Hs02786624 g1, Thermofisher) oder 18S rRNA verwendet. Primer und
Hybridisierungssonden wurden fur 18S rRNA von Metabion International bezogen (vgl. Abb.
3-9). Dem PCR-Ansatz wurde zudem 10 % Betain mit 5 M zugesetzt, um den Reaktionsablauf

durch Vermeidung von DNA-Sekundarstrukuren zu verbessern.

Forward primer: 5’-AGTCCCTGCCCTTTGTACACA-3’
Reverse primer: 5’-GATCCGAGGGCCTCACTAAAC-3’
Fluoreszierende Sonde: 5’-6-Fam-CGCCCGTCGCTACTACCGATTGG-Tamra-3’

Abb. 3-9:  Primer und Hybridisierungssonde fur 18s rRNA

Abb. 3-10 zeigt die verwendeten Ansétze fir die Durchfiihrung der gPCR-Experimente. Die
Mastermixe wurden fiir die benétigte Anzahl an Samples (plus 5 bis 10 % Reservevolumen)
hergestellt und bis zum Ausbringen auf der Reaktionsplatte auf Eis gelagert. Die

Reaktionsplatte wurde wahrend des Pipettiervorgangs auf einem Kuhlblock gelagert.
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GAPDH DMRT1
Metabion PCR Mix 10,00 pl Metabion PCR Mix 10,00
GAPDH Assay Hs02758991_g1 1,00 pl DMRT1 Assay Hs01015859_m1 1,00 pl
cDNA sample 1,65l cDNA sample 1,65 pl
H20 7,35l H20 7,35 l
MCP-1 CYP19A1
Metabion PCR Mix 10,00 pl Metabion PCR Mix 10,00 !
MCP1 Assay Hs00234140_m1 1,00 pl CYP19A1 Assay Hs00903411_m1 1,00 ul
cDNA sample 1,65 pl cDNA sample 1,65ul
H20 7,35 ul H20 7,35 pl
18S rRNA
Metabion PCR Mix 10,00 pl
Forward primer (25pmol/L) 0,12 ul
Rewerse primer (25pmol/L) 0,12 pl
Fluorescent probe (25 pmol/L) 0,04 pl
Betain (5 mol/L) 2,00 pl
H20 6,07 ul
cDNA sample 1,65 pl
Abb. 3-10: Pipettierplane zur Herstellung der verwendeten gPCR-Ansétze

In Abb. 3-11 ist ein Beispiel der verwendeten delta-delta-Ct-Methode dargestellt. Als
Thresholds wurden die Werte 0,25792 fur DMRT1, 0,35135 fir GAPDH, 0,04677 fur 18S
rRNA, 0,13150 fir CYP19A1 und 0,21415 fir MCP-1 eingesetzt.
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19,7 1 19,8 31,7 1326
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PCR-Zyklus
Abb. 3-11: Delta-delta-Ct-Methode am Beispiel von DMRT1 und GAPDH
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Fur die delta-delta-Ct-Methode ist eine Effizienz des verwendeten Assays von moglichst genau
100 % notwendig, da die PCR-Effizienz Einfluss auf die weitere Berechnung des relativen
Expressionsniveaus nimmt. Besonders bei groRen Abstanden der Ct-Werte zwischen dem Ziel-
und Referenzgen kdnnen bereits wenige Prozentpunkte der Assay-Effizienz einen erheblichen
Unterschied in der Berechnung des normalisierten Expressionsniveaus zur Folge haben, da
jeder Zyklus im Exponenten in die Berechnung einflie3t. Daher wurde vor Beginn der gPCR-
Experimente eine Effizienztestung der verwendeten Assays durchgeflhrt. Hierfur wurden
Verdunnungsreihen angefertigt und anschlieRend getestet (vgl. Abb. 3-12). Die StepOne™
Software errechnete aus den Parametern der Verdiinnungsreihe die Effizienz des eingesetzten
Assays, welche fir den eingesetzten DMRT1-Assay 100,96 % betrug. Im Beispiel aus Abb.
3-11 bedeutet dies fir die Differenz (das delta-delta-Ct) der beiden delta-Cts (12,8 und 12,0)
von 0,8, dass diese nun zu einem relativen Expressionsunterschied von 2,01°% (bei 101 %
Effizienz) statt 2% (bei 100 % Effizienz) fiinrt. Dies bewirkt einen Unterschied von absolut

0,7 % des relativen Expressionsniveaus.
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Abb. 3-12: Effizienztestung am Beispiel vom DMRT1-PCR-Assay

Bei den Uberexpressionsanalysen wurde eine —RT-Kontrolle (minus reverse Transkriptase
Kontrolle) verwendet, um mdogliche Plasmid-DNA-Verschleppungen durch das RNA-
Isolations- und cDNA-Synthese-Verfahren nachzuweisen. Durch die fehlende reverse
Transkriptase darf in den —RT-Proben kein PCR-Signal gemessen werden, da keine RNA in

cDNA umgewandelt werden konnte. Tritt dennoch ein PCR-Signal auf, so kann dieses Signal
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nicht durch transkribierte RNA verursacht worden sein, sondern muss auf Plasmid-DNA
zuruckgefihrt werden, welche im DNAse-Verdau nicht vollstandig eliminiert wurde und die
nachfolgende Messung verfalscht. Proben mit einem Signal in den —RT-Kontrollen wurden von
weiteren Analysen ausgeschlossen, da in diesen Proben Plasmid-DNA nachgewiesen wurde,
und nicht die zu messende transkribierte RNA. Ebenso wurden Platten von der Analyse
ausgeschlossen, deren Negativkontrolle ein Signal zeigte. Fir jedes biologische Replikat
wurden zwei technische Replikate auf die PCR-Platte pipettiert und der Mittelwert beider
Messwerte fur die Berechnung des normalisierten Expressionsniveaus verwendet. Ergebnisse
wurden von der Berechnung ausgeschlossen, wenn die Messwerte der technischen Replikate
mehr als eine Standardabweichung voneinander differierten. Die Anzahl an biologischen
Replikaten ist im Ergebnisteil fir jedes Experiment separat dargestellt. Weiter wurden
Messwerte automatisch von der Software erkannt und ausgeschlossen (,,Flag settings), die ein
fehlerhaftes passives Referenzsignal zeigten. Die brigen Ausschlusskriterien sind in Abb. 3-13
dargestellt.

Flag
AMPNC

Description

Amplification in negative control

&

Aftribute
C1

Condition

Value

BADROX

Bad passive reference signal

K

Bad passive reference algorithm result

Il

BLFAIL

Baseline algorithm failed

&

CTFAIL

(CT1 algorithm failed

&

EXPFAIL

Exponential algorithm failed

K

OFFSCALE

Fluorescence is offscale

&

HIGHSD

High standard deviation in replicate group

&

Cr1 standard deviation

NOAMP

No amplification

K

Amplification algorithm result

MNOISE

MNoise higher than others in plate

&

Relative noise

SPIKE

Noise spikes

&

Spike algorithm result

09 |
01 |
4 |
i

MNOSIGMNAL

No signal in well

K

OUTLIERRG

(Outlier in replicate group

&

THOLDFAIL

Thresholding algorithm failed

&

Abb. 3-13: Ausschlusskriterien (,,Flag settings*) der StepOne™ Software v2.3.

Fur die Verifizierung der Identitit einzelner PCR-Produkte aus den Sputum-Experimenten
wurden die entsprechenden PCR-Replikate gelelektrophoretisch dargestellt. Um eine
Auflésung von 20-50 Basenpaaren zu gewahrleisten, wurde ein Elektrophorese-Gel mit 2,5 %
Agarose hergestellt (je hoher die Konzentration an Agarose, desto geringer wird die mogliche
auflosbare Amplikonlédnge). Die Agarose wurde in TAE-Puffer (2 M Tris, 0,5M EDTA,
konzentrierte Essigsdure, pH 8) durch Aufkochen und regelméRiges Schwenken in der

Mikrowelle bei 800 Watt aufgeltst. Unter weiterem Schwenken wurde nun das Fluorophor
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GelRed (cat. no 41003, Biotium) dem flissigen Agarose-Gel zugefuhrt. GelRed interkaliert
Nukleinsduren und farbt unter Exposition gegenber ultraviolettem Licht DNA durch Emission
von orangem Licht an. Nach Vermengung des Gels mit GelRed wurde dieses auf einen
Geltréger ausgegossen und mit einem Kamm versehen, der die Taschen flr die nachfolgende
Beladung mit den DNA-Proben bildet. Wahrend des Abkihlens bildet die Polysaccharose
Agarose durch Anlagerung der einzelnen Zuckerketten eine nicht-polymerisierte Matrize. Das
abgekihlte Gel wurde mit den Kammern an der Kathode orientiert in eine
Elektrophoresekammer (Model 40-2314, PEQLAB Biotechnologie GmbH) gegeben, welche
mit dem gleichen TAE-Puffer aufgeflllt worden ist, der zur Herstellung des Gels verwendet
wurde. Zur Beschwerung und besseren Sichtbarkeit der Lauffront wurden 10 pl eines DNA-
Samples 2 pl eines bromophenolhaltigen Farbstoffs (6 X DNA Gel Loading Dye, cat. no.
R0611, Thermofisher) zugegeben und im Anschluss in eine der Taschen des Gels pipettiert.
Neben den DNA-Samples selbst wurde ein GroRenvergleich in Form einer DNA-Leiter
aufgetragen. Um die Lange der PCR-Replikate ideal zu vergleichen, wurde mit einer 50 bp-
DNA-Leiter (cat. no. SM0371, Thermofisher) und einer 100 bp-DNA Leiter (cat. no. SM0241,
Thermofisher) gearbeitet. Fir die Elektrophorese wurden mittels eines Netzteils (PowerPac
300, Bio Rad) eine 110 V-Gleichspannung angelegt und die DNA-Samples fur 1-2 Stunden
laufen gelassen. Mit dem UV-Transluminator (Universal Hood 1I, Bio Rad) wurde das Gel
dargestellt, die Dokumentation und farbliche Anpassung der Ergebnisse erfolgte per Software
(Image Lab Beta, Version 2 3.0.1 von Bio-Rad). Die Beschriftung des Gels erfolgte mit

Microsoft PowerPoint 2013 (Microsoft Cooperation).
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3.6 Mikroskopie

Fur die Lokalisationsexperimente nach der Transfektion von THP-1 Zellen mit tGFP-DMRT1
wurde das Fluoreszenzmikroskop vom Typ E600 (Nikon) mit der Software EZ-C1 Version 3.91
verwendet. 24 Stunden nach Transfektion der Zellen mit tGFP-DMRT1-Plasmiden, wie in
Abschnitt 3.4.2 beschrieben, ist das Ergebnis der Transfektion vor Fixierung der Zellen im Well
fluoreszenzmikroskopisch Uberpriift worden (vgl. Abb. 3-14). Im Anschluss wurde mit der

Fixierung der THP-1-Zellen fortgefahren.

Fluoreszenz- Hellfeldmikroskopisches Uberlagerungs-
mikroskopischses Bild Bild Bild

GFP-Testvektor

n-tGFP-DMRT1

Abb. 3-14: Darstellung transfizierter THP-1 Zellen mit fluoreszierendem Testvektor im
Zytoplasma (oben) und n-tGFP-DMRT1 im Zellkern der THP-1 Zelle (unten)

Die Effizienz der Transfektion wurde unter dem Fluoreszenzmikroskop durch Auszahlung des
Anteils an fluoreszierenden Zellen ermittelt. Die Transfektionseffizienz lag fur die DMRT1-
Vektoren bei 4 % (c-tGFP-DMRTL1) und 7 % (n-tGFP-DMRT1).

Zur Fixierung der Zellen wurden je 200 pl der transfizierten THP1-Zellsuspension mit einer
Konzentration von 3 x 10° Zellen/ml in ein Well eines Kammerobjektiv-Tragersystems
(Chamber-Slide-System, cat. no. 154534, ThermoFisher) mit 8 Wells zu je 0,7 cm? auf einem
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Glasobjekttrager pipettiert und im Inkubator bei 36 °C und 5 % CO> fur 24 Stunden inkubiert.
Zuvor wurde einem Teil der Zellen 100 ng (500 ng/ml) LPS zugefuhrt. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurden die Chamber-Slides vorsichtig aus dem Inkubator genommen, das
Zellkulturmedium mit einer Vakuumpumpe abgesaugt und die Zellen fiir 10 Minuten mit einer
Methanol-freien Formaldehyd-L6sung (Pierce 16 %, cat. no. 28908, Thermofisher) fixiert,
nachdem diese mit PBS auf 4 % verdiinnt wurde. Anschlieend wurden die Wells drei Mal mit
PBS (ohne Formaldehyd) gefillt, fir funf Minuten inkubiert und wieder abgesaugt
(gewaschen). Nun folgte die Anfarbung der Zellkerne mit DAPI (4',6-Diamidino-2-
Phenylindole, cat. no. D1306, ThermoFisher). DAPI interkaliert DNA und fluoresziert in
diesem Zustand nach Anregung mit UV-Licht (Exzitationsmaximum von 358 nm). Es emittiert
blaues Licht von 461 nm Wellenlange, welches die DNA-reichen Zellkerne darstellt. Aufgeldst
wurde das als Lyophilisat vorliegende DAPI in 2 mL deionisiertem Wasser, um einen DAPI-
Stock mit 14,3 mM herzustellen, welcher bei —20 °C gelagert wurde. 2,1 ul des DAPI-Stocks
wurden in 100 pl PBS gegeben, um eine Losung mit 3 x 10“ M herzustellen. 10 pl dieser
Losung wurden in 10 ml PBS gegeben, um die Zielkonzentration fiir die Farbung von
3x 107 M herzustellen. Die Wells wurden mit der DAPI-L6sung gefillt, fir 10 Minuten
inkubiert und die DAPI-L6sung wieder abgesaugt. Im Anschluss wurde das restliche DAPI mit
dreimaligem Waschen mit PBS entfernt. AbschlieBend wurden die Plastikkammern vorsichtig
entfernt und der Objekttrdger zum Schutz der empfindlichen Fluorophore mit Dako
Fluorescence Mounting Medium (cat. no. S302380-2, Agilent Dako) benetzt und fir 24
Stunden zum Trocknen bei 4 °C in Dunkelheit gelagert.

Die Arbeitsschritte zur Fixierung und Farbung wurden soweit moglich in Abwesenheit von
hellen Lichtquellen bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die weitere Lagerung der Préparate
erfolgte bei 4 °C in Dunkelheit.
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3.7  Statistische Auswertung

Um die relative mRNA-Expression der Zielgene (DMRT1, MCP-1, CYP19A1) aus den Samples
unabhéngiger Stimulationsexperimente mittels Housekeeping-Genen (GAPDH, 18S rRNA)
vergleichen zu kdnnen, wurden aus den Ct-Werten der gPCR-Experimenten wie im vorherigem
Abschnitt  beschrieben  mittels der  delta-delta-Ct-Methode  die  normalisierten
Genexpressionsniveaus in Microsoft Excel 2013 (Microsoft Corporation) berechnet und die
Ergebnisse mit dem Statistik-Programm SPSS Version 24.0.0.0 ausgewertet und graphisch
dargestellt. Zuvor wurden die Daten jedes Experiments auf ihre Normalverteilung mit dem
Shapiro-Wilk-Test gepruft. Zum Vergleich der Mittelwerte zweier normalverteilten Gruppen
an biologischen Replikaten wurde der parametrische, zweiseitige T-Test fir unabhangige
Stichproben mit dem Levene-Test auf Varianzhomogenitat verwendet. Zum Vergleich zweier
nicht-normalverteilter Gruppen an biologischen Replikaten wurde der nicht-parametrische
Mann-Whitney-U-Test verwendet. Ein p-Wert kleiner 0,05 wurde als statistisch signifikant

angenommen.

Vor der Berechnung des normalisierten Genexpressionsniveaus wurden bei jedem Experiment
beide verwendeten Referenzgene (GAPDH und 18S rRNA) hinsichtlich ihrer Stabilitat (Varianz
der Ct-Werte der biologischen Replikate) verglichen und das stabiler exprimierte Referenzgen
eines Experiments, also das Referenz-Gen mit der geringeren Varianz, fir die Normalisierung
des Zielgens fir die nachfolgenden Auswertung zugrunde gelegt. Darstellungen der gPCR-
Rohdaten und der daraus resultierenden Varianzen sind in Abschnitt 7 aufgefiihrt. Fir nicht
mehr detektierte Samples wurde ein Ct-Wert der maximalen Zykluszahl von 40 fir die

Berechnung des normalisierten Expressionsniveaus zugrunde gelegt.
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4 Ergebnisse

41 DMRTI1-Expression in Sputum und Makrophagen-ahnlichen Zelllinien

Um zu priifen, ob sich die Expression immunhistochemisch nachgewiesener DMRT1-Proteine
in Alveolarmakrophagen bei Krankheitsprozessen im Lungengewebe (vgl. Abb. 1-5 in
Abschnitt 1.4) mittels gPCR nachweisen l&sst, wurde Sputum induziert und die gewonnenen
Sputum-Zellen auf eine mdgliche DMRT1-Expression hin untersucht. Abb. 4-1 zeigt den
gPCR-Amplifikationsplot mit einer geringen DMRT1-Expression in induzierten Sputum-

Zellen.
10 :
DMRT1 Positivkontrolle S S S S
1 | aus Plasmid-DNA =
i
-1 LA = DMRT1 Signale der
10 S *.__18SrRNA Signale Sputum Proben
der Sputum Proben Tt
102 |
ARNn 2N

103 [ AR

10*

10-5 , v ‘\‘ ‘(‘ \/ /
Negative Sputum Proben
V und Negativkontrollen

10 R T (- ; T ("

2 6 10 14 18 22 26 30 34 38
PCR-Zyklus
Abb. 4-1: Amplifikationsplot der Sputum-Proben

Zur Detektion dieser Signale war der Einsatz unverdiinnter cDNA notwendig. Auch unter
Einsatz unverdiunnter cDNA zeigte sich ein qPCR-Signal nur bei Probandin 9 in beiden
technischen Replikaten (vgl. Tabelle 4-1). Diese Probandin hat kein Asthma, ist Raucherin und

mit 19 Jahren die Jiingste der Probanden.

Pr&?en- Geschlecht  Alter  Asthma  Raucher PCR-Signal in Replikat 1/2
1 mannlich 24 nein nein Ct = 36,0/ kein
2 weiblich 29 nein ja Ct= 36,8/ kein
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3 weiblich 24 ja nein kein / kein

4 méannlich 24 ja nein kein / kein

5 weiblich 24 nein nein kein / kein

6 méannlich 44 nein ex kein / kein

7 weiblich 25 nein nein kein / kein

8 mannlich 34 nein nein Ct=35,5/kein

9 weiblich 19 nein ja Ct=359/Ct=36,1
10 weiblich 35 nein nein Ct=37,2/kein

Tabelle 4-1: Anteil der phagozytierenden Zellen in den einzelnen Sputum Proben

Aufgrund des sehr niedrigen Expressionsniveaus und der fehlenden PCR-Signale in manchen

technischen Replikaten erfolgte der Nachweis der DMRT1-Amplifikation durch die Darstellung

des DMRT1-Amplifikationsprodukts mittels DNA-Gelelektrophorese (vgl. Abb. 4-2).
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Abb. 4-2: DMRT1-Replikate aus gPCR Reaktion gelelektrophoretisch dargestellt
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Die Lange des DMRT1-Amplikons betragt gemafl den Herstellerangaben 97 Basenpaare (168).
Das Ergebnis der Gelelektrophorese zeigt, dass sich tatsachlich ein DMRT1-Amplifikat der

korrekten Lange in Sputum nachweisen l&sst.

Da eine DMRT1-Expression nur in Makrophagen und nicht in anderen Sputum-Zellen (z.B.
Epithelzellen, Granulozyten, Eosinophilen) angenommen wird, kénnte eine moglichst selektive
Analyse der Makrophagen die Detektionsschwelle der gPCR fiir DMRT1 herabsetzten sowie
einen Expressionsunterschied zwischen verschiedenen Zellgruppen zeigen. Eine einfache
Selektionsmethode stellt die separate Analyse adharenter- und nicht-adhérenter Zellen dar.
Diese Selektion erfolgte bei den Probanden 1-3, da nur diese Probanden fur eine erneute
Sputum-Induktion zur Verfiigung standen. Aufgrund der Tatsache, dass Alveolarmakrophagen-
Subpopulationen auch nicht adhérieren (169,170), wurde der Anteil an phagozytierenden
Zellen in der adharenten- und nicht-adharenten Zellfraktion mittels Phagozytose-Assay
bestimmt, um den Anteil an Phagozyten/Makrophagen in der jeweiligen Gruppe zu bestimmten
(vgl. Tabelle 4-2 und Abb. 4-4).

Phagozyten-Anteil an Zell-Viabilitat Zellzahl pro ml
Proben-
Nr. adharenten Zellen in Sputum vor nach vor Zellen in
Zellen Suspension insgesamt Assay Assay Assay Suspension
1 83 % 12 % 50 % 83 % 63% 6,1x10° 28x10°
2 87 % 19 % 58 % 76 % 60% 6,0x10° 2,6x10°
3 76 % 22 % 43 % 68% 45% 6,3x10° 3,4x10°

Tabelle 4-2: Anteil der viablen und phagozytierenden Zellen in Sputum-Proben

Der Anteil an Microspheres-phagozytierenden Sputum-Zellen stellt sich in der adharenten Zell-
Fraktion grofer dar (76 - 83 %) als bei nicht-adhdrierenden Sputum-Zellen in Suspension
(12 - 22 %). Bei Probandin 2 (Raucherin) und 3 (niedrige post-Assay-Viabilitat) zeigte sich ein
erhohter Anteil (19-22 %) nicht-adharenter Phagozyten in Suspension im Vergleich zu Proband

1 mit 12 % (kein Raucher, hdchste post-assay-Viabilitat).

Unter dem Mikroskop zeigten sich im Sputum ,,spiegeleierformige” Epithelzellen aus dem
Mund-Nasen-Rachenraum. Diese kénnen wahrend der Induktion in das Sputum verschleppt
werden und den relativen Anteil an Phagozyten dadurch reduzieren (exemplarisch rot markierte
Epithelzelle in Abb. 4-3).

47



Fluoreszenzmikroskopischses Hellfeldmikroskopisches Uberlagerungs-
Bild Bild

Abb. 4-3: Epithelzelle (rote Markierung) und Phagozyt (griine Markierung) in mit
fluoreszierenden Microspheres versehenem induziertem Sputum

In der adhdrenten Zellfraktion zeigten sich nur vereinzelt Epithelzellen, diese stellten sich in
der nicht-adharenten Zellfraktion dar (vgl. Abb. 4-4). Die adharente Zellfraktion eignet sich
aufgrund des hoheren Anteils an Phagozyten und aufgrund fehlender Epithelzellen besser fir

eine Messung der DMRT1-Expression als die Zellfraktion in Suspension.

Fluoreszenzmikroskopischses Hellfeldmikroskopisches Uberlagerungs-
Bild Bild Bild

Sputum-Zellen in
Suspension

adharente Sputum-
Zellen

Abb. 4-4: Vergleich von Microspheres-phagozytierenden Zellen in adhédrenter und nicht-
adhdrenter Fraktion der Sputum-Zellen von Spender Nr. 1
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Der Anteil an allen Sputum-Zellen, die nach Induktion und vier Stunden Inkubation zum
Adhdrieren noch viabel waren, lag zwischen 45 und 63 % und verringerte sich somit zu den
Werten vor Durchflihrung des Phagozytose-Assays im Durchschnitt um 16 - 22 % (vgl. Tabelle
4-1). Aufgrund der verringerten Viabilitat und der geringeren Zellzahlen in den einzelnen
Fraktionen der Sputum-Zellen, zeigte sich die isolierte RNA-Masse zu gering fur die geplante
separate Analyse beider Zellfraktionen mittels gPCR.

Daher wurde auf Makrophagen-ahnliche Zelllinien zurtickgegriffen und diese auf eine DMRT1-
Expression hin Uberpruft. Interessanterweise liel3 sich flir DMRT1 eine Expression in allen vier
Zelllinien (THP-1, U937, HL-60 und MMG6) nachweisen (vgl. Abb. 4-5 links).

Makrophagen-Zelllinien Nicht-Makrophagen-Zelllinien
10
) THP-1 \ =:
10
102 18S rRNA DMRT1 18S rRNA
103
10+
105 negatives DMRT1-Signal
100 und Negativkontrolle
10
) U937 Jurkat
10*
10? 185 rRNA DMRT1 185 rRNA
103
104
10% negatives DMRT1-Signal
und Negativkontrolle
10
ARn 0
1 HL-60 HEK293
101
18S rRNA
102 18S rRNA DMRT1
103
10+
105 negatives DMRT1-Signal
und Negativkontrolle
10°
10 2 6 10 14 18 22 26 30 34 38
1 MM6 == —_— PCR-Zyklus

10t )
102 18S rRNA DMRT1
103
10*
10°
10°

2 6 10 14 18 22 26 30 34 38

PCR-Zyklus

Abb. 4-5: DMRT1-Expression in den Makrophagen-ahnlichen-Zelllinien THP1, U937,
HL60 und MM6, sowie nicht-Makrophagen-Zelllinien Jurkat, YT und HEK293
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Diese Zelllinien sind sowohl mannlich (THP-1, U937 und MM®6) als auch weiblich (HL-60).
Das stéarkste gPCR-Signal zeigte sich in THP-1-Zellen, welche von einem ménnlichen Saugling
stammen. Alle anderen Zelllinien stammen von Erwachsenen. In nicht-Makrophagen Zelllinien
wie Jurkat- (T-Zellen), YT- (T/NK-Zellen) und HEK293-Zellen (embryonale Nierenzellen)
konnte sich im Gegensatz zu den getesteten Makrophagen-ghnlichen Zelllinien
interessanterweise keine DMRT1-Expression nachweisen lassen (vgl. Abb. 4-5).
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4.2  Kein signifikanter Einfluss von Geschlechtshormonen auf DMRT1-Expression

Als Néachstes wurde eine Charakterisierung der in Zelllinien festgestellten DMRT1-Expression
durch Stimulation mit Geschlechtshormonen durgefuhrt, um die aus den aus Hodengewebe
bekannten Zusammenhénge von DMRT1 mit dem Steroidhormonmetabolismus erstmalig auch
in Makrophagen zu untersuchen. Testosteron und 17-B-Estradiol zeigten auf die DMRT1-
Expression in THP-1-Zellen mit einem mannlichen Karyotyp keine signifikanten

Veranderungen im Vergleich zur hormonfreien Kontrolle (vgl. Abb. 4-6 oben).
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Abb. 4-6:  DMRT1-Expression in THP-1- (oben) und HL-60-Zellen (unten) 24 Stunden
nach Stimulation mit Testosteron und 17-p-Estradiol. Native Kontrollen mit
reguldarem FBS, hormonfreie Kontrollen mit aktivkohlegefiltertem FBS.
Fehlerbalken: +/- 2 Standardfehler
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Auch bei HL-60-Zellen mit einem weiblichen Karyotyp zeigte sich kein Unterschied zwischen
den stimulierten Zellen und den Kontrollen. Ein geringer, statistisch jedoch nicht signifikanter
Unterschied ergab sich bei HL-60-Zellen zwischen der hormonfreien Kontrolle (aktivkohle-
steroidhormongefiltertes FBS) und der Kontrolle mit regularem Zellkulturmedium
(ungefiltertes Standard-FBS).

Beim Vergleich aller Proben in Zellkulturmedium mit aktivkohle-gefiltertem FBS mit den
nativen Kontrollen (mit reguldrem, unbehandeltem FBS) zeigte sich ein geringer, statistisch
signifikanter Unterschied in HL-60-Zellen. Auf diesen Unterschied scheinen die
Geschlechtshormone keinen Einfluss zu haben. Der Effekt kommt durch die Verwendung des
aktivkohle-gefilterten FBS zustande. In THP-1 Zellen zeigte sich kein signifikanter Unterschied

zwischen diesen beiden Gruppen.
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Abb. 4-7:  Vergleich der DMRT1-Expression in Zellkulturmedium mit reguldrem FBS

mit aktivkohlegefiltertem FBS in THP-1-Zellen (links) und HL-60-Zellen
(rechts). Fehlerbalken: +/- 2 Standardfehler
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4.3  Verringerte DMRT1-Expression nach LPS- und Ppg-Stimulation

Es stellte sich als Nachstes die Frage, ob die DMRT1-Expression in Makrophagen auf eine
direkte Immunstimulation reagiert. In Stimulationsexperimenten mit LPS, Der p 1, PHA, Ppg
und LpA zeigten sich signifikante Effekte auf die DMRT1-Expression unter Stimulation mit
bakteriellen Zellwandbestandteilen (LPS und Ppg). Den starksten Effekt auf die DMRT1-
Expression ubte die LPS-Stimulation in THP-1-Zellen aus. Diese fiihrte zu einer Reduktion der
DMRT1-Expression um das 12,7-fache auf 7,9 % nach 24 Stunden (vgl. Tabelle 4-3).

THP-1 U937 HL-60 MM©6
relative relative relative p- relative
Expression p-Wert Expression p-Wert Expression  Wert  Expression p-Wert
LPS
79 % 0,012 20,1 % 0,044 50,3 % 0,086 11,0 % 0,044
500 ng/ml
Derpl
163,3 % 0,064 120,8 % 0,764 102,2 % 0,894 74,3 % 0,359
3,6 pg/ml
PHA
76,8 % 0,266 78,1 % 0,472 62,3 % 0,044 43,6 % 0,097
5 pg/mi
P
P9 35,1 % 0,035 20,8 % 0,040 39,2 % 0,001 8,7 % 0,044
5 ug/ml
LpA
96,0 % 0,710 120,3 % 0,755 66,7 % 0,065 222 % 0,056
1 pg/mi

Tabelle 4-3: Relatives Expressionsniveau der stimulierten Zelllinien nach 24 Stunden.
Angegeben ist der p-Wert fur den Test auf Gleichheit zur Kontrolle.

Abb. 4-8 stellt die normalisierten Genexpressionsniveaus aller vier stimulierten Zelllinien
graphisch dar. Hier zeigt sich die vergleichsweise starkste Reduktion der DMRT1-Expression
nach Stimulation mit LPS (rot markiert) und Ppg (orange markiert). Ein Kleinerer Effekt mit
grenzwertiger Signifikanz zeigen sich bei PHA auf HL-60-Zellen, dieser stellt sich mit einer
1,6-fachen Expressionsminderung im Vergleich zu den LPS- und Ppg-Effekten (bis zur 12,7-
fachen Expressionsminderung) allerdings erheblich geringer dar. Das Hausstaubmilben-
Allergen Der p 1 sowie der LPS-Membrananker LpA zeigten auf keine der Zelllinien einen
signifikanten Effekt.
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Abb. 4-8:  Darstellung der DMRT1-Expression 24 Stunden nach Stimulation mit LPS,
Der p 1, PHA, Ppg und LpA je Zelllinie. Fehlerbalken: +/- 2 Standardfehler

Um den nachgewiesenen LPS-Effekt auf THP-1-Zellen weiter zu charakterisieren wurden die
DMRT1-Expression in Abhédngigkeit der Zeit (1 bis 72 Stunden, 8 Zeitpunkte) und LPS-
Konzentration (100 bis 1000 ng/ml, 4 Konzentrationen) bestimmt. Eine maximale DMRT1-
Reduktion stellte sich im Zeitfenster von 12 bis 24 Stunden ein (vgl. Abb. 4-9). Der Effekt einer
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DMRT1-Reduktion trat nach Stimulation mit allen Konzentrationen von 100 ng bis 1000 ng/ml
ein, zeigte sich dosisabhéngig bei hoheren LPS-Konzentrationen mit starkerer Auspragung und
langerer Dauer (vgl. 48 und 72 Stunden bei 500-1000 ng/ml mit 100-250 ng/ml).

Normalisiertes Expressionsniveau
M 1,20 1,00 ™ 0,80 I 0,60 0,40 0,20 0,0

1000 ng LPS

500 ng LPS

250 ng LPS

100 ng LPS
12 h 24h 36h 48 h

Abb. 4-9:  DMRT1-Expressionsniveau in Abhéngigkeit von Zeit und LPS-Konzentration

Die Reduktion der DMRT1-Expression erhéht sich nach Durchschreiten des Minimums
zwischen 12 und 24 Stunden bei allen Simulationskonzentrationen wieder. Bei der
Konzentration von 100 ng/ml LPS kehrt das Expressionsniveau nach 72 Stunden bis auf das

Ausgansniveau von nicht-stimulierten Zellen zurtick (vgl. Abb. 4-10).
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Abb. 4-10: DMRT1-Expression in Abhdngigkeit von Zeit und LPS-Konzentration.
Fehlerbalken: +/- 2 Standardfehler
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Beim Vergleich der unterschiedlichen LPS-Konzentrationen zeigte sich ein signifikanter
Unterschied in der DMRT1-Reduktion zwischen 100 und 1000 ng/ml LPS, nicht aber zwischen
250 und 1000 ng/ml LPS (vgl Abb. 4-11). Die maximale Reduktion der DMRT1-Expression
scheint bei 250 ng/ml bereits gesattigt, hdhere Konzentrationen an LPS flihren zwar zu einer
prolongierten Minderung der DMRT1-Expression, nicht aber zu einer insgesamt signifikant

starker ausgepréagten Verringerung der DMRT1-Expressionsreduktion.
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Abb. 4-11: DMRT1-Expression in Abhangigkeit von Zeit und LPS-Konzentration. Die p-
Werte sind fiir den Test auf Gleichheit der Mittelwerte angegeben.
Fehlerbalken: +/- 2 Standardfehler
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44  MCP-1-Induktion durch LPS und Ppg

Da Zusammenhé&nge zwischen DMRT1-Varianten und einer verdnderten MCP-1-Expression in

PBMCs beschrieben sind, erfolgte dartiber hinaus die Messung der MCP-1-Expression in den

stimulierten THP-1 Zellen (identische Konzentrationen der Stimulantien).
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Abb. 4-12:  MCP-1-Expression 24 Stunden nach Stimulation mit LPS, Der p 1, PHA, Ppg

und LpA. Fehlerbalken: +/- 2 Standardfehler

Es zeigten sich die groRten Effekte in den mit LPS oder Ppg stimulierten Zellen (vgl. Abb.

4-12). Interessanterweise sind LPS und Ppg jene Stimulantien, welche eine signifikante

Reduktion der DMRT1-Expression zur Folge hatten (vgl. Abb. 4-8). Aus diesen Beobachtungen

heraus stellte sich die Frage, ob umgekehrt eine Veranderung der DMRT1-Expression einen
Effekt auf die MCP-1-Expression haben kann.
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45 DMRT1-Uberexpression erhéht MCP-1-Expressionsniveau

Die Transfektion von THP-1 Zellen mit DMRT1-Plasmiden fiihrte zu einer Uberexpression von
DMRT1 auf das 1946-fache des Ausgangsniveaus. Die DMRT1-Uberexpression fiihrte zu einer
signifikanten Erhohung der MCP-1-Expression auf das 12-fache des Ausgangsniveaus,
gemessen 24 Stunden nach der Transfektion. Auf die Expression der Aromatase (CYP19A1)
zeigte die DMRT1-Uberexpression hingegen keinen signifikanten Effekt (vgl. Abb. 4-13).
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Abb. 4-13:  DMRT1, MCP-1- und CYP19A1-Expression 24 Stunden nach
Uberexpression von DMRT1. Fehlerbalken: +/- 2 Standardfehler

Der Vergleich von nativen THP-1-Zellen zu einer Kontroll-Transfektion mit leeren Plasmiden
ohne DMRT1 zeigte keine signifikanten Effekte auf die DMRT1-, MCP-1- oder CYP19A1-

Expression.
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4.6  Lokalisation von tGFP-getaggtem DMRT1

Da sich in Voruntersuchungen DMRT1-Proteine immunhistochemisch vornehmlich im
Zytoplasma von Alveolarmakrophagen darstellten und in dieser Arbeit Effekte von LPS auf die
DMRT1-Expression gezeigt wurden, erfolgte die fluoreszenzmikroskopische Lokalisation von
DMRT1 vor und nach Stimulation mit LPS. Mit tGFP markiertes DMRT1 wurde im Zellkern
der THP-1-Zellen nachgewiesen (Bild c und d, Abb. 4-14). Nach Stimulation mit LPS zeigte
sich in vereinzelten Zellen ein griines Fluoreszenzsignal auBerhalb des blau fluoreszierenden
Zellkerns (vgl. Bild d und f, Abb. 4-14).

Vektor unstimulierte Zellen 500 ng/ml LPS

AMAXA®
GFP-Testvector

n-tGFP-DMRT1

c-tGFP-DMRT1

Abb. 4-14:  Mikroskopische Darstellung von transfizierter THP-1 Zellen ohne
Stimulation und nach Stimulation mit 500 ng/ml LPS

Ein sicherer Nachweis von t-GFP-DMRTL1 im Zytoplasma von THP-1-Zellen konnte jedoch

aufgrund der geringen Transfektionseffizienz von 4 - 7 % nicht erfolgen.
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5 Diskussion

51 Zusammenfassung der Ergebnisse

Mit den vorgestellten Experimenten in Sputum und Makrophagen-ahnlichen Zelllinien wurden
Funktionen von DMRT1 in Alveolarmakrophagen, die mit geschlechtsspezifischen Effekten bei
Asthma in Verbindung gebracht werden, erstmals funktionell untersucht. Insgesamt zeigte sich
eine Expression von DMRT1 sowohl in Sputum als auch in Makrophagen-ahnlichen Zelllinien,
welche sich in Zelllinien nach Stimulation mit den bakteriellen Endotoxinen LPS und Ppg
signifikant verminderte (Hypothese 1 und 2). Die Expressionsminderung von DMRT1 nach
Stimulation mit LPS zeigte zwischen 100 und 1000 ng/ml ein dosisabhangiges Verhalten mit
Sattigung ab 250 ng/ml LPS und stieg nach Durchschreiten des Expressionsminimums

zwischen 12 und 24 Stunden nach 72 Stunden zuriick bis auf das Ursprungsniveau an.

Eine Beeinflussung der DMRT1-Expression durch Geschlechtshormone, wie sie im
Hodengewebe beschrieben ist, liel3 sich in Makrophagen-ahnlichen Zelllinien nicht nachweisen
(Hypothese 3). Jedoch war eine geringe, signifikante Reduktion der DMRT1-Expression in
Zellkulturmedium mit aktivkohlegefiltertem FBS zu beobachten, welche sich bei der
weiblichen HL-60-Zelllinie zeigte und nicht bei der mannlichen THP-1-Zelllinie. Die Frage
nach einer Translokation von tGFP markierten DMRT1-Proteinen aus dem Zellkern in das
Zytoplasma nach Stimulation (Hypothese 5), lieR sich technisch bedingt nicht sicher
beantworten. Eine plasmidvermittelte Uberexpression von DMRT1 fiihrte zu einer 12-fach
verstarkten Expression des Chemokins MCP-1, nicht aber zu einer signifikanten VVeranderung

der Aromatase-Expression (Hypothese 4).

In der Zusammenschau lassen diese Ergebnisse eine Interaktion von DMRT1 mit dem
Steroidhormonmetabolismus in Makrophagen unwahrscheinlich erscheinen und zeigen
vielmehr erstmalig einen funktionellen Zusammenhang von DMRT1 mit Immunfunktionen in

Makrophagen auf.
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52 DMRT1-Expression in Sputum und Makrophagen

Eine Bestimmung der DMRT1-Expression in Sputum-Zellen erfolgte bisher nicht und erbrachte
in dieser Arbeit erstmals den Nachweis einer geringen DMRT1-Expression in Zellen aus
induziertem Sputum. Dieses Ergebnis l&sst sich mit dem 2016 durch Schieck et al. erfolgten
immunhistochemischen Nachweis von DMRT1-Proteinen in Alveolarmakrophagen gut in
Einklang bringen (56). Bis heute (Stand Mai 2019) existieren keine weiteren Publikationen, die
sich mit direkten immunologischen DMRT1-Funktionen oder DMRT1-Funktionen in

Makrophagen oder anderen Zellen des Immunsystems beschaftigen.

Aufgrund der in den letzten Jahren zunehmenden Verwendung von Hochdurchsatzverfahren,
bei welchen das gesamte Transkriptom untersucht wird, liegen Expressionsdaten zu DMRT1 in
diversen Geweben und Zellen vor. Der Expressionsatlas des EBI (European Bioinformatics
Institute) bundelt die Expressionsdaten publizierter Experimente zusammen mit bereits
bestehenden Datenbanken, wie dem HPA (Human Protein Atlas), der HDBR (Human
Developmental Biology Resource) oder dem FANTOMS5-Projekt. Hier zeigt sich ein geringes
Expressionsniveau von DMRT1 beispielsweise in der fetalen Lunge (0,003 RPKM, Reads per
Kilobase Million) und der erwachsenen Trachea (0,009 RPKM) (171,172). Allerdings lasst sich
eine DMRT1-Expression nicht nur im Hodengewebe (5-65 TPM, Transcripts per Million) und
der Lunge nachweisen, sondern auch in Schilddriise (0,4 TPM) und Nebenschilddriise (0,1
TPM) (173,174). Im Plexus choroideus des fetalen Gehirns fand sich eine vergleichsweise hohe
DMRT1-Expression (bis 5 TPM) (175). Eine auf Lungen und Hoden beschrénkte Funktion von
DMRT1 ist somit nicht anzunehmen. Dies ist nicht weiter erstaunlich, da fir
Transkriptionsfaktoren allgemein zellspezifisch unterschiedliche Funktionen bekannt sind
(176,177). Die Datenbank des HPA listet daruber hinaus 64 humane Zelllinien, fir welche
DMRT1-Expressionsdaten vorliegen, neun davon mit einer DMRT1-Expression Uber der
Nachweisgrenze. Hier wird fir U937-Zellen eine geringe DMRT1-Expression (0,3 TPM)
angegeben, fir THP-1 und HL-60-Zellen zeigte sich keine DMRT1-Expression. MM6-Zellen
wurden nicht untersucht. Im Gegensatz zu den in dieser Arbeit vorgestellten Daten wird auch
fur HEK293-Zellen eine sehr geringe DMRT1-Expression (0,1 TPM) angegeben. In
Antikorperfarbungen aus dem HPA zeigte sich in einem von insgesamt neun Lungenschnitten
eine  schwache DMRT1-Anfarbung in  Alveolarmakrophagen. Informationen zu
mdglicherweise vorliegenden Atemwegserkrankungen der Spender liefert die Datenbank leider
nicht, alle neun Spender waren erwachsen. Diese Daten zeigen zusammen mit den in dieser

Arbeit vorgestellten Ergebnissen, dass DMRT1 in Makrophagen-ahnlichen Zelllinien nahe an
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der Nachweisgrenze exprimiert wird und dartiber hinaus nicht nur in Alveolarmakrophagen

eine geringe Expression zeigt, sondern auch in einer Reihe anderer Zellen und Gewebe.

Die beobachteten Expressionsdaten fiihren zu der berechtigten Frage, ob eine DMRT1-
Expression nahe der Nachweisgrenze in Makrophagen Uberhaupt relevante Effekte ausiiben
kann. Eine verbreitete gPCR-Daumenregel besagt, dass ein Gen mit einer relevanten Funktion
ein qPCR-Signal bis zum 35. Zyklus zeigen sollte, schlielich sind rechnerisch bei Signalen
nach dem 35. Zyklus — bei regelrechter Assay-Effizienz und nach Ausschluss potenzieller
Fehlerquellen — nur vereinzelte Transkripte des Gens im Sample enthalten (178). Ein Nature
Review von 2013 beschreibt, dass auch einzelne mRNA-Molekdile ausreichen, um eine
Translation korrespondierender Proteine zu ermoglichen (179). Die Wahrscheinlichkeit eines
Protein-Nachweises liegt bei 10-20 %, auch wenn nur ein mMRNA-Molekil pro Zelle vorliegt.
Transkriptionsfaktoren gehdren zu den Genen, welche im Vergleich zu anderen Gengruppen
das durchschnittlich geringste Expressionsniveau aufweisen. Transkriptionsfaktoren sind
vielfach geringer exprimiert als Struktur- oder Membranproteine (180). Durch regulatorische
Kaskaden-Effekte kann sich die Wirkung von Transkriptionsfaktoren multiplizieren. Ein
niedriges Expressionsniveau ist somit kein Ausschlusskriterium fur DMRT1-Effekte in

Makrophagen.

Dartiber hinaus zeigt sich DMRTL1 nicht in allen Sputum-Zellen exprimiert, sondern
ausschlieBlich in  Alveolarmakrophagen oder mdglicherweise in einem bestimmten
Alveolarmakrophagen-Phanotyp. Die Tatsache, dass sich DMRT1 nur in wenigen Spendern
nachweisen lasst, kann auch darin begrundet liegen, dass DMRT1 nur in einer distinkten Gruppe
—zum Beispiel in mannlichen Stadt-Kindern — ausreichend hoch exprimiert ist und dadurch die

Asthma-Pathogenese in Abhangigkeit bestehender SNPs geschlechtsspezifisch beeinflusst.

Um die relevante Probanden- und Zellpopulation zu identifizieren, stellt die Analyse
selektierter Alveolarmakrophagen und die Einzelzellanalyse aussichtsreiche Perspektiven dar.
In dieser Arbeit erfolgte die Selektion der Sputum-Zellen mittels Adharenz, die Verifizierung
des Alveolarmakrophagen-Anteils mittels Phagozytose-Assay.
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5.3 Makrophagen-Anteil in Sputum-Zellen

Bezogen auf die Sputum-Induktionen der Spender 1 bis 3 zeigte sich ein Phagozyten-Anteil
von insgesamt 43-58 %, in der adhdrenten Zellfraktion von 76-83 %. Eine Selektion von
Sputum-Zellen und der Vergleich des Phagozyten-Anteils in beiden Zell-Fraktionen erfolgte in
dieser Arbeit zum ersten Mal. Im Jahr 2000 zeigte eine Analyse von Sputum-Zellen 96
gesunder, erwachsener Nichtraucher durch Farbung und manuelle Auszdhlung unter dem
Mikroskop einen Makrophagen-Anteil von insgesamt 58,8/60,8 % (Durchschnitt/Median) in
induziertem Sputum (181). Den zweitgrofRten Anteil an Sputum-Zellen stellten in dieser Studie
neutrophile Granulozyten mit 37,5/36,7 % dar. Eine weitere Studie aus dem Jahr 2013 mit 69
ebenfalls gesunden, erwachsenen, nichtrauchenden Sputum-Spendern fand 43,0/39,3 %
(Durchschnitt/Median) Makrophagen und 50,3/51,9 % neutrophile Granulozyten in
induziertem Sputum. In beiden Studien wurde die gleiche Methode zur Sputum-Induktion wie
in dieser Arbeit verwendet. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind mit den Daten dieser
Studien vereinbar, auch wenn ein Teil der phagozytierenden Zellen nicht den
Alveolarmakrophagen zugerechnet werden darf, sondern in die Gruppe der neutrophilen
Granulozyten féllt (182). Der Anteil viabler Zellen stellte sich mit 68-83 % nach Induktion auf
einem vergleichbaren Niveau mit bereits verdffentlichten Ergebnissen dar. Hier variierte die
Viabilitat der Sputum-Zellen zwischen 23 und 96 %.

Hinsichtlich des Anteils an Microspheres-phagozytierenden Sputum-Zellen zeigten sich in der
adharenten Zell-Fraktion mehr Phagozyten (76 -83 %) als bei den nicht-adhérierenden
Sputum-Zellen in Suspension (12 - 22 %). Da Makrophagen typischerweise ein adhdrentes und
phagozytierendes Verhalten aufweisen, stellten die adhdrenten Zellen wie erwartet die
selektierte Zell-Fraktion dar, in welcher eine weitere Charakterisierung der DMRT1-Expression
erfolgen konnte. Der groRRte Vorteil einer Makrophagen-Selektion durch Adhérenz ist die
simple Umsetzung ohne grolRen technischen Aufwand. Nachteile stellen die maogliche
Aktivierung der Makrophagen und dadurch potenzielle Verfélschung von Messungen dar.
Weiter besteht aufgrund der notwendigen Inkubationszeit die Gefahr einer reduzierten
Zellviabilitat bei suboptimalen Kulturbedingungen. Diese Tatsache hat in der vorliegenden
Arbeit dazu geflihrt, dass geplante Downstream-Experimente nicht erfolgreich durchgefiihrt
werden konnten. Daher bedarf es entweder einer weiteren Optimierung der Kulturbedingungen
fir primare Sputum-Zellen oder der Verwendung alternativer Methoden zur
Anreicherung/Selektion von Alveolarmakrophagen aus induziertem Sputum (vgl. Abschnitt

5.5.2).
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5.4  Stimulations- und Uberexpressionsexperimente
54.1 Stimulation mit Geschlechtshormonen

Die Stimulation von Zelllinien mit Geschlechtshormonen fiihrte zu keiner Veranderung der
DMRT1-Expression. Die Literatur zu DMRT1-Genfunktionen beschaftigt sich aktuell
vornehmlich mit Zusammenhangen zur Geschlechtsdifferenzierung- und Entwicklung, wobei
die Rolle von Geschlechtshormonen mituntersucht wird. Exemplarisch zeigt eine Studie aus
dem Jahr 2018, wie Abwasser-Riickstande oraler Kontrazeptiva (Ostrogene) die DMRT1-
Expression in Fisch-Gonaden vermindert, somit die Geschlechtsdifferenzierung der
Nachkommen beeinflusst und zu einer Verweiblichung mit konsekutiver Reduzierung der
Fischbestande fuhren kann (183). Zentrales Schaltenzym in diesem Prozess ist die Aromatase,
welche die Umwandlung von Androgenen in Ostrogene katalysiert (184). Wie in Abschnitt 1.5
beschrieben zeigen zahlreiche Studien, dass Geschlechtshormone auch die Immunfunktion von
Makrophagen beeinflussen. Die Effekte von Geschlechtshormonen auf Makrophagen wurden
bereits in Bezug auf geschlechtsspezifische Unterschiede bei Asthma als relevanter Faktor
diskutiert (94). In den Zelllinien-Experimenten dieser Arbeit scheint DMRT1 in diesen Prozess
nicht involviert zu sein. Die DMRT1-Uberepressionsexperimente legen nahe, dass eine
Interaktion von DMRT1 und Aromatase in Makrophagen — anders als in gonadalen Zellen —
nicht zu bestehen scheint. Die Beeinflussung der DMRT1-Expression durch
Geschlechtshormone und vice versa in Zellen des reproduktiven Systems, nicht aber in
Makrophagen, liefert ein weiteres Beispiel fur die zellspezifische Funktion wvon

Transkriptionsfaktoren.

Eine geringer, aber signifikanter Unterschied der DMRT1-Expression zeigte sich in HL-60-
Zellen beim Vergleich von Zellkulturmedium mit reguldarem FBS und aktivkohlegefiltertem
FBS. Dieser Effekt war in THP-1-Zellen nicht nachweisbar. Da FBS selbst Steroidhormone
enthélt, wurde das aktivkohlegefilterte FBS als Kontrolle und fir die Hormonstimulationen
verwendet. Die Filterung entfernt allerdings nicht nur Geschlechtshormone, sondern alle
Steroidhormone (auch Glukokortikoide und Mineralokortikoide) sowie mdglicherweise im
Serum enthaltene Medikamente, Pestizide, Halogenkohlenwasserstoffe und Schwermetalle
(185,186). Es bleibt unklar, welche Substanzen im Serum die erhdéhte DMRT1-Expression in
HL-60-Zellen bedingen. Die Verwendung unterschiedlichen Serums/Zellkulturmediums
konnte erklaren, warum in manchen Makrophagen-Zelllinien der HPA-Datenbank im

Gegensatz  zu dieser Arbeit keine DMRTI1-Expression gefunden wurde. Ein
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geschlechtsspezifischer Effekt kdnnte vermutet werden, da es sich bei HL-60 um eine weibliche
und bei THP-1 um eine mannliche Zelllinie handelt, jedoch zeigte sich der gemessene Effekt

vielfach kleiner als unter Stimulation mit LPS oder Ppg.

542 Immunstimulation und DMRT1-Expression

In Makrophagen-Zelllinien flhrte die Stimulation mit den bakteriellen Endotoxinen LPS und
Ppg zu einer verminderten DMRT1-Expression. Dieser Effekt zeigte sich dosisabhangig und
reversibel sowie in vier Makrophagen-dhnlichen Zelllinien konsistent. Interessanterweise
wurden unter Stimulation mit Lipid A (LpA) keine signifikanten Effekte auf die DMRT1-
Expression gemessen. LPS besteht als amphiphiles Molekil aus einem hydrophoben
Membrananker (LpA), einer Kernregion und einem variablen hydrophilen Polysaccharid-
Antigen. LpA wird als eigenstandig immunologisch wirksamer, pyogener LPS-Bestandteil
beschrieben (187-189), Jedoch erfolgt eine Aktivierung des CD14/TLR-4/MD-2-
Rezeptorkomplexes mit Zytokin-Induktion durch LPS, welches an LBP gekoppelt ist (192).
Dieser Weg scheint sowohl flr die Steigerung der MCP- als auch fir die Reduktion der

DMRT1-Expression von Bedeutung zu sein.

LBP gehort wie weitere PGRPs (eng. Peptidoglycan recognition proteins) zu den
Mustererkennungsrezeptoren (PRRs) des angeborenen Immunsystems. Obwohl die Interaktion
verschiedener PGRPs mit Peptdoglykanen weniger gut untersucht ist als die Interaktion von
LPS mit LBP, scheint auch die Bindung von Ppg an PGRPs zur Induktion von Zytokinen und
zu einer TLR-4-Aktivierung zu fiihren (194,195). Vor diesem Hintergrund erscheint es logisch,
dass sowohl die Stimulation mit LPS als auch mit Ppg zu einer deutlichen Erhéhung der
MCP-1- und Verminderung der DMRT1-Expression fiihrte. Dieser vorgestellte Zusammenhang
zwischen DMRT1 und bakteriellen Endotoxinen in Makrophagen ist vollig neu und fiihrt zu der
Frage, in welcher Form eine geschlechtsspezifische Beeinflussung der Asthma-Pathogenese

hierdurch moglich ist.

Diese Arbeit zeigte, dass eine Plasmid-vermittelte DMRT1-Uberexpression die MCP-1-
Expression erhéhte, somit konnte eine geschlechtsspezifische DMRT1-Expression bereits ohne
den Einfluss von Endotoxinen die Zytokin-Level und dadurch die Immunantwort modulieren.

In Zusammenschau mit den Ergebnissen aus der LPS-Stimulation kénnte spekuliert werden, ob
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Endotoxine nicht direkt, sondern durch erhéhte Zytokin-Level im Sinne eines negativen
Feedback-Mechanismus zur Reduktion der DMRT1-Expression fuhren (vgl. Abb. 5-1).

LPS, Ppg und moglicherweise weitere
Stimulatoren des angeborenen Immunsystem
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Estradiol

Teil des zelleigenen Steroidhormonmetabolismus
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Abb. 5-1: Ubersicht moglicher Interaktionswege zwischen LPS und DMRT1

Die Beeinflussung der DMRT1-Expression durch Endotoxine macht DMRT1 besonders in
Populationen mit geringer und hoher Endotoxin-Exposition zu einem interessanten Kandidaten
fr geschlechtsspezifische Asthma-Effekte. So kénnten sich relevante geschlechtsspezifische
DMRT1-Effekte auf die Asthmapathogenese bei separater Untersuchung dieser beiden
Populationsgruppen demaskieren. Schieck et al. haben die Mdglichkeit populationsspezifischer
Umweltfaktoren (z.B. viele Stadt-Kinder) bereits bei heterogenen Interaktionsergebnissen

zwischen verschiedenen Populationen diskutiert. Die Demaskierung Endotoxin-vermittelter
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DMRT1-Effekte konnte durch eine genomweite Interaktionsstudie zwischen Geschlecht und
Asthma geschehen, bei welcher die Unterscheidung von LPS-exponierten Kindern aus
bauerlichem Umfeld und Stadt-Kindern mit geringer LPS-Exposition erfolgt. Die
Untersuchung primérer Alveolarkmakrophagen von Kindern aus diesen beiden Gruppen wére

der nachste Schritt, um DMRT1-Effekte auf Asthma noch genauer zu charakterisieren.

67



5.5 Methodische Limitationen und Perspektiven
551 Induziertes Sputum

Das in dieser Arbeit verwendete Verfahren zur Sputum-Induktion mittels ultraschallvernebelter
hypertoner Kochsalzlésung gilt zwar als das aktuell beste nichtinvasive Verfahren, um Sputum-
Zellen zu gewinnen (190), dennoch ist diese Methode erheblich von der Mitarbeit des Sputum-
Spenders sowie vom durchfiihrenden Untersucher abhangig. Das Ergebnis kann somit hohen
Qualitatsschwankungen unterliegen (191). Bereits geringe, fir den Spender unwesentlich
erscheinende, Abweichungen des 40 Minuten dauernden Protokolls, wie beispielsweise ein
inkorrektes Bedienen des Salbutamol-Inhalators, ein zu oberflachliches Husten oder das
unzureichende Spilen des Mundraums, fuhren zu einer verminderten Qualitat des Sputums.
Dies bewirkt Unterschiede in Zellzahl, Viabilitat und Haufigkeit der Zelltypen (z.B. viele
Epithelzellen durch hohen Speichelanteil). Ebenso wird bei der Selektion der Sputum-Plugs auf
Eis ein erfahrener und ziigig arbeitender Untersucher benétigt, da sowohl eine zu geringe Zahl
an isolierten Sputum-Plugs als auch eine zu lange Dauer auf Eis die Anzahl und Viabilitat der

gewonnen Zellen negativ beeinflussen.

Als nicht-invasive, alternative Methoden zur Sputum-Induktion stehen diverse
Massagetechniken des Thorax ohne die Inhalation hypertoner Kochsalzlésung zur Verfugung,
welche weniger gute Ergebnisse zu liefern scheinen und gleichzeitig vergleichbare Nachteile
wie die hier verwendete Methode aufweisen (190). Im Gegensatz dazu stellt die
bronchoalveoldre Lavage (BAL) eine invasive Methode dar, um Tracheobronchialsekret zu
gewinnen (193). Bei der Gewinnung von Tracheobronchialsekret besteht keine Gefahr einer
Verunreinigung mit Speichel und Zellen des Nasen-Rachen-Mundraumes, da es im Gegensatz
zu induziertem Sputum nicht mit Speichel in Kontakt kommt. Zudem ist diese Methode
vollkommen unabhdngig von der Mitarbeit des Spenders. Nachteile sind allerdings das
vergleichsweise hohere Komplikationsrisiko, die hohere Invasivitét, der technische, personelle
und finanzielle Mehraufwand sowie die erforderliche Sedierung des Spenders. Vor diesem
Hintergrund ist es ethisch indiskutabel, ohne klare medizinische Indikation Material mittels
invasiver BAL bei Kindern zu reinen Forschungszwecken gewinnen. Aufgrund dieser
Nachteile wird in Zukunft am ehesten die in dieser Arbeit verwendete Methode zur Sputum-
Induktion weiter Anwendung finden, jedoch bedarf es einer Ausweitung der Studienteilnehmer.
Fur diese Arbeit standen zehn freiwillige, volljahrige Probanden zur Verfugung. Die Induktion

von Sputum erwachsener Probanden, davon zwei Asthmatiker und acht Probanden ohne
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Asthma, stellt einen ersten notwendigen Schritt zur Untersuchung potenzieller DMRT1-
Funktionen in Sputum-Zellen dar. Die genomweite Assoziationsstudie, welche auf
geschlechtsspezifische  DMRT1-Funktionen hinwies, basierte allerdings auf den Daten
kindlicher Asthma-Phanotypen. Falls DMRT1 vornehmlich in Alveolarmakrophagen von
Kindern eine relevante Rolle spielt, tibersédhe die alleinige Testung erwachsenen Sputums
mogliche ausgeprégtere DMRT1-Effekte. Daher bedarf es einer Ausweitung der

Untersuchungen von Sputum-Makrophagen auf Kinder mit und ohne Asthma.

55.2 Phagozytose-Assay

Der durchgefiihrte Phagozytose-Assay diente in dieser Arbeit dazu, in induziertem Sputum den
Anteil an phagozytierenden Zellen und somit naherungsweise die Zahl der Makrophagen im
Sputum zu messen. Trotz der Gegebenheit, dass Makrophagen hochspezialisierte Phagozyten
sind, Zellschrott und Antigene aufnehmen und anschlieBend Fragmente des phagozytierten
Materials anderen Immunzellen prasentieren, kann eine exakte Bestimmung des Makrophagen-
Anteils mit der verwendeten Methode (Bestimmung des Adhérenz- und Phagozytose-
Verhalten) nur unter gewissen Vorbehalten erfolgen. Dies ist allem voran der Tatsache
geschuldet, dass Makrophagen eine heterogene Zellgruppe darstellen (wie in Abschnitt 1.5
vorgestellt). Bestimmte Makrophagen-Phanotypen zeigten unter pathologischen Bedingungen
ein verringertes oder Vvollig fehlendes Phagozytose- oder Adhéarenz-Verhalten
(169,170,196,197). So sind bei Asthma, COPD oder zystischer Fibrose dysfunktionale
Makrophagen beschrieben worden, deren fehlendes Phagozytose-Verhalten mit pathologisch
verringerter Expression von Phagozytose-Rezeptoren, extremem oxidativem Stress und
spezifisch veranderten Makrophagen-Phanotypen zu erkldren versucht wird. Zum anderen wird
eine exakte Messung des Makrophagen-Anteils dadurch erschwert, dass es bestimmte Zellen in
induziertem Sputum gibt, die zwar zur Phagozytose beféhigt sind, nicht aber den Makrophagen
zugerechnet werden dirfen. Beispielsweise gehdren in diese Gruppe neutrophile Granulozyten,
Mastzellen und dendritische Zellen, von welchen die neutrophilen Granulozyten mit 10,4-
50,3 % der Zellen in induziertem Sputum gesunder, erwachsener, nichtrauchender Probanden
die haufigsten Vertreter darstellen (181,198-200). Eine Studie aus 2017 zeigte mittels
durchflusszytometrischer Analyse induzierter Sputum-Zellen, dass auch 5-50% der
neutrophilen Granulozyten fluoreszierende Microbeads phagozytieren kénnen (201). Leider

wurden in der Studie ausschliel3lich neutrophile Granulozyten und keine Makrophagen aus
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induziertem Sputum untersucht. Ein weiterer Nachteil des Phagozytose-Assays ist die in dieser
Arbeit verwendete untersucherabhangige Auswertung durch manuelles Auszahlen der
fluoreszierenden Zellen unter dem Mikroskop. Besonders bei geringer Zell-Viabilitat wurde
beobachtet, dass sich die Unterschiede beim Auszahlen der Zelle zwischen Untersuchern
vergroRern (202). Alternativ stehen automatisierte Zahlverfahren zur Verfligung wie
beispielsweise der fir diese Arbeit verfligbare automatisierte Zellzdhler ,,Countess 11 von
Thermofisher. Jedoch konnte der Zellzdhler nicht fir die Auszahlung von Sputum-Zellen
verwendet werden, da diese aufgrund ihrer sehr variablen Morphologie trotz angepasster
Gerdteeinstellungen nicht korrekt erkannt und gezéhlt wurden. So wurden einzelne
Epithelzellen aufgrund ihrer GroRe als mehrere eigenstdndige Zellen identifiziert und
verfalschten damit die Messergebnisse in nicht mehr akzeptablem AusmaRB. Eine weitere
untersucherabhéngige Methode stellt das durchflusszytometrische Messen der fluoreszierenden
Zellen dar. Hierbei kann eine Differenzierung verschiedener Zelltypen erfolgen und
gleichzeitig durch Immunphénotypisierung das Auftreten bestimmter Zell-Phanotypen
einzelnen Patientengruppen zugeordnet werden (203). Allerdings ist diese Methode erheblich
aufwendiger und teurer. Zudem kann bei Verwendung fluoreszierender Microspheres auch mit
einer Reihe an VVorkehrungen nicht ausgeschlossen werden, dass falschlicherweise Zellen oder
Zellschrott mit anhaftenden fluoreszierenden Partikeln oder aggregierte Partikel mitgezahlt

werden.

Folglich stellt der verwendete Phagozytose-Assay zur Bestimmung des Makrophagen- bzw.
Phagozyten-Anteils in induzierten Sputum-Zellen einen vernlinftigen Kompromiss aus
Praktikabilitat und ausrechender Genauigkeit dar. In Zukunft kénnte eine auf den Phagozytose-
Assay folgende Bestimmung der DMRT1-Expression in den verschiedenen Zell-Fraktionen
eine interessante Perspektive sein. In dieser Arbeit gelang dies nicht, da sich der Anteil an
viablen Zellen nach Durchfiihrung des Phagozytose-Assays mit 45-63 % als gering darstellte
und eine PCR-Analyse der phagozytierenden Zell-Fraktion als Downstream-Experiment
aufgrund zu niedriger RNA-Ertrage keine aussagekréftigen Ergebnisse liefern wiirde. Der
verhaltnismaRig hohe Anteil an nicht mehr viablen Sputum-Zellen kdnnte einerseits an den
tempordren zellschadigenden Bedingungen wéhrend der Sputum-Induktion liegen und
andererseits durch nicht optimale Kulturbedingungen fur primdre Makrophagen nach der
Sputum-Induktion verursacht worden sein. In einem Methoden-Paper wurde als Kriterium fiir
den Start der Kultivierung von Sputum-Makrophagen ein Anteil an viablen Makrophagen von
mindestens 40 % gewahlt (204). Dieser niedrige Wert spiegelt den groRen Anteil an Zellen
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wieder, welcher durch die Prozedur der Induktion und Selektion geschadigt wurde. Es besteht
daher bei dieser Methode nicht nur eine hohe Heterogenitat der Sputum-Qualitat, sondern
mdoglicherweise auch ein noch nicht ausgeschopftes Optimierungspotential. Dieses Potential
zeigt sich auch in der geringen Zahl an Publikationen, die sich der Kultivierung primérer
Sputum-Zellen widmet. Der grofite Teil der Literatur zu induziertem Sputum befasst sich mit
der Kultivierung von Krankheitserregern daraus. Diese stellen hdufig auch erheblich geringere
Anforderungen an die Kulturbedingungen als humane Sputum-Zellen. Dariber hinaus werden
in den hierzu vorliegenden Publikationen unterschiedliche Herangehensweisen in Bezug auf
das verwendete Serum (human oder bovin), das verwendete Nahrmedium (Glukosegehalt) und
die verwendeten Antibiotika verfolgt (204-206). In dieser Arbeit wurde humanes Serum
zusammen mit der Nahrlésung RPMI 1640 GlutaMAX verwendet, welches sich geméal den
Herstellerangaben fir die Kultivierung primarer humaner Makrophagen eignet (207). Obwohl
bekannt ist, dass induziertes Sputum mit Keimen und potentiellen Pathogenen aus dem
Oropharyngealraum kontaminiert ist (208), wurde auf die Zugabe eines Antibiotikums

aufgrund der kurzen Inkubationszeit von 4 Stunden verzichtet.

Es bedarf also in Zukunft entweder verbesserter Kulturbedingungen wahrend der
Inkubationszeit des Phagozytose-Assays sowie schonenderer Gewinnungsverfahren der
Alveolarmakrophagen, um verlassliche Aussagen aus Downstream-Experimenten treffen zu
kdnnen, oder eine andere methodische Herangehensweise ist gefragt. Vertreter alternativer
Methoden zur Selektion bzw. Identifizierung von Sputum-Makrophagen stellen die
Einzelzellanalyse (engl. single cell analysis) oder antikOrperbasierte Selektionsverfahren wie
das MACS (eng. magnetic activated cell sorting) oder Immunodensity-Verfahren dar.

Bei den beiden erstgenannten Verfahren wirde sich eine Negativselektion mit Antikdrpern
gegen Epithelzellen (Anti-CD326, EpCAM, engl. epithelial cell adhesion molecule),
Lymphozyten (Anti-CD45, LCA, engl. leukocyte common antigen), eosinophile Granulozyten
(Anti-EPO, eosinophil peroxidase) und neutrophile Granulozyten (Anti-CD15, Sialyl-Lewis X)
anbieten, welche diese unerwiinschten Zellen aus der Sputum-Zellsuspension entfernen. Als
Folge blieben die Makrophagen ohne direkte Manipulation (,,untouched*) tibrig. Beim MACS
werden antikorpergekoppelte magnetische Partikel (Beads) mitsamt gekoppelten Zellen in einer
starken Magnetfeld-Matrix mit mehreren Tausend Tesla gebunden, wahrend die Makrophagen
ohne Bindung durch das Magnetfeld laufen. Beim Immunodensity-Verfahren (z.B. RosetteSep
(209)) wéren Erythrozyten mit den zuvor genannten Antikdrpern versehen in einer Gel-Matrix

fixiert. Die Sputum-Zellsuspension wird bei 800 g fiir 30 Minuten durch das Gel zentrifugiert
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und die nicht erwiinschten Zellen verbleiben an die Antikorper/Erythrozyten gekoppelt im Gel
zuruck, waéhrend die Sputum-Makrophagen ohne Interaktion mit Antikorpern das Gel
durchlaufen (206). Ein wesentlicher Nachteil dieser antikdrperbasierten Verfahren ist, dass eine
Bindung bestimmter Makrophagen-Phanotypen an die Antikorper nicht auszuschlieRen ist und

damit Makrophagen-Subpopulationen fehlen kénnen, ohne dass dies bemerkt werden wiirde.

Eine vielversprechende und vergleichsweise neue Methode ist die Einzelzellanalyse. So wurde
die RNA-Analyse einzelner Zellen vom Nature Methods-Journal zur Methode des Jahres 2013
gekdirt (210). Hierbei kénnen einzelne oder wenige Zellen nach wéhlbaren Kriterien (wie z.B.
Morphologie, Adhédrenz oder Phagozytose) ausgesucht und einer Analyse zugefiihrt werden.
Ebenso kdnnen Sputum-Zellen mit Biomarkern in verschiedene Ph&notypen eingeteilt werden
(Chipzytometrie) und die identifizierten Phénotypen in einem zweiten Schritt separat auf eine
DMRT1-Expression hin untersucht werden. Auf diesem Weg konnten nicht nur neue,
moglicherweise geschlechtsspezifische Biomarker fir distinkte Asthma-Phé&notypen
identifiziert werden, sondern auch die geschlechtsspezifische Rolle von DMRT1 in
Makrophagen beziehungsweise in bestimmten Makrophagen-Subpopulationen weiter

untersucht werden.

55.3 Zellkultur

Zellkultur-Experimente  nehmen eine zentrale Stellung bei der Beantwortung von
Fragestellungen in der medizinischen Grundlagenforschung ein und erfreuen sich seit ihrer
Entdeckung einer sehr breiten Anwendung. Die Verwendung von immortalisierten, homogenen
Zelllinien reicht tiber 50 Jahre zuriick und bietet heute ein standardisiertes, gut untersuchtes und
reproduzierbares Testsystem. In der vorliegenden Arbeit fanden vier Zelllinien Anwendung,
welche alle dem Makrophagen-Monozyten-System zugeordnet werden kénnen. Das DSMZ
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) ist der grélite deutsche
Anbieter von Zelllinien. Aktuell (Stand: Februar 2019) enthalt die Sammlung des DMSZ 826
Zelllinien, von welchen 631 humanen Ursprungs sind (211). Acht von diesen 631 humanen
Zelllinien finden in der Literatur als etabliertes humanes Makrophagen-Modell Verwendung
(212-218). Neben den in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien THP-1, U937, HL-60 und MM6,
sind dies JOSK-I und JOSK-M (beides U937-Derivate) sowie AML-193 und Kasumi-3, welche
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aufgrund ihrer Verwendung in einer nur geringen Zahl an Veroffentlichungen (jeweils kleiner
100) fur diese Arbeit nicht herangezogen wurden.

Die Vorteile der Zellkultur gegeniiber der Verwendung priméarer Zellen kommen in dieser
Arbeit gut zur Geltung. So ermdglichte die Verwendung von Zelllinien durch Schaffung stabiler
Untersuchungsbedingungen, das Verhalten der DMRT1-Expression nach Stimulation zu
charakterisieren und Effekte der plasmidvermittelten DMRT1-Uberexpression zu messen.
Nichtsdestotrotz haben die verwendeten Zelllinien eine Vielzahl ihrer urspringlichen
Eigenschaften als primére Zellen verloren, sind als Tumor-Zellen nur unter Vorbehalt mit
Alveolarmakrophagen vergleichbar und durch die Herausldsung aus ihrem hochkomplexen
physiologischen Kontext klar als in-vitro-Modell zu betrachten. Daher verbleibt zur Kontrolle
der in vitro gewonnenen Erkenntnisse als notwendiger Folgeschritt die Untersuchung und

Stimulation primérer Makrophagen aus der Lunge.

554 Real-time quantitative PCR

Die guantitative Echtzeit-PCR ist eine Weiterentwicklung der von Kary Mullis erfundenen
Polymerase-Kettenreaktion, welche 1986 die Molekularbiologie revolutionierte (219). Diese
quantitative Vervielfaltigungsmethode fir Nukleinsduren stellt ein hochsensibles sowie
spezifisches Nachweisverfahren fur die Expression von Genen dar, das sich durch einen grof3en
dynamischen Messbereich und eine hohe Genauigkeit auszeichnet. Diese Vorteile der g°PCR
sind allerdings nur vollstandig gegeben, sofern die die Einstellung der PCR-Parameter als auch
die Vorbereitung der Samples (Pra-PCR genannt) korrekt durchgefuhrt werden. Zur Pra-PCR
gehort, dass die aus der Zelle isolierte RNA zuvor unter Einsatz reverser Transkriptase in stabile
cDNA Ubersetzt wird. In dieser Arbeit wurden fur beide Arbeitsschritte der Pra-PCR (RNA-
Isolation und cDNA-Synthese) kommerziell verfugbare Produkte von QIAGEN genutzt,
welche den Vorteil einer vielfach getesteten und optimierten Arbeitsplattform bieten. Fur alle
in dieser Arbeit untersuchten Gene aufler 18S rRNA wurden kommerzielle TagMan-Assays

erworben.

Die Hersteller legen allerdings die exakte Funktionsweise sowie die Inhaltsstoffe ihrer Produkte
nicht vollumfanglich offen. Dies kann unter bestimmten nicht vorgesehenen Bedingungen zu
unerwinschten Ergebnissen flihren. Beispielsweise stellt sich die Frage nach den Ursachen der
zum Teil hohen Varianzen der Housekeeping-Gene. Ein deutliches Beispiel hierfiir zeigt sich
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in Abb. 7-5 mit der beobachteten hohen Varianz der 18S rRNA Signale der Zeitpunkte 24, 36
und 48 Stunden, wahrend sich GAPDH (Uber alle Zeitpunkte hinweg stabil exprimiert zeigt.
Eine entscheidende potenzielle Quelle globaler, aber besonders genspezifischer methodischer
Fehler stellt die reverse Transkription dar (220,221). So kénnen von Gen zu Gen, insbesondere
bei dem neben GAPDH h&ufig verwendeten ,zellbiologischen Goldstandard der
Referenzgene®, 18S rRNA, Fluktuationen der RT-Effizienz bis zum Faktor 35.000 auftreten
(222). Die Ursachen hierflr liegen wesentlich bei genspezifischen Unterschieden der RNA-
Sekundarstruktur, welche in Abhédngigkeit einer Vielzahl von Parametern wie Temperatur,
RNA- und Primer-Konzentration, Anwesenheit von genomischer DNA oder dNTPs-
Konzentration variabel konfiguriert ist. Ebenso betrifft eine verringerte Konzentration der
Reversen Transkriptase verschiedene Gene unterschiedlich stark. Die Wiederholung einiger
Samples der betroffenen Zeitpunkte aus Abschnitt 4.2 zeigte jedoch eine normale Expression
von 18S rRNA. Daher ist davon auszugehen, dass am ehesten ein nicht korrekt laufender
18S rRNA-Mastermix fur die Abweichungen in Abb. 7-5 verantwortlich gemacht werden muss.

Aufgrund von methodenabhdngigen und -unabhangigen Expressionsschwankungen der
Referenzgene sollten fiir gPCR-Experimente grundsatzlich mehrere Referenzgene bestimmt
und verglichen werden, denn ,,die Qualitit des normalisierten Expressionsniveaus ist nur so
hoch wie die Qualitit des Referenzgens® (223). Methodenunabhdngige Effekte der
Experimentalparameter auf das Expressionsniveau klassischer Referenzgene treten haufig auf
und werden unterschatzt (224). Bereits 1975, lange vor der Erfindung der PCR, war bekannt,
dass beispielsweise eine Infektion mit Cytomegalieviren zu einer Steigerung der 18S rRNA-
Expression flihrt (225). Als Konsequenz muss fur jedes einzelne Experiment die Eignung eines
Referenzgens erneut validiert werden, indem eine stabile Transkription des Referenzgens unter
den Bedingungen des jeweiligen Experiments (z.B. Stimulation mit Hormonen oder
Allergenen) gepruft wird beziehungsweise sichergestellt wird, dass die Experimentalparameter
keine relevanten Effekte auf das ausgewdahlte Referenzgen zeigen (226). In der Literatur werden
zahlreiche Referenzgene unter den verschiedensten Bedingungen verglichen. Diese
Informationen konnen lediglich die Vorauswahl der Referenzgene erleichtern, eine eigene
Prufung der Stabilitat ersetzen sie nicht. Beispielsweise wurden in der murinen Makrophagen-
Zelllinie J774A.1 unter LPS-Stimulation acht Referenzgene getestet und GAPDH als das
instabilste und damit untauglichste Gen fur eine Normalisierung identifiziert (227).
Andersherum wurde GAPDH als das stabilste von elf Referenzgenen in murinen
Knochenmarks-Makrophagen unter LPS-Stimulation identifiziert (228). Aufgrund dieser
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Unsicherheiten empfehlen manche Autoren die Verwendung von mindestens zwei
Referenzgenen, zu deren geometrischem Mittel normalisiert werden soll, um Schwankungen
der Referenzgenexpression auszugleichen und Kleinere Veranderungen des Zielgens
detektieren zu konnen (229,230). Ein Nature-Review von 2005 argumentiert, dass ein
validiertes Referenzgen ausreicht, sofern es stabiler exprimiert ist als das Zielgen: ,,Ein
Referenzgen mit einem Fehler von einer Zehnerpotenz scheint nicht ideal, ist aber ausreichend
um eine Verdnderung von zwei Zehnerpotenzen des Zielgens zu messen (231).
Erstaunlicherweise zeigte ein systematisches Review, dass zwischen 2010 und 2015 in gPCR-
Studien durchschnittlich 1,2 Referenzgene Anwendung fanden und dass in nur 15 % der Félle
eine Testung mehrerer Referenzgene durchgefihrt wurde (232). Vor diesem Hintergrund
stellen die in dieser Arbeit verwendete Validierung zweier der sehr haufig gebrauchten
Referenzgene — 18S rRNA und GAPDH - und die anschlielende Normalisierung zum stabiler
exprimierten Gen eine VVorgehensweise dar, die einen Grof3teil der Studien hinsichtlich dieses
Aspekts in ihrer Qualitat uberragt.

Bei geringen RNA-Konzentrationen sowie schwach exprimierten Zielgenen, wie es bei den
Sputum-Experimenten in Abschnitt 4.1 der Fall ist, wiirde die Mdglichkeit einer gezielten
Praamplifikation der cDNA bestehen, um die Sensitivitdt der nachfolgenden gPCR-
Experimente fur DMRT1 zu erhohen (233,234). Entsprechende Praamplifikations-Kits werden
von kommerziellen Anbietern beworben. Dennoch ware eine auf jedes Gen abgestimmte
Optimierung notwendig (235). Es wird aber auch argumentiert, dass die gPCR eine ausreichend
hohe Sensibilitdt aufweist, sofern ein robustes Zusammenspiel der PCR-Parameter
gewabhrleistet ist (236). Die Notwendigkeit einer Praamplifikation erschien daher fir diese
Arbeit von zweifelhaftem Nutzen. Im Hinblick auf zukinftige Experimente sollten dagegen

weitere Methoden zur Expressionsanalyse in Betracht gezogen werden.

Aktuell steht zur Messung der Genexpression neben der quantitativen Echtzeit-PCR ein grol3es
Arsenal alternativer Methoden zur Disposition: Angefangen von der in-situ-Hybridisierung
oder dem Northern Blot tber diverse PCR-Abwandlungen (z.B. Digital-, Multiplex- oder
Touchdown-PCR), Microarray-Systeme und serielle Genexpressionsanalysen (SAGE) bis hin
zu neueren Verfahren wie der Gesamt-Transkriptom-Shotgun-Sequenzierung, auch RNA-Seq
genannt. Manche dieser Methoden eignen sich besonders fir spezielle Fragestellungen, wie
zum Beispiel nach der Vollstandigkeit eines Gens (Muliplex-PCR), nach dem lokalen
Genexpressionsmuster in einer Zelle (in-situ-Hybridisierung) oder nach unbekannten Splicing-

Varianten (SAGE). RNA-Seq stellt von allen verfligbaren Methoden die aktuell préaziseste dar,
75



welche zugleich das umfangreichste Funktionsspektrum bietet (237,238). Dariiber hinaus ist
RNA-Seq beziiglich der Kosten bei geringer Probenzahl und hoher Zahl der analysierten Gene
der gPCR deutlich Uberlegen (239). Aufgrund der rasch sinkenden Sequenzierungskosten
scheint die langfristige Speicherung der enormen anfallenden Datenmengen der teuerste Aspekt
von RNA-Seq zu werden (240). Mittels Hochdurchsatzverfahren wird bei RNA-Seq das
gesamte zellul&re Transkriptom quantitativ abgebildet. Damit konnten Effekte der DMRT1-
Uberexpression und des DMRT1-Knockdowns auf das gesamte Transkriptom untersucht und
neue Zielgene (neben MCP-1 und CYP19A1) fiir weiterflihrende Untersuchungen identifiziert
werden. Ferner kann RNA-Seq nicht nur vorhandene SNPs und Splicing-Varianten aufzeigen,
sondern ist auch mit Einzelzellanalysen kompatibel, was im Besonderen fiir die Untersuchung
von induziertem Sputum eine hochinteressante Perspektive fir weiterfihrende Experimente
darstellt (241,242). Einen zusétzlichen vielversprechenden Ansatz kdnnte der direkte Nachweis
von DMRT1-Proteinen in Sputum-Makrophagen darstellen, wie im nachfolgenden Abschnitt
beschrieben.

555 Zelltransfektion und Mikroskopie

Ziel der Transfektion von Zelllinien mit tGFP markiertem DMRT1 war es, eine vermutete
Translokation von DMRT1-Proteinen nach Stimulation aus dem Zellkern in das Zytoplasma zu
testen. Dieses Ziel scheiterte primar an der geringen Effizienz der Transfektion mit tGFP-
DMRT1-Vektoren. Die hichste Rate an transfizierten Zellen knapp unter 10 % lie8 sich mit
dem Nucleofector™-System von Lonza erreichen. Optimierungsversuche mittels Variierung
der Zellzahl, der pDNA-Konzentrationen, des Schock-Modus als auch der Testung aller vier
Zelllinien flhrten zu keiner Steigerung der Transfektionseffizienz tber 10 %. Dies lieR sich
auch nicht durch Verwendung anderer Transfektionssysteme beheben, darunter Viromer®,
Roti®-Fect oder Lipofectamin®. Der Nucleofector™ von Lonza erreichte mit dem AMAXA-
GFP-Testvektor in THP-1-Zellen eine Transfektionseffizienz von 50 %, wahrend unter sonst
identischen Bedingungen eine Transfektion mit tGFP-DMRT1-Plasmiden in weniger als 10 %
der Zellen Erfolg zeigte. Auch die Zellviabilitat zeigte sich in den mit DMRT1 transfizierten
Zellen geringer als in den mit Testvektoren transfizierten Zellen. Dies kénnte beispielsweise an
der Grof3e der Plasmide (Testvektor mit 3486 vs. tGFP-DMRT1-Vektor mit 7682 Basenpaaren),
an potenziellen Kontaminationen der DNA-Transfektionslésung (Endotoxine, Salze) oder an

zytotoxischen Effekten einer DMRT1-Uberexpression liegen.
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Eine ergiebige Transfektion benétigt zuerst den Transfer extrazellularer DNA (ber die
Zellmembran, dann erfolgt der Transport durch das Zytoplasma bis in den Zellkern, hier erfolgt
die Transkription in RNA, welche zur Translation zurlick ins Zytoplasma exportiert wird.
Zuletzt muss das tGFP-DMRT1-Fusionsprotein zuriick in den Zellkern (243). Ein Grund fir
die geringe Transfektionseffizienz konnte der notwendige Transport der tGFP-DMRT1-
Fusionsproteine aus dem Zytoplasma zurlck in den Zellkern sein. Dies konnte auch den
beobachteten Unterschied der Transfektionseffizienz zum Testvektor erklaren, da fur diesen
dieser letzte Schritt entféllt. Der Kerntransport kann flr Proteine bis 40 Kilodalton (kDa) passiv
uber Kernporen erfolgen, gréRere Proteine werden Uber eine definierte Aminosauren-Sequenz
(NLS, nuclear localisation sequence) erkannt und aktiv durch den Kernporenkomplex tiber die
Zellkerndoppelmembran transportiert (244). DMRT1 wiegt 39,5 kDa, ein tGFP-DMRT1-
Fusionsprotein bringt 65,5 kDa auf die Waage. So kdnnte tGFP die Erkennung der NLS von
DMRT1 stéren, welche 2007 identifiziert wurde (245). Diese Uberlegung kann allerdings nicht
erklaren, warum die Transfektion in einigen Zellen trotzdem gut zu funktionieren schien. Ein
zweiter Erklarungsansatz liegt in der Theorie, dass die transfizierten tGFP-DMRT1-Plasmide
— anders als vom Hersteller versprochen — nicht bis in den Zellkern gelangen, sondern lediglich
bis ins Zytoplasma. Als Folge waéren nur jene Zellen erfolgreich transfiziert, welche sich zum
Zeitpunkt der Transfektion in eine Mitosephase befinden, bei welcher die Zellkernhdlle
durchlassig ist (246). Letztlich stellen Transfektionen unerheblich vom verwendeten
Transportsystems flr die DNA einen erheblichen Eingriff in die Integritat einer Zelle dar,
welcher unspezifische off-target Effekte zur Folge hat (247,248). Es stellt sich somit die Frage
nach alternativen Herangehensweisen an die gestellte Hypothese, ohne die Nachteile einer

Transfektion in Kauf nehmen zu mussen.

Eine mogliche Herangehensweise stellt die Separation von Zellkernen und Zytoplasma mittels
Differentialzentrifugation dar, bei welcher anschlielend ein Vergleich der DMRTL1-
Proteinmengen in beiden Fraktionen erfolgt. Aufgrund unterschiedlicher Sedimentationsraten
trennen sich Zellkerne und der Rest der zuvor permeabilisierten Zelle beim Zentrifugieren auf
(249). Die Permeabilisierung kann chemisch oder mechanisch mit einer 27 Gauge-Kanile (z.B.
Subkutannadel) erfolgen. Beim Zentrifugieren (700 g fiir 5 Minuten) setzten sich hauptsachlich
die Zellkerne ab, wahrend sich die Gbrigen Bestandteile der Zellen im Uberstand sammeln.
Durch Abpipettieren des Uberstands und Messung der DMRT1-Mengen mittels Western-Blot
oder ELISA konnte die Hypothese einer Translokation von DMRTL in das Zytoplasma nach

Stimulation gepruft werden.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Asthma bronchiale ist die haufigste chronische Erkrankung in Kindesalter, bei der Jungen
haufiger betroffen sind als Madchen. Dieser geschlechtsspezifische Préavalenzunterschied kehrt
sich im Verlauf des Erwachsenwerdens um und Frauen leiden haufiger als Manner an Asthma.
Da aktuelle Forschungsergebnisse auf eine Relevanz des Gens DMRT1 fir diesen
geschlechtsspezifischen Effekt hindeuteten und potenzielle immunologische Funktionen von
DMRTL1 in Alveolarmakrophagen nahelegten, wurden in dieser Arbeit die Expression von
DMRTL1 in Makrophagen untersucht und Effekte einer Immunstimulation auf DMRT1
charakterisiert.

Hierfur wurde humanes Sputum induziert, der Anteil an phagozytierenden Zellen bestimmt und
die Expression von DMRT1 im Sputum mittels quantitativer PCR gemessen. In Makrophagen-
ahnlichen Zelllinien wurde die Veranderung der DMRT1-Expression nach direkter Stimulation
mit Allergie-assoziierten Substanzen und Geschlechtshormonen quantifiziert. Klonierte
DMRT1-Vektoren wurden eingesetzt, um den Effekt einer DMRT1-Uberexpression auf das
Chemokin MCP-1 und die Aromatase (CYP19Al) zu bestimmen. Eine fluoreszenz-
mikroskopische Lokalisationsbestimmung von tGFP markiertem DMRT1 erfolgte vor und nach

Stimulation mit LPS in transfizierten Zelllinien.

In induziertem Sputum zeigte sich eine PCR-technisch gerade noch nachweisbare Expression
von DMRT1. In Zelllinienexperimenten stellte sich nach Stimulation mit den bakteriellen
Endotoxinen Peptidoglykan und Lipopolysacharid nach 24 Stunden eine bis auf 7,9 %
verringerte Expression von DMRT1 ein, welche zwischen 100 und 1000 ng/ml LPS
dosisabhéngig und nach 72 Stunden wieder auf das urspriingliche Expressionsniveau anstieg.
Eine Stimulation mit Hausstaubmilbenantigenen und Geschlechtshormonen erbrachte keine
signifikanten Veranderungen der DMRT1-Expression. Eine DMRT1-Uberexpression fiihrte zu
einer MCP1-Expressionssteigerung. Zwar gelang eine Darstellung tGFP-markierter DMRT1-
Proteine im Zellkern von Makrophagen-&hnlichen Zelllinien, ein sicherer Nachweis oder
Ausschluss einer Translokation von DMRT1-Proteinen nach Stimulation war technisch bedingt

nicht moglich.

In dieser Arbeit wurde eine DMRT1-Expression in Sputum und Makrophagen-ahnlichen
Zelllinien mittels qPCR nachgewiesen. Zum ersten Mal wurde eine Interaktion von DMRTL1 in

Makrophagen mit bakteriellen Endotoxinen belegt und eine Steigerung der Zytokin-Produktion
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nach DMRT1-Uberexpression gezeigt. Gonadale Interaktionen von DMRT1 mit dem

Steroidhormonmetabolismus scheinen in Makrophagen nicht relevant zu sein.

Zur weiteren Charakterisierung geschlechtsspezifischer DMRT1-Funktionen in Makrophagen
auf die Asthma-Pathogenese sind Interaktionsstudien mit Subgruppenanalyse der Kinder aus
bauerlichem Umfeld notwendig sowie Untersuchungen mit selektierten priméren
Alveolarmakrophagen vielversprechend. Auf diesem Weg konnten die in dieser Arbeit
gewonnen Erkenntnisse vertieft werden, wie DMRT1 seinen Beitrag zu beobachteten

geschlechtsspezifischen Unterschieden bei Asthma leistet.
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7 Darstellung der gPCR-Rohdaten

Fur die Stimulationsexperimente zeigen Abb. 7-1 bis Abb. 7-4 die gemessenen Ct-Werte und
die Varianz der Ct-Werte pro Gen. Aufgrund der héheren Stabilitat von 18S rRNA wurde dieses

Referenzgen flr die Normalisierung von DMRT1 bei THP-1-Zellen verwendet.

Zelllinie: THP-1  + DMRT1 + GAPDH -+ 18S rRNA
oA P N o 400
p - T
| 5
Ppe] #+ H# *H = 3,00 5550
=]
PHA - + + r e
S 2,00
Derp 11 iPoar + -E
LPS A + +H- +Ht -E 1,00
S
Kontrolle A ++ +#+ [o455] =
0,00
10 20 20 20 DMRT1  GAPDH 18SrRNA
Ct-Wert
Abb. 7-1:  Darstellung der Ct-Werte bei der Stimulation von THP-1-Zellen (links) und
der daraus berechneten Varianz der Ct-Werte (rechts).

Abb. 7-2 zeigt eine deutlich hohere Stabilitdt von GAPDH gegeniber 18S rRNA bei U937-
Zellen. Daher wurde dieses Referenzgen fir die Normalisierung von DMRTL1 in diesem

Experiment herangezogen.

Zelllinie: U937  +DMRT1 + GAPDH -+ 18S rRNA

2,00 1
LpA- + 4 4+ + @
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Ppg- Ht + ; ;I 150 |
o
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Abb. 7-2:  Darstellung der Ct-Werte bei der Stimulation von U937-Zellen (links) und der
daraus berechneten Varianz der Ct-Werte (rechts).
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Bei HL-60-Zellen zeigt Abb. 7-3 eine deutlich hohere Stabilitat von GPADH. Aufgrund dessen

wurde dieses Referenzgen fur die Normalisierung von DMRT1 in diesem Experiment

verwendet.
Zelllinie: HL-60 + DMRT1 -+ GAPDH -+ 18S rRNA
LpA 1 +Ht + +H
£ 0,60
Ppg - o b o
5
PHA 1 s Ht +HH g 0,40
Derp 1 +H P ©
S
LPS - ++ + ++ + + .g 0,20
(1]
Kontrolle 4 + + H " >
. : i : . i ; 0,00
10 15 20 55 30 35 40 DMRT1  GAPDH 185 rRNA
Ct-Wert
Abb. 7-3:  Darstellung der Ct-Werte bei der Stimulation von HL-60-Zellen (links) und der
daraus berechneten Varianz der Ct-Werte (rechts).

Fur die Stimulation von MM6-Zellen zeigt Abb. 7-4 vergleichbare Varianzen der Ct-Werte der
Referenzgene. Aufgrund der geringfligig hoheren Stabilitdit von GAPDH wurde dieses

Referenzgen flr die Normalisierung von DMRTL1 in diesem Experiment herangezogen.

Zelllinie: MM6  +DMRT1 + GAPDH + 18S rRNA
LpA - +H+ o+ + o+ + + 2,00
2
Ppg + B o ]
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Abb. 7-4:  Darstellung der Ct-Werte bei der Stimulation von MM6-Zellen (links) und der
daraus berechneten Varianz der Ct-Werte (rechts).
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Bei Betrachtung der Ct-Werte der g°PCR-Daten des Kinetik-Experimentes stellte sich eine hohe
Instabilitat von 18S rRNA zwischen 24 48 Stunden dar, welche am ehesten auf technische

Ursachen zuriickgefuhrt werden muss. Aufgrund dessen wurde zur Normalisierung von

DMRT1 das stabiler exprimierte Referenzgen GAPDH herangezogen.
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Abb. 7-5:
18S rRNA als stabileres Referenzgen dar.
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Ct-Werte der DMRT1-Kinetik. Hier stellt sich GAPDH im Vergleich zur

Normalisiert wurde das Hormonstimulations-Experiment bei HL-60-Zellen gegen das stabiler

exprimierte GAPDH und bei THP-1-Zellen gegen 18S rRNA.
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Abb. 7-6:
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Ct-Werte (links) und deren Varianz (rechts) aus den Geschlechtshormon-
Stimulationen in THP-1- (oben) und HL-60-Zellen (unten).

DMRT1  GAPDH 18SrRNA

DMRT1

GAPDH 18SrRNA

Normalisiert wurden die Ct-Werte des Uberexpressionsexperiments zum Referenzgen

18S rRNA, da sich dieses besonders in jener Gruppe der Zellen stabiler als GAPDH zeigte, die

mit DMRT1-Plasmiden transfiziert wurde (vgl. Abb. 7-7). Diese Beobachtung spiegelt sich in

der Darstellung der Varianzen in Abb. 7-8 wider.
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Abb. 7-7: Ct-Werte der Gene DMRT1, MCP-1- und CYP19A1-Expression 24 Stunden

nach Plasmid-vermittelter Uberexpression von DMRT1.
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Varianz der DMRT1, GAPDH, 18s rRNA, MCP-1- und
CYP19A1-im DMRT1-Uberexpressions-Experiment.
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Normalisiert wurde die MCP1-Expression zum Referenzgen GAPDH (vgl. Abb. 7-9), da es
sich in dem Stimulationsexperiment stabiler verhielt als 18S rRNA.

“+18S rRNA -+ GAPDH MCP-1
LpA | N . 20,0 -
° 17229
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. . . . . oo B2 I
15 20 25 30 35 GAPDH 18SrRNA  MCP1
Ct-Wert
Abb. 7-9: Ct-Werte der Gene MCP1, GAPDH und 18S rRNA (links) und resultierende
Varianzen (rechts) 24 Stunden nach Stimulation.
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8 Abkirzungsverzeichnis

18S rRNA
Abb.
AML
BAL
BSA
CCL2
CD
cDNA
COPD
CYP19A1
DAPI

Derpl

DMRT1
DMRT1
DMSO
DSMZ
DNA
dNTP
DTT
EBI
EpCAM
EPO
FACS

FANTOMS

FBS

18S ribosomal RNA

Abbildung

Akute myeloische Leuk&dmie

Bronchoalveolare Lavage

Bovines Serum Albumin

Chemokine C-C motive ligand 2 (auch MCP-1)

Cluster of Differentiation

komplementéarer DNA-Strang, hdufig nach RT-Reaktion
Chronic Obstructive Pulmonary Disease

Cytochrome P450 19A1 (Aromatase)
Diamidinophenylindol, Fluorochrom um DNA anzuféarben

Peptidase 1 der europaischen Hausstaubmilbe
Dermatophagoides Pteronyssinus

Das Protein (Transkriptionsfaktor) des Gens DMRT1
Doublesex and mab-3 related transkriptionfactor 1
Dimehthylsulfoxid

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
Desoxiribonukleinsérue
Desoxyribonukleotidtriphosphat

Dithiothritol

European Bioinformatics Institute

Epithelial Cell Adhesion Molecule

Eosinophile Peroxidase

Fluorescent Activated Cell Sorting

Functional Annotation of Mammalian Genome 5,
Projekt zum besseren Verstdndnis von Expressionsdaten

Fetal Bovines Serum
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FCS Fetales Kalberserum

g Gramm oder Erdbeschleunigung

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase

GWAS Genomweite Assoziationsstudie

HDBR Human Developmental Biology Resource

HEK293 Embryonale Nierenzelllinie

HL-60 Humane promyelozytische Leukamie Zelllinie (36 Jahre, weiblich,
AML M2)

HPA Human Protein Atlas

IPF Idiopathic Pulmonary Fibrosis

Jurkat T-Zell Leukamie Zelllinie

kDa Kilodalton, Gewichtseinheit

LBP LPS bindendes Protein

LBP Lipopolysaccharid-Bindungsprotein

LCA Leukocyte Common Antigen

LpA Lipoprotein A

LPS Lipopolysaccharid — hier von E.coli 0111:B4

MACS Magnetic Activated Cell Sorting

MCP-1 Monocyte chemotactic protein 1 (auch CLL2)

MDM Monocyte Derived Macrophage

MM©6 Mono-Mac-6 Zelllinie (64 Jahre, ménnlich, AML M5)

NGS Next Generation Sequenzing

NLS Nuclear Localisation Sequence

PBMCs Periphere Blut Monozyten, periphere mononukledre Zellen

PBS Phosphate Buffered Saline

PGRP Peptidoglycan recognition protein

PCR Polymerase Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)

87



PHA
PMA
PpG

PRP
gRT-PCR
RNA
RPKM
rpm

RT
SAGE
SCLC-21H
SNP

Taq

tGFP

THP-1

TPM
TR-AM

U937

YT

Phytohaemagglutinin
Phorbol-12-myristat-13-acetat

Peptidoglycan von Porphyromonas gingivalis
Pattern Recognition Receptor

Quantitative Real-time Polymerase chain reaction
Ribonukleinsdure

Reads per Kilobase Million

Rounds Per Minute, Umdrehungen pro Minute
reverse Transkriptase (Enzym, um aus RNA cDNA zu synthetisieren)
Serielle Analyse der Genexpression

Small Cell Lung Cancer 21H-Zelllinie

Single Nucleotide Polymorphism,
DNA-Variante, im weiteren Sinn Mutation

Thermus aquatius (thermophiles Bakterium, lebt in heil3en Quellen und
Geysiren, Ursprung der Tag-Polymerase, essentiell fiir PCR)

turbo Green Fluorescent Protein,
griin fluoreszierendes Protein fur Lokalisationsexperimente

Humane Monozyten/Makrophagen-Zelllinie
(1 Jahr, mannlich, AML M5)

Transcripts per million Kilobase
Tissue Resident Alveolar Macrophage

Humane Monozyten-Zelllinie
(37 Jahre, mannlich, histiozytares Lymphom)

Natirliche Killerzellen Leukamie Zelllinie
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