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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Asthma bronchiale ist mit einer Pravalenz von ca. 300 Millionen Menschen und
steigenden Inzidenz eines der haufigsten chronischen Erkrankung des Menschen und
wird zum Formkreis der obstruktiven Atemwegsstorungen gezahlt [20], [35], [42].
Asthma bronchiale ist definiert als eine chronisch entziindliche Atemwegserkrankung,
die mit einer reversiblen Atemwegsverengung und Hyperreagibilitdét des Bronchial-
systems einhergeht [20]. Des Weiteren ist diese Erkrankung durch eine Kontraktion der
glatten Atemwegsmuskulatur, 6dematdse Schleimhautschwellung und vermehrte zah-
flissige Schleimproduktion gekennzeichnet [35], [42].

Die bisherige Therapie ist vorwiegend auf Signalwege von G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren oder deren Liganden-Interaktionen ausgerichtet [9]. G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren werden durch ihre Beeinflussung der Zellphysiologie als Schnittstelle zwi-
schen physiologischen und pathologischen Zustanden angesehen [29] und stellen somit
im Allgemeinen eines der wichtigsten pharmakologischen Ziele dar [14], [17].

In Veroéffentlichungen von Faiz et al. (2017) [11] und Liu et al.(2018) [31] wurde eine
neue Rolle der Latrophiline, besonders der Isoform Lphn3 vorgeschlagen, die u.a. durch
Regulation der glatten Atemwegsmuskulatur mit pathophysiologischen Mechanismen
des Asthma bronchiale in Zusammenhang gebracht werden.

Latrophiline gehoéren zu den Adhasions- G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, die in
Zusammenhang mit dem Neurotoxin a-Latrotoxin entdeckt wurden [34].

Bereits in zahlreichen Vorarbeiten sind viele v.a. neurozentrische physiologische Funk-
tionen der Latrophiline beschrieben, die durch ihre noch nicht vollstandig verstandenen
Signaltransduktionsmechanismen und Adh&sionsfunktionen u.a. die Ausbildung neuro-
naler Netzwerke durch Synapsenbildung und Aufrechterhaltung der Synapsenfunktion
fordern [17], [34], [36], [56]. Des Weiteren kdnnen sie die Verarbeitung und Modulierung
der mechanischen Reizwahrnehmung regulieren und somit eine bedeutende Rolle in der
Mechanosensorik einnehmen [43], [44].

Zudem besteht eine weit verbreitete Auspréagung der Latrophiline auch in extraneurona-
len Geweben [17], [34]. So konnten bisher dysregulierte und fehlende Lphn-Isoformen
mit verschiedenen malignen Erkrankungen [34], Erkrankungen des Stoffwechsels wie
z.B. Diabetes mellitus [51] als auch zahlreichen neuropsychologischen Erkrankungen
wie ADHS [34], [36], [49], Autismus Spektrum- und Substanzgebrauchsstérungen [36] in

Verbindung gebracht werden.
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Zusammenfassung

Auf Grund der Arbeiten von Faiz et al. und Liu et al. besteht ein allgemeines Interesse
daran, den Zusammenhang zwischen Lphn3, seiner Expression und Lokalisation in der
Lunge genauer aufzuzeigen sowie auch die Auswirkungen von dysregulierten oder
fehlenden Lphns zu beschreiben.

Um diesen Zusammenhang genauer untersuchen zu kénnen, werden in dieser Arbeit
genetisch modifizierte Tiere des Stamms M. musculus verwendet, so wie sie in Arbeiten
von Sando et al. (2019) [41] und Anderson et al. (2017) [1] zuvor beschrieben sind. Auf
Grund dieser Genmodifikationen kénnen mittels Cre-vermittelter Rekombination somit
Lphn Knock-In oder Knock-Out Tiere generiert werden, bei denen die Anwesenheit bzw.
Abwesenheit des Lphn-Proteins durch das Einfigen von spezifischen Markerproteinen
detektierbar werden kann.

Ziel dieser Arbeit ist es anhand der hier etablierten Experimentmodifikationen somit, ein
besseres Verstandnis Uber das Latrophilin Expressionsverhaltnis und die Lokalisation in
der Lunge zu erlangen.

Zunachst wurde mittels in dieser Arbeit etablierter PCR-Verfahren die DNA nachgewie-
sen, um eine richtige Probenauswahl fur die Verwendung der Gewebe eines Lphn3
Knock-In oder Knock-Out Tieres in den hier durchgefiihrten Versuchen sicher zu stellen.
AnschlieRend gelang der mRNA- und Proteinnachweis in der Lunge und konnte durch
eine vorherige Praparation der Lunge in verschiedene Abschnitte genauer differenziert
werden. So werden hier in einem Lphn3 Knock-In Tier die Transkriptmengen der ver-
schiedenen Latrophilin-lsoformen in den verschiedenen Abschnitten nachgewiesen und
im Vergleich zueinander dargestellt. Hier zeigte sich auffalliger Weise eine signifikante
Verminderung der Lphn2 und Lphn3 Transkriptmenge in der Trachea. Im anschliel3en-
den Western Blot konnte die Auspragung des Lphn3 Proteins in den praparierten
Lungenabschnitten nachgewiesen werden, in der Trachea wird dieses jedoch nicht
nachgewiesen.

Ebenso erfolgte eine Etablierung des immunhistochemischen Nachweises des Lphn3
Proteins in der Lunge. Hier zeigten sich immunhistochemische Signale im Bereich der
Bronchien, Bronchioli und Alveolen.

Der anschlieende Versuch, Lphn3 mittels Immunfluoreszenz nachzuweisen, gelang
hier allerdings nicht. Es zeigten sich fur Lphn3 lediglich unspezifische Signale, die einen
ausschlie3lichen Nachweis in der glatten Muskulatur der Atemwege nicht moglich mach-
ten. Fir Lphn2 sind hier jedoch spezifische Signale im Bereich der Basalmembran de-
tektiert worden.

Eine Uberraschende Erkenntnis in dieser Arbeit liefern die im Lphn3 Knock-Out Tier

detektierten Lphn-Transkriptmengen.
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Zusammenfassung

Es zeigt sich keine kompensatorische Heraufregulierung der Lphnl und Lphn2 Tran-
skriptmengen im Vergleich zu denen in einem Wildtyp-Tier. Die Lphn3 Transkriptmenge
ist hier signifikant um 50% vermindert, welches die Frage Uber mdgliche alternative
SpleiBvarianten des Lphn3 Proteins aufwirft, die in Abwesenheit des Startexons zusétz-
lich mdglich sind.

Diese Arbeit kann zusammenfassend potenziell einen Teil zum besseren Verstandnis
der Latrophiline, seiner Expressionsverhaltnisse und seiner Lokalisation in der Lunge,
mit Hauptaugenmerk auf Lphn3, beitragen. Jedoch bleiben Fragen Uber die genaue
Lokalisation, physiologische Funktion und pathophysiologischen Zusammenhénge der
Latrophiline in der Lunge offen, die es bedarf, im Rahmen von zukiinftigen Forschungen,
wie sie u.a. in dieser Arbeit diskutiert werden, zu klaren.

Zusammenfassend besitzen Latrophiline jedoch Potential, als ein vielversprechendes
pharmakologisches Ziel fiir zukunftige molekulare Therapien des Asthma bronchiale

angesehen zu werden.
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Abstract

Abstract

With a prevalence of about 300 million people and an increasing incidence, bronchial
asthma is one of the most common chronic diseases in humans and is recognized as a
form of obstructive respiratory disorders [20], [35], [42]. Bronchial asthma is defined as
a chronic inflammatory respiratory disease associated with reversible airway narrowing
and hyperresponsiveness of the bronchial system [20]. Furthermore, this disease is char-
acterized by a contraction of the smooth airway muscles, edematous mucosal swelling
and increased viscous mucus production [35], [42].

Current therapeutic strategies are mainly focusing on signaling pathways involving G
protein-coupled receptors or interactions with their ligands [9]. G protein-coupled recep-
tors are regarded as an interface between physiological and pathological conditions due
to their influence on cell physiology [29] and thus generally represent one of the most
important pharmacological targets [14], [17].

Publications by Faiz et al. (2017) [11] and Liu et al. (2018) [31] have proposed a new
role of latrophilins, especially the isoform Lphn3, which is associated with the regulation
of smooth airway muscle cells and pathophysiological mechanisms of bronchial asthma.
Latrophilins are classified as adhesion G protein-coupled receptors that have been dis-
covered in connection with the neurotoxin a-latrotoxin [34].

Many neurocentric physiological functions of latrophilins have already been described in
numerous preliminary studies. However, their signal transduction mechanisms and ad-
hesion functions are not fully understood yet. Probably, they promote the formation of
neuronal networks through synapse formation and maintenance of synapse function
[17], [34], [36], [56].

Furthermore, they can regulate the processing and modulation of mechanical stimulus
perception and can thus play an important role in mechanosensors [43], [44].

In addition, a widespread expression of latrophilins also exists in extraneuronal tissues
[17], [34]. So far, dysregulated and missing latrophilin isoforms have been associated
with various malignant diseases [34], metabolic diseases, e.g., diabetes [51] as well as
numerous neurodevelopmental diseases such as ADHD [34], [36], [49], and autism spec-
trum disorders or substance use disorders [36].

Based on the work of Faiz et al. and Liu et al., there is a general interest in determining
the relationship between Lphn3, its expression and localization in the lungs, and also the

effects of dysregulated or missing latrophilins.
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Abstract

To investigate this relationship in more detail, genetically modified mice have been used
in this work, as previously described by Sando et al (2019) [41] and Anderson et al.
(2017) [1]. Based on these gene modifications, Cre-mediated recombination can be used
to generate latrophilin knock-in or knock-out animals in which the presence or absence
of the respective latrophilin protein can be detected due to the insertion of specific marker
proteins. The aim of this work is to gain a better understanding of the latrophilin expres-
sion ratio and their localization in lung tissue on the basis of the experimental procedures
established in this thesis.

First, the DNA was detected by means of PCR methods established during the course
of this work in order to ensure a correct sample selection for the use of the tissues of an
Lphn3 knock-in or knock-out animal in the experiments carried out.

Subsequently, the mRNA and protein detection in the lungs was successful and could
be further narrowed down by a preceding dissection of the lungs into different sections.
Thus, in an Lphn3 knock-in animal, the transcript amounts of the different latrophilin
isoforms in the different sections are detected and compared to each other. Here, a sig-
nificant reduction in the amount of Lphn2 and Lphn3 transcripts in the trachea was clearly
demonstrated. In the subsequent Western Blot, the Lphn3 protein was detected in differ-
ent lung regions, but not in the trachea.

For Lphn2, however, specific signals were detected in the area of the basal membrane.
The immunohistochemical detection of the Lphn3 protein in the lungs was also estab-
lished, e.g., immunohistochemical signals were detected in the bronchi, bronchioli and
alveoli.

However, the subsequent attempt to detect Lphn3 in immunofluorescence was not suc-
cessful. For Lphn3, only non-specific signals were evident, which made it impossible to
detect it exclusively in the smooth muscles of the respiratory tract, as is suspected.

A significant insight in this work is provided by the latrophilin transcript sets detected in
the Lphn3 knock-out animal. There is no compensatory upregulation of the amount of
Lphnl and Lphn2 transcripts compared to those in wild-type mice.

The Lphn3 mRNA levels, however, were significantly reduced by 50%, which raises the
guestion of possible alternative splice variants leading to truncated Lphn3 proteins.

In summary, this work can potentially contribute to a better understanding of Lphn pro-
teins, their expression ratios and their localization in the lungs, with a focus on Lphn3.
However, questions remain about the exact localization, physiological function and path-
ophysiological relationships of latrophilins in the lungs, which need to be clarified in the
context of potential future research, such as those discussed in this work.

In conclusion, latrophilins display a great potential as promising pharmacological targets

for future molecular therapies of bronchial asthma.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

1.1.1 Aufbau und Funktion der GPCR

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (engl.: G protein-coupled receptor, GPCR) gehdren
zu der gréf3ten Familie der Membranrezeptoren, auch metabotrope Rezeptoren genannt,
die inzwischen tber 800 Mitglieder im menschlichen Genom umfasst.[14], [32], [56].
GPCRs konnen in sechs Klassen unterteilt werden: Klasse A (Rhodopsin-ahnliche
Rezeptoren), Klasse B (Sekretin-Rezeptorfamilie), Klasse C (metabotrope Glutamat-
rezeptoren), Klasse D (Pheromonrezeptoren), Klasse E (CAMP-Rezeptoren) und Klasse
F [56]. GPCRs bestehen aus sieben Transmembran a-Helices (7TM) mit einem extra-
zellularen Anteil (N-Terminus) und einem terminalen intrazellularen Anteil (C-Terminus).
Sie werden deshalb auch als heptahelikale Rezeptoren bezeichnet [12], [32]. Abbildung
1 zeigt eine vereinfachte schematische Darstellung eines G-Protein-gekoppelten Rezep-
tors.

N-Terminus

Extrazelullarraum \’_j /\ /\ /\

Zell-
membran

Intrazellularraum
\/ \/ g— C-Terminus

Abbildung 1 Aufbau eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors mit 7 Transmembrandoméanen (a-Helices), einem extrazel-
lularen N-Terminus und intrazellularem C-Terminus

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren unterscheiden sich vor allem in ihrem N-Terminus und
der Lage ihrer Ligandenbindungsstelle. Sie kénnen somit von einer Vielzahl an verschie-

denen Signalmolekilen gebunden und fir die Signalweiterleitung genutzt werden [12].
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Einleitung

GPCRs sind Proteine aus ca. 350-800 Aminosauren, die eine Molekularmasse von ca.
40-90 kDa besitzen. Zwischen der funften und sechsten Transmembrandomane kommt
es bei vielen GPCRs zu der Ausbildung einer intrazellularen Schleife, welche mal3geb-
lich fur den Signalweiterleitungsmechanismus, auch als Signaltransduktion bezeichnet,

verantwortlich ist [32].

Hiermit wird der gesamte Vorgang der Signaltibermittlung bezeichnet. Beginnend mit
den extrazellularen Signalen, die als Liganden fungieren (sog. ,first messenger‘) und an
den extrazellularen Teil des Rezeptors binden, tber die daraus resultierende Kette ver-
schiedener Signalkaskaden aus molekularen und biochemischen Wechselwirkungen
bzw. Reaktionen, bis hin zur schlie3lich daraus folgenden Zellantwort auf der Intrazellu-
laren Seite [14], [32].

Bei dieser kann es sich je nach Isoform des GPCR u.a. um einen Einfluss auf die Gen-
expression, den Stoffwechsel, Entziindungsprozesse, Proliferation und Differenzierung
der Zelle handeln [32].

Ein entscheidender Mechanismus in der Signaltransduktion ist die Rezeptor-Liganden-
Interaktion. Daraus resultiert eine Konformationsénderung des G-Protein-gekoppelten
Rezeptors, die durch das sich intrazellular befindliche heterotrimere G-Protein erkannt
wird und infolgedessen dieses auch aktiviert.

Das inaktivierte G-Protein besteht aus 3 Untereinheiten: einer a-, B- und y-Untereinheit,
wobei die a-Untereinheit GDP gebunden hat [32], [48]. Wird das G-Protein nun aktiviert,
fungiert der aktivierte Rezeptor hierbei als ein GEF (guanine nucleotide-exchange
factor), sodass GDP gegen GTP ausgetauscht wird, das G-Protein in eine a- und eine

By-Untereinheit dissoziiert und folglich Einfluss auf weitere Effektorproteine nehmen

ARSI

Abbildung 2 inaktives G-Protein mit GDP an a-Untereinheit gebunden (links) und aktives G-Protein mit GTP an a-Un-
tereinheit gebunden und dissoziierter By-Untereinheit (rechts)

kann.

Die Inaktivierung der G-Proteins wird durch die intrinsische GTPase Aktivitat der a-Un-
tereinheit katalysiert. Es kommt folglich wieder zur Hydrolyse des GTP in GDP und Pi,
wodurch sich die a- und By- Untereinheiten wieder zusammenfiigen. Beschleunigt wird
dieser Prozess durch das GAP (GTPase aktivierendes Protein) [32].

Vereinfacht kann man zwei Signaltransduktionswege der GPCRs unterscheiden.
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Bei GPCRs, die an das Adenylatcyclase-System gekoppelt sind, bindet das aktivierte G-
Protein an die katalytische Einheit der Adenylatcyclase, welche durch Umwandlung von
ATP in cAMP den intrazellularen cAMP-Spiegel erhéht.

Bei diesem G-Protein kann es sich um ein inhibitorisches (Gi- oder G,) oder um ein
stimulierendes (Gs-) Protein handeln, welches folglich mit seiner inhibitorischen (ai- oder
a,) oder stimulierenden (as-) Untereinheit die Adenylatcyclase hemmen oder aktivieren
kann. Durch die Hemmung der Adenylatcyclase sinkt folglich der intrazellulare cAMP-
Spiegel.

CAMP Ubernimmt die Funktion eines Botenstoffes (ein sog. ,second messenger‘) und
induziert verschiedene Signalkaskaden, die zu einer Zellantworten fuhren kdnnen.

Das Hauptaugenmerk liegt auf der cAMP-vermittelten Aktivierung der Proteinkinase A
(PKA), die verschiedene Zielstrukturen phosphorylieren und somit entweder aktivieren
oder deaktivieren kann. Zielstrukturen konnen sowohl verschiedene Stoffwechsel-
enzyme, als auch spezifische Transkriptionsfaktoren sein [32], [48].

Diejenigen Gene, die cAMP-abhangig transkribiert werden, sind mit einer spezifischen
Sequenz ausgestattet, die als ,cAMP response element’ (CRE) bezeichnet wird.

Die zuvor durch cAMP aktivierte PKA phosphoryliert und aktiviert einen spezifischen
Transkriptionsfaktor, CREB (CAMP response- element- binding protein), der durch die
Bindung an das CRE-Element der Gene die Transkription derselben induziert [32].
Durch Phosphodiesterasen wird 3‘,5° -cAMP in 5-AMP umgewandelt und die durch
cAMP vermittelte Signalkaskade beendet.

Sind GPCRs nun jedoch mit der Phospholipase C gekoppelt (Gq4-/ G11-Proteine) induziert
das G-Protein mit seiner ag11-Untereinheit die Aktivierung dieser, welche nun das mem-
branstandige Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (PIP>) in Inositol-1,4,5-Trisphosphat
(IP3) und das weiterhin membranstandige Diazylglycerin (DAG) spaltet.

IP5 fhrt durch Bindung an Ca?*-Kanéle zu einer Freisetzung von Ca** aus den Calcium-
speicher (v.a. aus dem endoplasmatischen Retikulum) [32], [48]. DAG wird zum einen
durch die Diazylglycerin-Lipase zu Arachidonséaure und weiter zu Eicosanoiden meta-
bolisiert, die Uber weitere Kaskaden Zellantworten generieren [48], zum anderen aktiviert
DAG Ca?*-abhangig die Proteinkinase C (PKC). Diese induziert tiber eine Phosphorylie-
rung verschiedener Proteine ebenfalls zellulare Antworten [32].

Calcium fihrt als ein weiterer Botenstoff (,messenger) meist indirekt (ber Ca?-
bindende Proteine zu einer zellularen Antwort. Calcium kann z.B. Gber Troponin zu Ske-
lettmuskelkontraktionen fihren oder Gber Calmodulin weitere Effektorproteine (Kinasen

und Phosphatasen) regulieren oder mit weiteren Proteinen interagieren.
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Erwahnenswert ist hier u.a. der durch den Ca?"/-Calmodulin Komplex vermittelte Kon-
traktionszyklus der glatten Muskulatur durch die Aktivierung der Myosin-leichte Ketten
Kinase (MLCK) [12], [32], [48]. Des Weiteren wird auch der Phosphatase Calcineurin in
der Signaltransduktion der T-Zellrezeptoren eine zentrale Rolle zugeschrieben [32].

Abbildung 3 stellt stark vereinfacht die Signaltransduktionswege der GPCR dar.

Ligand
R aNatyal
GPCR Adenylatcyclase
Tl e
GDP GTP /\
TN
( PKC )
~_ ATP cAMP  + PP
r |
Zellantwort «——  DAG (PLC) L
T ( PKA )
T )
II Phosphorylierung
PIP;
1P, —_— ——»  Zellantwort
-
l ATP ADP
i TN
FrmsetzungaEus Cat (Pkc )
R
Zellantwort

Abbildung 3 vereinfachte Signaltransduktionswege der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, frei nach [32] und [48]

Ferner Gbernimmt die By-Untereinheit in der Signaltransduktion ebenfalls bedeutende
Regulationsschritte. Unter anderem inhibiert sie die spontane Dissoziation des gebun-
denen GDPs und wird somit auch als GDI (guanine nucleotide dissociation inhibitor)
bezeichnet. Des Weiteren aktiviert bzw. hemmt sie weitere Effektorenzyme, reguliert die
fur die Signalbeendigung bedeutende G-Protein-gekoppelten Rezeptorkinase (GRK)
und steuert die Aktivitat von lonenkanélen [32].

Wie bereits erwahnt, sind die GRKs in der Signalbeendigung oder Desensibilisierung der
GPCRs von zentraler Bedeutung. Die GRK bewirkt, sowie auch die PKA, eine Rezep-
torphosphorylierung, sodass dieser ein Protein hamens (B-) Arrestin binden kann, und
die GPCRs somit nicht mehr aktiviert werden kénnen. Durch die Arrestin-vermittelte Re-
krutierung von Clathrin kommt es zur Membraninvagination, sodass der Rezeptor vom
Liganden dissoziiert, durch Phosphatasen dephosphoryliert und wieder freigegeben
werden kann. Infolgedessen erfolgt entweder die Riickkehr an die Plasmamembran oder
der Abbau des Rezeptors [12].
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1.1.2 Bedeutung der GPCR

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren sind bei der Regulierung des physiologischen Gleich-
gewichtes von grof3er Bedeutung. lhnen und ihren Signalwegen wird seit langer Zeit
bereits eine zentrale Funktion in der Kommunikation zwischen Zellen und Geweben zu-
geschrieben, die die Zellphysiologie maf3geblich beeinflusst und damit als Schnittstelle
zwischen physiologischen und pathologischen Zustadnden angesehen wird [29].

Anhand der Vielzahl mdglicher Liganden, die mit G-Protein-gekoppelten Rezeptoren in-
teragieren konnen, der hohen Variabilitdt in Hinblick auf die Struktur und unterschied-
lichsten Lokalisationen der GPCRs und der damit verbundenen Komplexitat der Signal-
transduktionen, folgt eine groRe Vielfaltigkeit in Bezug auf physiologischen Funktionen
und Wirkungen der GPCR.

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren existieren in einer groRen Zahl und zeichnen sich
durch eine hohe Ligandendiversitat und Ligandenbindungsspezifitat aus [14].

Es kdnnen zum einen endogene Liganden wie z.B. Hormone, Neurotransmitter, Zyto-
kine, Chemokine, sowie Amine und deren Derivate, Aminosauren, Proteine, (Neuro-)
Peptide, Protonen und lonen mit den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren interagieren.
Zum anderen kbénnen auch exogene Stimuli wie beispielsweise Geruchs- und Ge-
schmackstoffe, sowie auch Photonen (Lichtteilchen) von G-Protein-gekoppelten Rezep-
toren regulieren [12], [14], [32], [48].

Darluber hinaus gibt es viele sog. verwaiste GPCRs (,orphan-GPCRs’) deren Liganden
bisher noch nicht identifiziert wurden. Sie werden inzwischen auf ca. 120-130 nicht-
chemosensorische Rezeptoren geschatzt [14]. Es wird diskutiert, dass ca. 80% aller
Neurotransmitter und Hormone ihre Wirkung Uber Interaktionen mit GPCRs entfalten

[14]. Tabelle 1 zeigt zur Veranschaulichung exemplarisch eine kleine Auswahl dieser

auf.
Rezeptor Nat. Ligand Rezeptor Untergruppe = G-Protein
Adrenerge Adrenalin, a1 Gq
Rezeptoren Noradrenalin az Gi
Bl Gs
BZ Gs
63 Gs
Muskarinerger Acetylcholin M1 Gq
Acetylcholin- M2 Gi
Rezeptor (mAch) M3 Gq
M4 Gi
M5 Gq
Serotonin Serotonin 5-HT: Gi
Rezeptoren 5-HT2 Gq
5-HT4 Gs
5-HTs Gi
5-HTe 7 Gs
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Dopamin Rezeptoren Dopamin D1 Gs
D2 Gi
D3 Gi
D4 Gi
D5 Gs
Histamin Rezeptoren Histamin H1 Gq
H2 Gs
H3,4 Gi
Opioid Rezeptoren Opiate M Gi
0 Gi
K Gi
Vasopressin ADH V1 Gq
V2 Gs

Tabelle 1 Auswahl an Rezeptoren und Liganden, die mit G-Proteinen interagieren [12]

Da GPCRs als Schnittstelle zwischen physiologischen und pathologischen Zustanden
angesehen werden, konnen so v.a. die Funktionen von GPCR, die mit einer Stress-
reaktion assoziiert sind, wahrscheinlich die Verbindung zwischen den ersten zellularen
Stdrungen, sprich einem beginnenden Krankheitsverlauf und der vollstandigen Auspra-
gung einer Erkrankung bilden, wobei das Fortschreiten dieser vermutlich eine Kombina-
tion aus komplexen multidimensionalen Ablaufen darstellt [29].

Aufgrund ihrer hohen Diversitat sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren und dessen
Signaltransduktionswege eines der wichtigsten pharmakologischen Ziele. So kénnen
verschiedene Pharmaka diese zellularen Mechanismen modifizieren und/ oder regulie-
ren, sodass sie Einfluss auf viele molekulare und somit physiologische und pathologi-
sche Faktoren nehmen kénnen [14]. Nicht ohnehin haben bereits ca. 34% der von der
FDA (,food and drug administration‘) zugelassenen Arzneimittel in den USA mindestens
108 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren als pharmakologisches Ziel [29], [18], wobei diese
Pharmaka indirekt oder direkt mit diesen interagieren. Dies geschieht entweder durch
die Einflussnahme auf einen einzelnen Aspekt des Signaltransduktionweges oder die
Regulation (Stimulation oder Inhibierung) dieser [29]. Die Stimulation eines Rezeptors

erfolgt durch einen (ggf. partiellen) Agonisten und die Inhibierung durch Antagonisten.

Zur Veranschaulichung werden anhand von Tabelle 2 einmal exemplarisch adrenerge
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren des sympathischen Systems mit ihren Wirkungen
und ihrer Gewebeverteilung, den beteiligten Transmittern und ausgewéahlten Pharmaka,

die mit diesen Rezeptoren interagieren, aufgezeigt [12].
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Rezeptor Transmitter = Agonist Antagonist = Gewebe Funktion
a;-Rez. A~ NA Naphazolin  Prazosin GefalRe, Konstriktion/
(Go) glatte Kontraktion
‘ Muskulatur,
Herz
a--Rez. A ~ NA Clonidin Yohimbin ZNS, PNS Neurotrans-
‘ a-Methyl- mitter
(G) dopa (NA-)
Freisetzung
Bi-Rez. NA ~ A Isoprenalin  Metoprolol Herz, Niere Ino- und
(Gs) Bisoprolol Chronotropie,
Propranolol Renin-
Carvedilol Freisetzung
B2-Rez. A>NA Fenoterol, Propranolol = Gefalie, Dilatation/
(Gs) Isoprenalin  Carvedilol glatte und Relaxation
Skelettmus-
kulatur
Bs-Rez. NA=A Isoprenalin Fettgewebe Lipolyse

(Gs)

Tabelle 2: Einteilung diverser Transmitter und Liganden (Pharmaka), sowie die Gewebeverteilung und Wirkung der
adrenergen Rezeptoren (A: Adrenalin, NA: Noradrenalin) keine Vollstandigkeit der Tabelle [12]

Viele weitere stark verbreitete Medikamente, wie z.B. Antihistaminika, selektive Seroto-
nin Wiederaufnahmehemmer, -Blocker oder auch B-Agonisten (Sympathomimetika),
sowie ACE-Hemmer und Opiate, werden fur die Behandlung verschiedener Erkrankun-
gen, wie u.a. Allergische Reaktionen, Depressionen, Herzinsuffizienz, Arterielle Hyper-
tonie, Koronare Herzerkrankung, Asthma bronchiale oder auch fir die Schmerztherapie
eingesetzt [12], [14], dessen Pathomechanismen u.a. mit fehlregulierten GPCRs oder
ihrer Signaltransduktionen in Verbindung gebracht werden kénnen.

Die zusatzliche Interaktion von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren mit vielen bereits
identifizierten GPCR-assoziierten Proteinen, bedingt die Ausbildung von vielen intrazel-
lularen Netzwerken, welche zuséatzlich noch weitere Angriffspunkte fur diverse Arznei-
mittel darstellen, da sie somit ebenfalls in Zusammenhang mit den GPCR-assoziierten
Erkrankungen stehen.

Die hier dargestellten Aspekte untermauern die Diversitdt und Komplexitat der Bedeu-
tung der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und macht es anschaulich, dass diese
momentan ein zentraler Gegenstand der aktuellen Forschung vieler Institutionen und

auch Pharmaindustrien sind [14].
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1.2 Latrophiline

Die Latrophiline (Abk.: Lphn, engl.: Latrophilins) geh6ren zu den G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren, genauer gesagt zur Familie der Adhasions-G-Protein gekoppelten Rezep-
toren (aGPCR) und sind hier in drei Isoformen: Latrophilin 1, Latrophilin 2 und Latrophilin
3 vertreten, die von den Genen Lphn1-3 kodiert werden.

Nach genaueren Untersuchungen des starken Neurotoxins a-Latrotoxin, aus dem Gift
der Schwarzen Witwe, folgte die Entdeckung der Latrophiline, die das biologische Ziel
dieses Toxins als einer der a-Latrotoxin-Rezeptoren darstellen [34], [36].

a-Latrotoxin wirkt auf das periphere Nervensystem tber Neurotransmitter-Freisetzungen
in den verschiedensten Arten von Synapsen und kann somit u.a. zu starken Schmerzen,
Lahmungserscheinungen bis hin zum Tod fuhren.

Ehemals wurden die Latrophiline auch als CIRL (engl.: Calcium independent receptor
for a-Latrotoxin), bezeichnet, da die Wirkung des Neurotoxins hier tiber einen Ca?*-un-
abhangigen Neurotransmitter Freisetzungsmechanismus erfolgt. [34], [6], [22].

Im Gegensatz dazu existieren Zelladhdsionsmolekile namens Neurexine (NRXN), die
einen Ca?*-abhangigen Mechanismus verfolgen. [34].

Latrophiline bzw. deren Isoformen sind zuerst auf Grund der a-Latrotoxin Wirkung vor-
wiegend in neuronalen Geweben vermutet worden, die neusten Studien zeigen jedoch
eine weit verbreitete Auspragung dieser in vielen verschiedenen, auch extraneuronalen,
Geweben wie z.B. in Herz-, Lungen-, Milz-, Nieren- und Nebennierengewebe. Auf Grund
dessen konnten den Latrophilinen bedeutende physiologische und auch pathophysiolo-

gische Funktionen zugeschrieben werden [34].

1.2.1 Aufbau der Latrophiline

Die Latrophiline (Abbildung 4) besitzen auf Grund ihrer Zugehdrigkeit zu den G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren ebenfalls die charakteristische sieben Transmembrandoméne
aus a-Helices. Diese verankern die Lphn in der Zellmembran und sind an der Vermittlung
intrazellularer Signalkaskaden beteiligt [34]. Die langen extrazellularen N-Termini der
aGPCR, die u.a. mit der adhasiven Funktion in Verbindung gebracht werden, grenzt sie
zu den Ubrigen GPCR ab [17]. An diesem N-Terminus befinden sich, ausgehend von der
Heptahelixstruktur in der Zellmembran mehrere Adh&asionsmolekile, u.a. die fur die
aGPCR typische GAIN-Doméne (G-Protein-gekoppelte Rezeptor Autoproteolyse indu-

zierende Domaéne).
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Die GAIN-Domane kann weiter in eine N-terminale Subdomé&ne A und in eine C-termi-
nale Subdomane B unterteilt werden, in welcher sich die GPS-Stelle (G-Protein-gekop-
pelte Proteolyse Stelle) befindet, die das Molekil nach ihrer Spaltung in zwei nicht kova-
lent mit der Zellmembran verbundene Fragmente, das extrazellulare NTF (N-terminale
Fragment) und das CTF (C-terminale Fragment) unterteilt. Dieser Vorgang wird als

heterologe Dimerisierung bezeichnet [34].

N-Terminus

Lectin-dhnliche Domane Q

Olfactomedin-ahnliche Doméne | |

Serin-/ Threonin-reiche Sequenz \Cj

Hormonbindende Doméane )
A
\III

—

~

[
|

GAIN- Doméne

GPS Stelle

Zellmembran

PDZ- Bindungsmotiv

Intrazellularraum \/ \/ g .
C-Terminus

Abbildung 4 Exemplarischer vereinfachter Aufbau der Latrophiline, frei nach [34] und [36]

Des Weiteren befindet sich angrenzend an die GAIN-Domane die Hormon-bindende
Domane, die auf Grund ihrer &hnlichen Struktur zum CRF-Rezeptor (engl.: Corticotropin-
Releasing Factor-Rezeptor), fur intrazelluldre Signaltransduktionen verantwortlich sein
konnte. Der sich daran anschlieRenden Serin- und Threonin-reichen Sequenz, dessen
Funktion noch nicht eindeutig geklart ist, folgen die Olfactomedin-ahnliche und Lectin-
ahnliche (RBL: Rhamnose-bindende Lectin) Dom&nen am N-Terminus [34].

Diese N-terminalen Adhasionsmolekile fungieren u.a. als Ligandenbindungsstelle fur
die bisher identifizierten endogenen Lphn-assoziierten Liganden (Tabelle 3) bzw. Inter-

aktionspartner [17].
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Rezeptor Endogene Liganden
Lphnl TEN 2,4
NRXN 1a, 1B, 28, 38
FLRT 1, 3
Lphn2 TEN 2
FLRT 3
Lphn3 TEN 3
FLRT 1, 3

Tabelle 3 Lphn Rezeptoren und Interaktion mit endogenen Liganden [56]

Exemplarisch aufgefiihrt bilden die Lectin-&hnliche und Olfactomedin-&hnliche Doméane
zusammen eine Bindungstasche fir Teneurine (TEN), neuronal exprimierte Typ-II-
Transmembran Glykoproteine, wobei die Lectin-ahnliche Doméne als Hauptmotiv fir
diese Bindung ausreichend ist, jedoch die vollstandige Interaktion nur mit der Olfacto-
medin-ahnlichen Doméne vollzogen werden kann. Die Olfactomedin-ahnliche Domane
ist ebenfalls als Hauptmotiv an Interaktionen mit Neurexinen (NRXN), prasynaptischen
Typ-I-Transmembranproteinen, oder FLRT3 (Fibronektin- und Leucin-reiches Repeat-
Transmembranprotein 3) beteiligt [34], [36], [56].

Extrazellulare alternative SpleiBansatze sind fur mehrere Rezeptorvarianten und Isofor-
men der Latrophiline sowie fur Varianten der Adhasionsmolekiile verantwortlich.
Lphn-Gene sind sehr anféllig fir alternative SpleiRereignisse, dadurch wird die Lphn-
MRNA unterschiedlich translatiert, woraufhin sich diese in ihrem extra- und/ oder intra-
zellularen Anteil unterscheiden kénnen.

Diese SpleiRansatze werden als physiologischer Prozess zur Regulierung und
Modulierung der Ligandeninteraktion betrachtet und beeinflussen somit vor allem die
Ligandenspezifitat [34], [36], welche sich jedoch je nach Ligand unterscheidet. Es zeigte
sich hierbei beispielsweise eine Modulation der Teneurin -Bindung durch alternatives
SpleilRen, jedoch keine bei FLRT3 [6]. Zudem sind die SpleiRanséatze gewebespezifisch
und potenziell fir unterschiedliche Funktionen (Bindungs- und/ oder Adhé&sionsfunktio-
nen) verantwortlich [34], [36].

Zuletzt befindet sich intrazellular am C-Terminus das sogenannte PDZ- Bindungsmotiv.

Diesem wird potenziell die Interaktion mit weiteren intrazellularen Proteinen zugeschrie-

ben und die Beteiligung an diversen Signaltransduktionsmechanismen vermutet [34].
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1.2.2 Bedeutung der Latrophiline mit Fokus auf Lphn3

Den Latrophilinen werden diverse biologische, physiologische und pathophysiologische
Funktionen bzw. Ereignisse zugeschrieben. Durch die starke Expression der Latrophiline
im Nervensystem und ihrer Interaktion mit den verschiedenen bisher identifizierten und
assoziierten endogen Liganden werden u.a. neurozentrisch essenzielle Funktionen
vermutet [36].

So wird anhand der Durchfiihrung mehrerer Untersuchungen die Beteiligung der Latro-
philine, zusammen mit ihren Interaktionen und Komplexbildungen mit Lphn-assoziierten
endogenen Liganden, an G-Protein abhangigen und unabhangigen Signaltransduktions-
und Zelladhasionsmechanismen nachgewiesen [7], [17], [34], [36], [49], [56] die u.a. fur
neuronale Entwicklungsprozesse, Aushildung neuronaler Netzwerke und Modulationen
kognitiver Funktionen verantwortlich sind [36]. Hierfur sind v.a. das axonale Wachstum
[56], die Aufrechterhaltung der Synapsenfunktion [7], [36], sowie die Synapsenstabilisie-
rung [6], [7]), -bildung und -entwicklung (Synaptogenese) [6], [17], [34], [36], [41], [56]
durch neuronale Umformungsprozesse wie Zytoskelettumlagerungen zu nennen [56].
Des Weiteren wird im Allgemeinen eine Verbindung zwischen den Latrophilinen, u.a.
durch die Stabilisation von intrazellularen Adhasionsereignissen und der Latrophilin-ab-
hangigen Aktivitatszunahme des Aktin-depolymerisierenden Faktors Cofilin, zu der Re-
modellierung des Aktin-Zytoskeletts der Zelle und dementsprechend zum Zellwachstum
hergestellt [7]. Zudem wird bei den Latrophilinen eine Sensibilisierung der Neurone fir
die Verarbeitung und Modulierung der Wahrnehmung mechanischer Reize und damit
eine bedeutende Rolle in der Mechanosensorik beschrieben [43].

In diesem Zusammenhang sind durch Dysregulationen und Varianten der Latrophiline,
ihrer Liganden, deren (gemeinsam) induzierten Signaltransduktions- und Adh&asionsme-
chanismen die Beteiligung an einigen Erkrankungen, Stérungen und Syndromen v.a.
neurologischen und psychiatrischen Ursprungs, vermutet und ein Zusammenhang auf-
gedeckt worden [36].

So konnte bisher beispielsweise die Beteiligung von dysregulierten bzw. fehlenden
Lphnl Proteinen an mentaler Retardierung, Sprachverzégerung und Hoérbehinderung
[17], sowie von dysregulierten oder neuronenspezifisch deletierten Lphn2 an Schizo-
phrenie, Mikrozephalie, Rhombenencephalosynapsis (RES) nachgewiesen werden [36].
Eine generelle Lphn2 Deletion ist auf Grund von embryonaler Letalitdt nicht mdglich,
deshalb wird Lphn2 als ein zentraler Aspekt in der Entwicklung betrachtet [36], da es
zudem auch an der Bildung von Herzklappen beteiligt ist [17]. Aufgrund dessen wird bei
Lphn2, neben der Beeinflussung von neuronalen Funktionen, auch ein Zusammenhang

mit der kardiovaskularen Gesundheit vermutet [34].
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Latrophilin 3 ist bisher mit den meisten Neuropathologien, auf Grund von genetischen
Ereignissen, assoziiert. Anhand mehrerer Studien kénnen Lphn3 Gendefekte und dem-
entsprechend Lphn3 Funktionsverluste u.a. mit einer Aufmerksamkeitsdefizit- und
Hyperaktivitatsstorung, kurz: ADHS [34], [36], [49], einer Autismusspektrum- Stoérung,
die durch eine soziale Kommunikations- und Interaktionsstérung sowie stereotypisches
Verhalten gekennzeichnet ist, Formen von Epilepsie, Substanzgebrauchsstérungen, als

auch mit einer bipolaren Stérung in Zusammenhang gebracht werden [36].

Wie zuvor bereits erwahnt, wurde eine Expression der Latrophiline ebenfalls in extra-
neuronalen Geweben beschrieben [36]. So kdnnen diese, wie viele andere aGPCRs
vorher bereits auch, mit Prozesse der Tumorentstehung in Verbindung gebracht werden.
Beispielsweise kann es beim Lungenkarzinom durch Lphn3 Missense Mutationen zum
Ausfall und somit Funktionsverlust dieser Rezeptoren kommen, weshalb man diesen
aGPCRs auch einer Art Tumorsuppressionsfunktion zuschrieben kdnnte [17].

Tumor-suppressor Gene stellen im Allgemeinen eine Aufrechterhaltung der Zellfunktion
unter dem Einfluss von biologischem Stress sicher. Durch bestimmte Lphn-Mutationen
hat man eine Dysregulation des Zellzyklus durch Verlust der Gewebepolaritat feststellen
koénnen, die darauf schlie3en lassen, dass Lphn-Adhasionsfunktionen und intrazellulare
Signalgebungen die Zellteilung beeinflussen kénnten und dementsprechend mit der In-
duktion von malignen Prozessen, denen eine Dysregulation des Zellzyklus durch unkon-

trollierte Zellproliferationen zugeordnet werden, in Zusammenhang stehen kdnnen [34].

Die meisten Mutationen im Lphn-Gen, die mit Erkrankungen und/ oder Tumorentstehun-
gen oder ahnlichen Prozessen assoziiert sind, werden dem Bereich der GAIN- Doméane
beobachtet, sprich in dem Bereich des Proteins, dem die Modulation der Aktivitat und
biologischen Funktion zugeschrieben wird [34].

Zudem sind viele weitere Erkrankungen und Stoffwechselstdrungen wie z.B. Diabetes

mellitus mit Latrophilin-Rezeptoren in Verbindung gebracht worden [51].
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Des Weiteren werden bedeutende Zusammenhange zwischen den Latrophilinen und
pulmonalen Erkrankungen wie dem Asthma bronchiale vermutet [11], [31]. So sind be-
reits in den glatten Muskelzellen der Atemwege bei Patienten mit Asthma bronchiale
erhdhte Expressionen von Lphn3 (und Lphnl), sowie eine erhéhte Bindungsrate der
ASM zum endogenen Lphn3 Liganden FLRT3 aufgefallen.

Lphn3-FLRT3 Interaktionen sind mit einer Verstarkung der Adhéasion und Proliferation
der ASM, sowie einer verstarkten ASM-Kontraktion assoziiert, wie sie beim Asthma
bronchiale typisch ist (siehe Kapitel 1.3.4).

Weiterhin wird ein vermutlich durch Asthma bronchiale bedingtes erhéhtes Vorhanden-
sein von Lphn3-Rezeptoren auf den glatten Atemwegsmuskelzellen mit einer bei einem
Entziindungsprozess vorkommenden verstarkten Interaktion und Adh&sion von Entzun-
dungszellen bzw. Entziindungsmediatoren assoziiert [11], die an dem Auftreten und dem
Fortschreiten der Erkrankung maf3geblich beteiligt sind [31].

Aufgrund dieser Erkenntnisse und daraufhin folgenden ersten Studienergebnisse, in de-
nen die klinische Wirksamkeit eines rekombinanten humanen Lphn3-Antikérpers durch
dessen positive Wirkung in Bezug auf die Regulation von Adhasion, Proliferation und
Kontraktion der glatten Atemwegsmuskelzellen, sowie die Einflussnahme auf die Ex-
pression von Entziindungsmediatoren, die u.a. mit Atemwegsentziindungen und Atem-
wegsumgestaltungen assoziiert sind, festgestellt wurde, kénnen Latrophiline und deren
endogene Liganden als ein potenziell vielversprechendes Ziel fiir die zuklnftige mole-
kulare Therapie (,target’ Therapie) des Asthma bronchiale angesehen werden [11], [31].
Im Folgenden dieser Arbeit wird auf Grund der bisher vermuteten Assoziation zwischen
pathophysiologischen Mechanismen der obstruktiven Atemwegserkrankung Asthma
bronchiale und den Latrophilinen, unter besonderer Beriicksichtigung von Lphn3 und der
bisher beschriebenen Expression dieser in den glatten Muskelzellen der Atemwege, auf
eine detailliertere Betrachtung der Anatomie, Physiologie und Pathophysiologie des
respiratorischen Systems eingegangen.

Latrophilin 3 wird somit in der besonderen Rolle des Asthmakandidaten Gens betrachtet

und versucht in dieser Arbeit weiter dahingehend als solches beschrieben zu werden.
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1.3 Anatomie und Physiologie des respiratorischen Systems

1.3.1 Makroanatomie des respiratorischen Systems

Das respiratorische System lasst sich topographisch in die oberen und in die unteren
Atemwege einteilen. Zu den oberen Atemwegen zéhlen die Nasenhdhle, die Nasenne-
benhdhlen, der Pharynx und der Larynx. Zu den unteren Atemwegen lassen sich die
Trachea, der extra- und intrapulmonale Bronchialbaum und die Alveolen zuordnen.

Der Fokus in dieser Arbeit liegt auf dem Teil des unteren Atemwegs, aus diesem Grunde
wird im Folgenden nur auf diesen genauer eingegangen.

Die Luftréhre (lat. Trachea) gliedert sich in die Pars cervicalis, die sich topographisch in
der Halsregion befindet und in die Pars thoracica, die sich dem Mediastinum zuordnen
l&sst. Die Trachea setzt sich nach ihrer Aufzweigung, der Bifurcatio carinae, in die beiden
Hauptbronchien, Bronchus principalis dexter und sinister, fort und geht in den Bronchi-
albaum der Lunge uber.

Die Lunge (lat. Pulmo) befindet sich beidseits im Mediastinum des Thorax. Die Lungen-
spitze (Apex pulmonalis) ragt bis in die obere Thoraxapertur und die Lungenbasis ist
dem Zwerchfell zugewandt. Die Lungenrander werden als Margines pulmonalis bezeich-
net [45]. Von aulRen wird die Lunge von dem sogenannten Lungenfell, der Pleura visce-
ralis, iberzogen und geht am Lungenhilum in die Pleura parietalis, die der Thoraxwand
anliegt, Uber [3].

Apex pulmonalis Apex pulmonalis

Margo
Lobus posterior

superior
P Lobus

superior
Margo P

anterior Margo
anterior

Fissura
Fissura obliqua
horizontalis

pulmonis dextri

Facies

costalis
Lobi

pulmones

Facies

Lobus costalis

medius
Lobus
inferior

Lobus

A A Fissura
inferior

obliqua Lingula
pulmonis pulmonis
dextri sinistri
Margo
Margo Basis inferior

inferior pulmonis

Abbildung 5 Makroskopischer Aufbau der rechten und linken Lunge in der ventralen Ansicht.
Original: Duale Reihe Anatomie, Georg Thieme Verlag (2020) [3], anschlie3end eigene Bearbeitung
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Die makroskopischen Grundbaueinheiten sind nach dem Lungenfligel die Lungenlap-
pen (Lobus pulmonalis dexter und sinister), welche sich weiter in Segmente unterteilen.
Die kleinste fassbare Einheit ist nachfolgend das Lungenléppchen (Lobulus pulmonalis)
[45].

Der linke Lungenfligel teilt sich in zwei Lungenlappen auf, die durch die Fissura obliqua
getrennt wird. Der rechte Lungenfliigel besteht jedoch aus drei Lungenlappen, die durch
die Fissura horizontalis (cranial) und Fissura obliqua (kaudal) getrennt werden (siehe
Abbildung 5).

Die Bronchi principales teilen sich weiter auf in rechts drei und links zwei Bronchi lobares
(Lappenbronchien) und danach weiter in die Bronchi segmentales (Segmentbronchien).
Anhand der Aufzweigung des Bronchialsystems ergibt sich die Segmentarchitektur der
Lunge [45] (Abbildung 6).
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Unterlappen
A Lunge von ventral B Lappen- und Segmentbronchien C Lunge von dorsal

Abbildung 6 Lungenlappen und Lungensegmente. Original: Endspurt Klinik Innere Medizin und Chirurgie, Georg Thieme
Verlag (2017) [54], anschlieRend eigene Bearbeitung
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Funktionaler Aufbau des respiratorischen Systems

Funktionell kann man zwischen dem konduktiven (luftleitenden) und respiratorischen
(gasaustauschenden) Abschnitt des respiratorischen Systems unterscheiden. Dies wird
anhand des Aufbaus des Bronchialbaums deutlich (Abbildung 7). Grundsatzlich lasst
sich der Bronchialbaum als sich dichotom verzweigende Rohren mit zunehmend kleine-
rem Kaliber beschreiben.

Der Systematik des Bronchialbaums folgend, gehéren zu dem konduktiven Anteil: die
Trachea, die Bronchi principales, lobares, segmentales und subsegmentales, die Bron-
chioli und die Bronchioli terminales.

Die Bronchioli respiratorii, der Ductus alveolaris und die Sacculi alveolares mit den

Alveoli pulmonis werden dem respiratorischen Anteil zugewiesen [45].

Knorpel- r Segmentbronchus
platte
groBer
Segmentbronchus
konduktiver
Abschnitt
kleiner
Segmentbronchus
glatte Muskulatur
" Bronchiolus respiratorius
" J‘
« Bronchioli Alveolus pulmonis
Bronf:hlo.lus Bronchiolu | respiratorii
terminalis (knorpel-
,,,,,,,,,, freie Wanc | sacculus Septum
) alveolaris interlobulare
respiratorischer Bro".Ch'O“_‘S Ductus alveolaris
Abschnitt / respiratorius
S i Alveoli pulmonis
acculi
alveolares

Abbildung 7 Funktioneller Aufbau des Bronchialbaums. Original: Duale Reihe Anatomie, Georg Thieme Verlag (2020) [3],
anschlieend eigene Bearbeitung
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1.3.2 Mikroanatomie u. Histologie des respiratorischen Systems

Die Trachea lasst sich in drei Gewebsschichten (Tunicae) gliedern (Abbildung 8).

Die Tunica mucosa wird in zwei weitere Schichten unterteilt. Die Lamina epithelialis der
Tunica mucosa enthélt ein mehrreihiges Flimmerepithel (Epithelzellen mit Kinozielien-
saum) und Muzin produzierende Becherzellen, in der angrenzenden Lamina propria
befinden sich seromukose Drisen, die Glandulae tracheales.

Die Tunica fibromusculocartilaginea wird im ventralen Anteil als Paries cartilaginea
bezeichnet. Sie enthalt hufeisenférmige hyaline Knorpelspangen (Cartilago trachealis),
die durch elastische Fasern (Ligg. anularia) miteinander verbunden sind.

Dorsalseitig fehlen diese Knorpelspangen [55]. In dem als Paries membranaceus be-
zeichneten Anteil befindet sich eine Bindegewebs-Muskel-Platte. Die Blindel der glatten
Muskelzellen werden als M. trachealis zusammengefasst [45].

Die Tunica adventitia der Trachea enthalt vornehmlich lockeres Bindegewebe [55].

Cartilago
trachealis

Tunica
mucosa

Tunica
adventitia

Lumen

M. trachealis ~

Paries
membranaceus

Abbildung 8 Schematischer Wandaufbau der Trachea. Original: Duale Reihe Anatomie, Georg Thieme Verlag (2020) [3],
anschlielend eigene Bearbeitung

Der Wandaufbau des Bronchialbaums ist bis zu den Bronchien recht einheitlich gestaltet.
Waéhrend sich in den Hauptbronchien noch hufeisenférmige Knorpelspangen befinden,
werden diese in den folgenden Segmentbronchien durch unregelmaRig angeordnete
Knorpelplatten ersetzt. Die glatten Muskelfasern sind hier als Tunica muscularis der La-
mina propria folgend konzentrisch/zirkular angeordnet, die durch eine diinne Schicht aus
elastischen Fasern (Tunica adventitia) umsponnen wird (Abbildung 9). Mit den Bronchioli
gehen der Wandknorpel und die seromukdsen Drisen (Gl. bronchiales) verloren, zudem
ist durch die Fixierung bedingte Kontraktion der stark entwickelten zirkular verlaufenden

glatten Muskulatur die Schleimhaut sternférmig gefaltet.
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Das Flimmerepithel ist hier nur noch einschichtig und es finden sich vereinzelt Keulen-
zellen, welche das Surfactant Protein und immunmodulatorisches Sekret sezernieren
[55]. Die Bronchioli terminales sind die Endaufzweigung der Bronchiolen und entspre-

chen dem letzten Abschnitt des konduktiven Systems [55].

brot bror

Abbildung 9 Querschnitt durch einen kleinen Bronchus (links)

Lungenparenchym (rechts) in HE-Farbung mit Bronchiolus (brc), Bronchiolus terminalis (bro t), Bronchiolus respiratorius
(bro r), Ductus alveolaris (da) und zahlreichen Alveolen (a) Original: N. Ulfig, Kurzlehrbuch Histologie, Georg Thieme
Verlag (2019) [55] anschlieBend eigene Bearbeitung

Mit den Bronchioli respiratorii, aus denen die Ductus alveolares mit den daran anliegen-
den Alveolen hervorgehen, beginnt der Gasaustausch. In den Bronchioli respiratorii kon-
nen sich bereits einzelne Alveolen befinden. Die Wand der Bronchioli respiratorii besteht,
neben dem ebenfalls einschichtigem Epithel ohne Zilien und Keulenzellen, aus glatten
Muskelzellen und elastischen Fasernetzen. In den Mundungen der Alveolen in den
Ductus alveolares liegen Ringe aus Bindegewebe und glatten Muskelzellen.

Der Gasaustausch findet Giber die Wande der Alveolen (Alveolarsepten) statt. Diese be-
stehen aus einem Bindegewebsseptum (ein Netzwerk aus kollagenen und elastischen
Fasern) in denen die Lungenkapillare eingelagert sind. Auf beiden Seiten des Septums
befindet sich eine dinne Epithelschicht [55].

Die dinnen Alveolarepithelzellen (Pneumozyten) Typ | erméglichen den Gasaustausch
und bedecken ca. 90% der Alveolaroberflache. In diesen sind vereinzelnd Pneumozyten
vom Typ Il eingelagert, die ca. 10% der Alveolaroberflache ausmachen. Diese produzie-
ren ein Protein-Phospholipid Film, den sog. Surfactant, welches die Oberflachenspan-
nung der Alveolen herabsetzt. Die Alveolarflache beléauft sich insgesamt auf ca. 100-120
m? [45].
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Die Alveolarmembran wird auch als Blut-Luft-Schranke bezeichnet. Die Strecke zwi-
schen der Luft im Alveolarraum und dem Blut in den Kapillaren wird flr den optimalen
Gasaustausch mdglichst kurzgehalten, sodass die Diffusionsstrecke geringgehalten
wird. Die Blut-Luft-Schranke setzt sich zusammen aus dem Kapillarendothel, den
Pneumozyten Typ |, deren an den Kontaktstellen verschmolzener gemeinsamen Basal-
membran und dem Surfactant-Film [65] (siehe Abbildung 10).

Alveolar-
epithelzelle Fibroblast Vverschmolzene

Typll Kapillare Basal- Surfactant
1 laminae

elastische Faser Alveolarepithel-
zelle Typ |

Alveolarmakrophage

Abbildung 10 Schematische Darstellung der Blut-Luft-Schranke. Original: N. Ulfig, Kurzlehrbuch Histologie, Georg Thieme
Verlag (2019) [55], anschlieRend eigene Bearbeitung

1.3.3 Physiologie der Lunge

Die Grundlegende Funktion des Respirationstraktes liegt im Gastaustausch. Dieser fin-
det in der Lunge, genauer gesagt in den Bronchioli respiratorii und Alveolen statt. Das
bedeutet es erfolgt die O,-Aufnahme aus der Atemluft in das Blut (Oxygenierung) und
die CO2-Abgabe aus dem Blut in die Atemluft (Decarboxylierung). Die Funktion der
Atemwege bel&uft sich kurz beschrieben in der Befeuchtung, Erwarmung und Reinigung
der Atemluft. Schadstoffe bleiben am Tracheal- bzw. Bronchialschleim haften, und wer-
den durch das Flimmerepithel durch oralwartigen Zilienschlag der Epithelzellen abtrans-
portiert (mukoziliare Clearance).

Der Sauerstofftransport Iasst sich grob in vier Abschnitte zusammenfassen:

Zunachst erfolgt der konvektive Transport des O aus der Atemluft in die Alveolen tber
die Ventilation [42]. Die Ventilation (Beluftung) beschreibt die Verteilung der Atemluft
auf die verschiedenen Ventilationsraume, Der Raum des Gasaustausches ist der
Alveolarraum. Die Bereiche, die nicht am Gasaustausch teilnehmen und zum kondukti-

ven Abschnitt des Respirationstraktes z&hlen, werden als Totraum bezeichnet [65].
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Als nachstes erfolgt die Diffusion (der Teilchenfluss) von O tiber die Blut-Luft-Schranke
vom Alveolarraum in das kapillare Blut [42]. Die Diffusion von CO; erfolgt entgegenge-
setzt aus Kapillarblut in den Alveolarraum zur Abgabe an die Umgebungsluft. Treibende
Kraft fur die Diffusion ist der Konzentrationsunterschied bzw. Partialdruckdifferenz der
Atemgase in Blut und Atemluft. Die Diffusion ist nach dem Fick’schen Diffusionsgesetz
zusatzlich abhéangig von der Diffusionsflache (entsprechend der Alveolaroberflache), der
Diffusionsstrecke und einer stoffabhangigen Kenngréf3e, dem Krogh’schen Diffusions-
koeffizienten [65]. Anschliel3end erfolgt der konvektive Transport von O, mit dem Blut-
strom zu den Gewebskapillaren, in denen es anschlieRend zur Diffusion von O» aus dem
Blut in die Zellen kommt [42].

Die Perfusion (Durchblutung) der Lunge und die Verteilung des Blutes auf die Lungen-
abschnitte hat ebenfalls einen entscheidenden Einfluss auf die Oxygenierung des Blu-
tes. Beispielsweise ist im Stehen auf Grund der Schwerkraft die Lungenbasis starker
durchblutet als der Lungenspitze. Um ein méglichst konstantes Perfusions-Ventilations-
Verhéltnis aufrecht erhalten zu kénnen, wird die Perfusion z.B. durch den Euler-
Liljestrand-Mechanismus (hypoxische pulmonale Vasokonstriktion) aufrechterhalten
[65].

Die Atemmechanik beschreibt die physikalischen Prozesse, die bei der In- und auch
der Exspiration ablaufen. Druck- und Volumenveranderungen wahrend der Atmung
werden hierbei eine zentrale Bedeutung zugeschrieben und werden mafgeblich von
Atmungswiderstanden bestimmt.

Die Inspiration (Einatmung) erfolgt durch die Kontraktion der Mm. intercostales externi,
die zu einer Hebung des Rippenbogens und somit zu einer Erweiterung des Thorax-
volumens fuhren. Des Weiteren erfolgt die Inspiration durch die Kontraktion des
Diaphragmas [42]. Hierdurch kommt es zu einem intrathorakalen Unterdruck, durch den
die Atemluft in die Lunge gezogen wird [66].

Die Exspiration (Ausatmung) geschieht zum einen aktiv durch die Kontraktion der Mm.
intercostales interni, zum anderen passiv durch die Ruckstellkraft der Lunge (bedingt
durch die alveolare Oberflachenspannung und die elastischen Fasern).

Bei forcierter In- und Exspiration kann zusatzlich die Atemhilfsmuskulatur, auch auxillare
Muskulatur genannt, zum Einsatz kommen. Zu diesen zdhlen unter anderem die Mm.
scalenii, der M. sternocleidomastoideus, die Mm. pectorales, Mm. serrati sowie verschie-
dene Bauchmuskeln [42]. Es kommt somit zum Hinauspressen der Atemluft aus der

Lunge.
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Da die Lunge auf Grund ihrer elastischen Eigenschaften stets das Bestreben hat, sich
zusammen zu ziehen, entsteht ein sogenannter elastischer Atemwiderstand, den es bei
der Inspiration zu Uberwinden gilt. Je geringer dieser Widerstand ist, desto héher ist die
Compliance. Die Compliance ist ein MaR fir die Volumendehnbarkeit der Lunge und
beschreibt somit eine Volumenénderung, die durch Druckénderung bewirkt wird.

Die Gewebs- und Stromungswiderstéande (Resistance), die die Atemluft beim Fluss
durch die Atemwege Uberwinden muss, werden als viskdse Atemwegswiderstande be-
zeichnet. Physikalischer Hintergrund ist hierbei die Anwendung des Hagen-Poiseuille-
Gesetzes, welches den Volumenstrom bei laminarer Stromung in einem Rohr be-
schreibt. Auf die Atemwege bezogen bedeutet es, dass es durch die Einengung der
Atemwege zur Erhohung des Atemwegswiderstands, der Resistance, und zur Ver-
ringerung des Atemflusses kommit.

Die Innervation der Atemwege erfolgt vor allem durch das vegetative Nervensystem,
somit wird sowohl die Weite als auch die Sekretionsféhigkeit der Bronchien und Bron-
chioli durch den Sympathikus und Parasympathikus unterstitzend gesteuert.

Der Sympathikus bewirkt eine Bronchodilatation (Erschlaffung) und somit Erweiterung
der glatten Bronchialmuskulatur.

Unter dem Einfluss des Parasympathikus hingegen, kommt es zur Bronchokonstriktion
(Kontraktion) der glatten Muskulatur im respiratorischen System. Eine erhéhte Parasym-
pathikus Aktivitat kann urséchlich fir viele Atemwegserkrankungen sein, bei denen es
zu einer Einengung der Bronchien kommt [42].

Die Regulation der Atmung erfolgt im Atemzentrum, welches sich in der Medulla
oblongata befindet. Dieses wird durch zentralnervése-, chemisch-/ physikalische- und
unspezifische Atemreize gesteuert. Erwahnenswert ist hier auch der Hering-Breuer
Reflex: Durch Lungendehnungsrezeptoren (N. vagus) wird die Inspiration zum Schutz

der Alveolen bei zu starker Dehnung gestoppt [65].

1.3.4 Pathologie der Lunge mit Fokus auf Asthma bronchiale

Da bei den Latrophilinen (insbes. Lphn3) ein potenzieller Zusammenhang zu Asthma
bronchiale besteht, wird hier nur auf die Pathologie der Atemmechanik eingegangen.
Man unterschiedet bei Storungen der Atemmechanik zwischen obstruktiven und restrik-
tiven Ventilationsstérungen.

Eine restriktive Ventilationsstorung beschreibt einen Zustand, der die Ausdehnungsfa-

higkeit der Lunge und/oder des Thorax einschrankt. Somit ist die Compliance vermindert.
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Zu den pulmonalen Restriktionen zahlen beispielsweise die Lungenfibrose oder die exo-
gen-allergische Alveolitis, wahrend zu den extrapulmonalen bzw. thorakalen Restriktio-
nen unter anderem verschiedene Thoraxdeformitaten zahlen.

Im Gegensatz dazu wird neben der COPD auch das Asthma bronchiale zu den obstruk-
tiven Ventilationsstérungen gezahlt. Obstruktionen sind durch die Einengung der Atem-
wege und somit einer erhéhten Resistance gekennzeichnet [42].

Das Asthma bronchiale ist definiert als eine chronisch entziindliche Atemwegserkran-
kung, die mit einer spontanen und reversiblen Atemwegsobstruktion und einer Hyperre-
agibilitat des Bronchialsystems (BHR) einhergeht [20].

Es zahlt weltweit zu einer der haufigsten chronischen Erkrankung und betrifft mit stei-
gender Pravalenz ca. 300 Mio. Menschen [35].

Pathophysiologisch gekennzeichnet ist das Asthma bronchiale durch eine Trias aus
Bronchokonstriktion, bedingt durch die Tonuserhthung der glatten Muskelzellen im
Bronchialsystem, die Dys- und Hyperkrinie, einer vermehrten und zéhfliissigen Schleim-
produktion bzw. -sekretion und eine 6dematdse Schleimhautschwellung [20], [42] (siehe
Abbildung 11).

Normalzustand Asthma bronchiale

glatte B Bronchospasmus

Muskulatur Schleimhautédem

*7 - Schleimhaut = Hypersekretion

Abbildung 11 Querschnitt durch einen Bronchus - Vergleich Normalzustand und typ. Trias bei Asthma bronchiale.
Original: https://media-de.amboss.com/media/thumbs/big_5c5c209fbb9d2.jpg, Amboss GmbH (2020) [64], anschlie3end
eigene Bearbeitung

Typische Symptome sind z.B. das anfallsartige Auftreten von Dyspnoe (Atemnot), meist
kombiniert mit Husten, einem exspiratorischen Stridor (Giemen), einem thorakalen
Engegefihl und einer Hyperventilation [2].

Die Erkrankung lasst sich vor allem in das allergische (extrinsisches/ exogenes) und
nicht-allergische (intrinsisches) Asthma bronchiale unterteilen. Dartber hinaus lassen
sich Mischformen, sowie noch weitere Formen und Unterformen (z.B. eosinophiles
Asthma, belastungsinduziertes Asthma, medikamenteninduziertes Asthma, mit beson-
derem Augenmerk auf das sog. Analgetika-Asthma, GERD-assoziiertes Asthma, be-

rufsbedingtes Asthma und saisonales Asthma) abgrenzen [2], [20].
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Es lassen sich haufig Trigger identifizieren, die allergischer oder nicht-allergischer Ge-
nese sein kdnnen [2]. Fur das allergische Asthma kénnen insbesondere sog. ubiquitére
Allergene, wie Pollen, Tierepithelien, Hausstaubmilben oder Pilzsporen urséchlich sein
[20].

Das nicht-allergische Asthma kennzeichnet sich durch ein Fehlen der allergischen Kom-
ponente. Trigger oder Ausléser kdnnen hierbei virale respiratorische Infektionen, Nebel,
kalte Luft, unspezifische und nicht- allergene Reizstoffe wie z.B. Rauch (v.a. aktiver und
auch passiver Tabakrauch) Luftschadstoffe und/ oder andere Noxen sein [2]. Es handelt
sich hier meist um eine Erstmanifestation kurz vor oder im Erwachsenenalter, wobei sich

das allergische Asthma hingegen meist schon friher (im Kindesalter) manifestiert [20].

Der Pathomechanismus des Asthmas entspricht einer IgE-vermittelten allergischen Re-
aktion vom Soforttyp (Typ I) mit einer vorherigen Sensibilisierung. Die Asthmatische So-
fortreaktion erfolgt bei erneutem Kontakt des Allergens. Dieses bindet nun an Mastzell-
standige IgE-Molekiile, welches die Degranulation der Mastzellen und somit die Aus-
schittung verschiedener (Entziindungs-) Mediatoren zur Folge hat. (u.a. Histamin,
Interleukine, Chemo- und Zytokine) Die verzdgerte asthmatische Reaktion beruht auf
der durch v.a. Interleukine gesteuerten Einwanderung und Aktivierung von proinflamm-
atorischen Zellen, insbesondere eosinophile Granulozyten, in die Bronchialschleimhaut.
Durch die Sezernierung weiterer Effektorsubstanzen der eosinophilen Granulozyten
resultiert eine chronische Entziindungsreaktion. Diese ist neben einer genetischen Préa-
disposition mitunter verantwortlich fiir entstehende Lasionen der Bronchialschleimhaut
und einer daraus resultierenden BHR. [2], [5], [32]. Ebenso wird die chronische Entziin-
dung fur gewisse Umbauprozesse, das sog. Remodeling, diskutiert. Dieses zeichnet sich
durch eine Hypertrophie der bronchialen glatten Muskelzellen und eine Fibrose des sub-
epithelialen Gewebes aus.

Im Pathomechanismus scheint zudem die vegetative oder autonome Innervation der
Bronchien ebenfalls von Bedeutung zu sein. Hier zeigt sich zum einen gehauft eine
Funktionsstorung der Acetylcholinrezeptoren, die fir die bronchodilatatorische Wirkung
verantwortlich sind, zum anderen werden im Rahmen der Entziindung auch proinflamm-
atorische Substanzen aus autonomen Fasern freigesetzt [5].

Risikofaktoren fur die Entstehung der Erkrankung sind neben genetischen Faktoren
auch gewisse Umweltbedingungen bzw. Gen-Umwelt-Interaktionen, sowie Allergenex-
positionen, Feinstaub oder andere Luftschadstoffbelastungen wie z.B. Tabakrauch oder
andere Noxen, als auch (Fehl-) Erndhrung, die zu einem erhéhten Korpergewicht oder

sogar zur Adipositas fuhrt [30].
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Die Diagnosesicherung Asthma bronchiale erfolgt durch mehrere Schritte. Zunachst wird
mit Hilfe der Anamnese eruiert, ob die 0.g. Symptome vornehmlich nachts oder friihmor-
gens auftreten, ob es eine pos. Familienanamnese hinsichtlich der Erkrankung zu be-
richten gibt oder ob Allergien und/ oder Ausléser der Symptomatik bekannt sind. Uner-
lasslich ist auch die korperliche Untersuchung, in der auskultatorisch in der Regel ein
exspiratorischer Stridor bei verlangertem Exspirium zu vernehmen ist.

Entscheidend fir die Diagnose ist die Lungenfunktionsanalyse. Anhand der Spirometrie
oder Bodyplethysmographie lasst sich eine obstruktive Ventilationsstérung mit einer
erhohten Resistance und u.a. einer verringerten FEV: (forciertes exspiratorisches
Volumen in einer Sekunde/ Einsekundenkapazitat) feststellen. Als Erganzung hierzu
wird mit Hilfe eines kurzwirksamen Bronchodilatators bei bestatigter Obstruktion ein
Reversibilitatstest, auch Bronchospasmolysetest genannt, durchgefihrt. Dieser dient
auch zur Abgrenzung zu anderen obstruktiven Ventilationsstérungen.

Bei noch nicht Bestatigter Obstruktion kann erganzend ein Hyperreagibilitatstest, auch
als Metacholin-Provokationstest bezeichnet, durchgefiihrt werden [2], [20], [30].
Anhand einer Blutgasanalyse lasst sich eine ggf. vermutete respiratorische Insuffizienz
(kompensiert/ dekompensiert) ausschlieBen. Des Weiteren kann das Labor mit Hilfe des
Differentialblutbildes Aufschluss Uber eine eosinophile Asthmakomponente geben.
Obligat ist auch die Durchflihrung eines Allergiediagnostik in Form eines Hauttestes und/
oder einer spezifischen Serum-IgE-Bestimmung [20].

Orientierend wird die Einteilung des Asthma bronchiale in kontrolliertes, teilweise kon-
trolliertes Asthma mit eingeschrankter FEV: und unkontrolliertes Asthma vorgenommen.
Als Kriterien hierfir flieRen, bezogen auf die letzten vier Wochen des Patienten, die All-
tags-/ Aktivitatseinschrankungen ein, die Haufigkeit des Auftretens, insbesondere das
Auftreten von nachtlicher Asthmasymptomatik und der Gebrauch der Bedarfsmedikation
mit ein [35].

Die Therapie erfolgt individualisiert anhand einer Stufentherapie. Die Therapieauswabhl
richtet sich nach Alter und Adherence des Patienten, sowie Trigger, dem Phanotyp der
Erkrankung, Haufigkeit und Schweregrad der Symptomatik [25]. Ziel ist es, eine Unter-
drickung der asthmatischen Entziindungsreaktionen, eine Verringerung der Obstruk-
tion, eine Verringerung der BHR und eine bestmogliche Asthmakontrolle und Erhaltung

dieser zu erreichen [4].
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Grundlegend sollten hierfur allgemeine (nicht-medikamentése) MalRnahmen, wie die
Verringerung bzw. Vermeidung der Allergenexposition, eine Nikotinentwdhnung, eine
Optimierung des Korpergewichtes in Kombination mit korperlichem Training, physiothe-

rapeutisches Atemtraining und Patientenschulungen durchgefiihrt werden [4].

Bei der medikamenttsen Therapie werden sowohl kurzwirksame Medikamente fir die
Akut-/ Bedarfstherapie (sog. Reliever) als auch langer wirksame Medikamente zur Dau-
ertherapie (sog. Controller zur Suppression der chron. Entziindung) eingesetzt [2], [20].
Generell kommen die folgenden Wirkstoffgruppen (Beispielpraparate) zum Einsatz:
Beta-2-Sympathomimetika: SABA (z.B. Salbutamol/ Fenoterol) und LABA (Formoterol/
Salmeterol), sowie Anticholinergika: SAMA (Ipatropiumbromid) und SABA (Tiotropium-
bromid). Diese Praparate besitzen v.a. eine bronchodilatatorische Wirkung.

Des Weiteren werden inhalative Corticosteroide (ICS) mit einer antiinflammatorischen
und immunsuppresiven Wirkung, sowie LTRA: (Montelukast) mit einer schwachen anti-
inflammatorischen und bronchodilatatorischen Wirkung verwendet. Bei allergischem
Asthma kommen zusatzlich IgE-Antikérper (Omalizumab) und v.a. bei eosinophilem
Asthma neue Biologika (z.B. Anti-IL5: Mepolizumab, Reslizumab, Benralizumab oder
Anti-IL4 (u.IL13) Dupilumab) in Frage [2].

Fur eine optimale Therapie des Asthma bronchiale wird ein jahrliches Follow-Up mit ggf.

Therapieanpassung empfohlen [4].
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Material

1.4  Antikérper

1.4.1 Priméare Antikbrper

Bezeichnung Verwendung
DAPI IF
Smooth Muscle a-Actin Cy3 IF

mouse mAb (#C6198)
aGFP (#A-11122) IHC, IF, Western Blot
aGFP FluoTag IF

aHA Tag (#C29F4) rabbit mAb  IHC, IF, Western Blot
aTubulin (#T6199) mouse mAb = Western Blot

Tabelle 4 Primare Antikdrper

1.4.2 Sekundare Antikorper

Bezeichnung
Cy3 Donkey a-rabbit IgG

(#AP182c)
POX a-mouse IgG (#A3673)

POX a-rabbit IgG (#A6154)

Tabelle 5 Sekundare Antikdrper

1.5 Enzyme

Produkt

Tag-Polymerase
Tag-Polymerase #2

DreamTaqg Polymerase

Luna® Universal One-Step RT-
gPCR-KIT

Tabelle 6 Enzyme

Verwendung

IF

Western Blot
Western Blot

Komponenten

Eigenproduktion
Eigenproduktion

10x Puffer, DNA-
merase, dNTP-Ldsung
Luna® Universal One-Step
Reaction-Mix

Luna® Universal warm
start® RT-Enzyme-Mix

Poly-

Referenz

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim

Invitrogen, Carlsbad, Kalifor-
nien, USA

NanoTag Biotechnologies
GmbH, Géttingen

Cell Signaling Technology,
Denvers, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim

Referenz

Merck Millipore, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Referenz

Dr. Stephan Maxeiner
Dr. Stephan Maxeiner

Thermo Scientific, Waltham,
USA

New England Biologicals,
Ipswich, USA
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Material

1.6

Name Oligonukleotid-Sequenz

MX11603 @ 5'CCCATTTTCCTAAGAG-
GAACGCCACGCTAG 3’

MX11604 5'GTGTGATGATCAGAG-
TAACAGCAGTGTATC 3

MX14656 5'AGTCGCTCGTGACGACCA-
TAGAGGATAG 3

MX14658 @ 5'GGAGATGCATGTCAAATG-
TAGGTAACTG 3’

MX14659 5'CATTGCACCACAGGTGTT-
CAGGTGCCAAC 3’

CZs 805 @ 5'GCCTGCATTAC-
CGGTCGATGCAACGA 3’

CZs 806 @ 5'GTGGCAGAT-

GGCGCGGCAACACCATT 3’

Tabelle 7 Primer / Startermolekle

1.7 RT-qPCR- Assays

Assay Name

PrimeTime® Assay Std Probe 5' 6-
FAM™/ZEN™/3' IBOFQ
PRB.mmLphn1.pt

PrimeTime® Assay Std Probe 5' 6-
FAM™/ZEN™/3' IBOFQ
PRB.Lpn2gRTPCRassay.1.pt
PrimeTime® Assay Std Probe 5' 6-
FAM™/ZEN™/3" IBOFQ
PRB.mmLphn3.pt

PrimeTime® Assay XL Probe 5
HEX™/ZEN™/3' IB®RFQ
Mm.PT.39a.22214843.g

Primer — Startermolekule fiur die PCR

Genlocus Anwendung Referenz
Lphn2 Gen  CL2 5rt Dr. Stephan
Maxeiner
Lphn2 Gen @ CL2 5rt Dr. Stephan
Maxeiner
Lphn3 Gen  CL35'frtand loxP  Dr. Stephan
Maxeiner
Lphn3 Gen @ CL3 3' 2nd frt Dr. Stephan
Maxeiner
Lphn3 Gen  CL3 3' 2nd loxP Dr. Stephan
Maxeiner
Cre-Gen Cre-PCR Dr. Chen
Zhang
Cre-Gen Cre-PCR Dr. Chen
Zhang
Basenabfolge
Lphnl /56-FAM/AGC CAC CTC /ZEN/ACC
AAC TTC GCA /3IABKFQ/
Lphn2 /56-FAM/AGA CGA GGG /ZEN/AGA
CAA CGA TGC C/3IABKFQ/
Lphn3 /56-FAM/AGA ACA TGG /ZEN/GCC
ACG GAA GTA CC/3IABKFQ/
Actin-b /SHEX/CTG GCC TCA /ZENICTG TCC

Tabelle 8 RT-gPCR- Assays von Integrated DNA Technologies

1.8 Chemikalien

2-Propanol (100%/90%/80%)

Acrylamid 30%

Agarose Biozym LE
Ammoniumperoxidsulfat (APS) 10%
BCA-Protein Assay KIT

Betaine
BSA (Rinderserumalbumin)

Chemiluminescent Substrate Supersig
Pico Plus luminal/ Enhancer Solution

nal West

ACC TTC C/3IABKFQ/

Zentrales Chemikalienlager Univ. d. Saar-
landes

Bio-Rad, Munchen

Biozym Scientific, Oldendorf

Bio-Rad, Miinchen

Thermo Scientific Pierce Biotechnology,
Rockford, USA

Sigma Aldrich, Steinheim

Biomol, Hamburg

Thermo Scientific Pierce Biotechnology,
Rockford, USA
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Chemiluminescent Substrate Supersignal West
Pico Plus Peroxide Solution

Citrat

Comassie brilliant blue

cOmplete Proteinase Inhibitor Tablette
DAPI

DirectZol RNA Mini Prep Plus

DMSO (Dimethylsulfoxid)
DreamTag-PCR Reaktions KIT

Eosin

Ethanol

H20 bidest.

H20:2

Hamalaun nach Mayer
Hamatoxylin nach Ehrlich
Heparin 5000 IE
HISTOPRIME® HistoGreen Substrate KIT
Horseserum

Isofluran

Magermilchpulver (sucofin)
Methanol

Methylbutan/ Isopentan
MgCl:

Mowiol

Nuclease-free water Ambion®
Orange G

Ponceau

SDS

Stickstoff (flussig)

TEMED

TritonX

TRIzol®

Tween20

VECTASTAIN® ABC-KIT

Vector® Avidin-/Biotin Blocking KIT

Vector® NovaRED™ Peroxidase Substrate KIT
SK-48000

Vector® TrueVIEW® Autofluoreszence Quen-
ching KIT

Xylol

Tabelle 9 Chemikalien

Thermo Scientific Pierce Biotechnology,
Rockford, USA

Sigma Aldrich, Steinheim

Bio-Rad, Mlnchen

Roche (Sigma Aldrich, Steinheim)
Carl Roth, Karlsruhe

ZYMO Research, Freiburg

Sigma Aldrich, Steinheim

Thermo Scientific, Waltham, USA
Sigma Aldrich, Steinheim

Zentrales Chemikalienlager Univ. d. Saar-
landes

Wasseranlage, Millipore, USA

VWR, Fontenay-sous-Bois, Frankreich
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

B. Braun, Melsungen

Linaris, Dossenheim

Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Abbvie, Ludwigshafen

TSI, Zeven

VWR, Fontenay-sous-Bois, Frankreich
Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Steinheim

Invitrogen, Carlshad, Kalifornien, USA
Sigma Aldrich, Steinheim

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Zentralmagazin, Uniklinikum des Saarlan-
des

Bio-Rad, Minchen

Carl Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA
Sigma Aldrich, Steinheim

Linaris, Dossenheim

Linaris, Dossenheim

Linaris, Dossenheim

Linaris, Dossenheim

VWR, Fontenay-sous-Bois, Frankreich

1.9 Loésungen und Puffer
10% SDS 10% (wiv) 209 SDS-Transferpuffer
ad 100 ml Aqua bidest. (pH 7,4)
APS- Stammldsung 10% (w/v) 19 Ammoniumpersulfat
ad 10 ml Aqua bidest.
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Blocking Solution
(BS)

Carrier Solution (CS)

Zitronensaure-Puffer
(pH3/6/9)

Coomassie  Farbe-

Losung

cOmplete™-Ldsung
(25x)

Endogene
Peroxidase-
Blockierungslésung
(POX-Block)

Eosin

H20- DEPC

Immunoblot-

Blockierungslésung

Laird Buffer

0,2% (w/v)

10% (viv)

0,5% (10%) (V/V)

01M
0,2% (w/v)

1% (v/v)

0,5% (10%) (V/v)

0,1 M
10 mM

0,25% (w/v)

10%(v/v)
50% (v/Vv)

10% (viv)

1% (v/iv)

0,1% (w/v)

0,1% (v/v)

0,5% (w/v)

0,1M
5 mM
0,2M
0,2% (v/v)

0,29

10 ml
5ml

ad 85 ml
0,29

1ml
5 ml

ad 94 ml
21g
ad 1000 ml

1,25 g

50 ml

250 ml

1 Thl.

ad 2 ml
5ml

400 pl

ad 44,6 ml

05¢9
ad 500 ml

25¢

ad 50 ml
121g
1,869
11,699
20 ml

Bovines Serum-
albumin
Pferdeserum
TritonX-100 Stock
Ldsung

PBS

Bovines Serum-
albumin
Pferdeserum
TritonX-100 Stock
Losung

PBS

Citrat

Aqua bidest. (pH 7,4)
mit NaOH/HCI auf pH
3/6/9 titriert
Coomassie  Brilliant
Blue

R-250 Essigsaure
Methanol

Aqua bidest.
cOmplete™ (Roche)
Aqua bidest.
Methanol

H202

PBS

Eosin

Aqua bidest.

Aqua bidest. versetzt
mit
Diethylpyrocarbonat,
60 min.
autoklavieren
Magermilchpulver
(Sucofin)
TBST-Solution

Tris

EDTA

NacCl

SDS-Ldsung
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Lysis-Puffer

NacCl (isotonisch)

PFA (Paraformalde-
hyd)

Phosphat-gepufferte
Salzlésung (PBS)

Ponceau Farbelo-

sung

Proteinase K Buffer

RIPA-Buffer

Saccharose Lésung

SDS-Laufpuffer

1% (v/iv)

0,9% (w/v)

4% (wiv)

2M

02M

0,2 M NaHz2PO4
0,2 M NaH2PO4
137 mM

2,7 mM

8,1 mM

0,2% (w/v)

3% (viv)

20 mg/ml

10 mM

0,1% (v/v)
40 mM

2 mM

1% (v/v)
0,1% (v/v)

10% (v/v)
16% bzw. 30% (w/v)

0,25 M
1,92 M
1% (v/v)

ad 11

10 ul

ad 1 ml
9,59

ad 500ml

49
ad 400 ml

115 ml
385 ml
0,849
0,29
1,44 g
lg

15 ml

ad 500 ml

lg
ad 50ml

1,5 ml

0,5 ml

1ml
0,168 g
74,4 mg
1ml

ad 100 ml

1 ml

16 bzw. 30 g
ad 100 ml
159

72 9

50 ml

ad 5|

Aqua bidest. (pH 8,5)

Proteinase K-Ldsung

Laird Buffer

NaCl

Aqua bidest. (pH 7,4),
60 min. autoklavieren

Paraformaldehyd-Pulver

Aqua bidest.

Mit NaOH kléaren
Phosphatpuffer aus
Lésung A

Losung B

NaCl

KCl
NazHPO4x2H20
Ponceau S
Trichloressigsaure

Aqua bidest.

Proteinase K

Aqua bidest.
NazHPO4x2H20-
Ldsung (0,5 M)
NaH2POa4-

Lésung (0,5M)
SDS-L6sung (10%)
Natriumfluorid

EDTA

TritonX-100

Aqua bidest. (pH 7,2)
60 min.

autoklavieren
Desoxycholat Lésung
Saccharose

PBS

Tris-Base

Glycin

10% SDS-L6sung
Aqua bidest. (pH 8,3)
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SDS-Transferpuffer

(1x)

SDS-Transferpuffer
(5x)

TAE Buffer (1x)
(Tris-Acetat-EDTA-
Buffer)

Tris-buffered Saline,

0,1% Tween20
Detergent (TBST)

Tris-HCI

Tris (pH 6,8)

Tris (pH 8,8)

Quenching Solution

(QS)

20% (w/v)

50 mM
0,21 M
0,8 M
10 mM

1mM

8,5 mM
1,7 mM
50 mM
0,1%

0,05 M

1M

15M

0,1M

Tabelle 10 Lésungen und Puffer

1.10 Mausstamme

Name

B6;129S6-Adgrl3tmisud/J

200 ml
200 ml
ad 11

15,4 g
18,549
144,2 g
ad 2|
121 mg
37,2 mg
ad 100 ml

2,689
0,449
584¢g
2ml
ad 2|

6,06 g
ad 11
30,29 g
ad 250 ml

45439

ad 250 ml

2,675¢
ad 500 ml

5x SDS-Transferpuf-
fer

Methanol

Aqua bidest.

Tris-HCI

Tris-Base

Glycin

Aqua bidest. (pH 8,3)
Tris

EDTA

Aqua bidest. (pH8)
60 min. autoklavieren
Tris-HCI

Tris-Base

NaCl

Tween20

Aqua bidest.

Tris

Aqua bidest, (pH 7,6)
Trizmabase

Aqua bidest, (mit
NaOH auf pH 6,8
titriert)

Trizmabase

Aqua bidest, (mit HCI
auf pH 8,8 titriert)
NH4Cl

PBS (pH 7,4)

Herkunft

Modifizierte Mauslinie mit Lphn3-kodie- Dr. Stephan
render Exonsequenz (Adgrl3) flankieren- Maxeiner,
der LoxP-Site mit gefolgter frt-Sequenz = Institut fur

zur HA-Tag Expression

Anatomie und
Zellbiologie,
Homburg
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B6;129S6-Adgrl2tmisud/]

Modifizierte Mauslinie mit heterologen
LoxP-Sites und frt-Sequenzen zur alterna-

Dr. Stephan
Maxeiner,

tiven Lphn2-Expression:

mVenus

Tabelle 11 Mausstamme

1.11 Verbrauchsmaterialien

Deckglaser (14x60mm) und Objekttrager
DEPEX mounting medium

dNTPs

Einbettungsférmchen
Einmalhandschuhe Nitril S

Eis

Eppendorf Tubes (1,5ml/ 2ml/ 5ml)
Filterpapier

Filtertips steril (0,1-10ul)

Filtertips steril (200pl/2000pl)
Klarsichtfolie/ Parafilm M

Midori Green Advance
Mikroschraubenréhrchen (2ml)
Mikrotiterplatte

Multititerplatte (6/12/96 well)
Papiertlicher

PAP-Pen Mini Liquid Repellent Slide Marker Pen
PCR Tubes

Probenleiter 50bp PCR

Probenleiter 100bp PCR

Probenleiter Precision Plus Protein All Blue Stan-
dards

Tissue Teck® O.C.T. Compound
Trockeneis

Tubes/ Falcons (15ml/50ml)
Western Blot Blottingpapier
Membran)

Western Blot Filterpapier

(Nitrocellulose

Tabelle 12 Verbrauchsmaterialien

GFP-Variante = Institut fur

Anatomie und
Zellbiologie,
Homburg

Carl Roth, Karlsruhe

VWR, Fontenay-sous-Bois, Frankreich
Thermo Scientific, Waltham, USA
Sakura, Torrence, USA

B. Braun, Melsungen

AF 100 Scotsman Flockeneisbereiter
Eppendorf, Hamburg

Merck, Darmstadt

Biosphere, Bertinoro, Italien
Eppendorf, Hamburg

Merck, Darmstadt

NIPPON Genetics EUROPE, Diiren
SARSTEDT, Niumbrecht

Bio-Rad, Miinchen

SARSTEDT, Nimbrecht

Tork (Essity), Mannheim

Science Services, Minchen
Greiner Bio One, Gremsmiinster
Zymo Research, Freiburg

Thermo Scientific, Waltham, USA
Bio-Rad, Miinchen

Sakura TineTek, Torrance, USA
Zentralmagazin, Uniklinikum des Saarlan-
des

Greiner Bio One, Gremsm{inster

Greiner Bio One, Gremsmiinster

Bio-Rad, Miinchen
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1.12 Gerate

Absaugeinheit LAB Laboport

CFX-Connect Real Time system

ChemiDoc XRS+ System with Image Lab

CO:2 Inkubator MCO-5AC (UV)
Fluoreszenzmikroskop Axiolmager M.2 mit Axio-
Cam 512 color

Hitzeblock

Homogenisator TissueRuptor

Kern PFB 3000-2 Waage

Kryostat CM 1950

Kugelmdihle Precellys

Lichtmikroskop CHK

Magnetriihrer IKAMAG® RET G

Mikrowelle

Mikrozentrifuge

Mikrozentrifuge accuspin Microl7

MiniProtean Tetra System

NanoDrop One

Schuttler ST 5, wippend

SubCell® GT Gelektrophoresekammer mit Power-
Pac Basic Supply

The Butterfly Rotor

Thermal Cycler T100

Tischkuhlzentrifuge 3-18 KS
Ultraschall-Homogenisator SonoPlus HD 2070
Vortexer RS-VA 10

VWR Orbital Shaker OS- 500

Wasserbad SWB 20

Tabelle 13 Gerate

Knf Neuberger, Freiburg

Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Minchen

Sanyo electronic, Moriguchi, Osaka
Zeiss, Oberkochen

Grant Instruments, Shepreth, England
Qiagen, Hilden

Kern, Balingen

Leica, Nussloch

Avantor, Rednor, Township, USA
Olympus, Hamburg

Kurt Migge, Heidelberg

Ok, Ingolstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Thermo Scientific, Waltham, USA
Bio-Rad, Miinchen

Thermo Scientific, Waltham, USA
Zipperer, Ballrechten-Dottingen
Bio-Rad, Miinchen

Carl Roth, Karlsruhe

Applied Biosystems, Foster City, USA
Sigma, Osterode

Bandelin electronic, Berlin

Phoenix Instruments, Garbsem
Marshall Scientific, Hampton, USA
Preiss-Daimler Medingen
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2 Methodik

2.1 Tierisches Gewebe

In dieser Arbeit wurden unterschiedliche Gewebebestandteile der M&use flr verschie-
dene Untersuchungen herangezogen. Im Folgenden wird die Gewinnung, die Aufarbei-
tung und die Darstellung dieser genauer aufgezeigt. Im Verlauf ist es wichtig, bei der
Verarbeitung des Gewebes durch z.B. ordnungsgeméal3e Lagerung auf Eis darauf zu
achten, dass dieses vor dem Einfluss von nattirlich vorkommenden gewebeangreifenden
Enzymen geschutzt ist und somit deren Abbau bzw. Zerstérung verhindert wird. Aul3er-
dem ist es von groRer Bedeutung hygienisch und unter gré3tmaoglicher Sorgfalt und Sau-

berkeit zu arbeiten, um Kontaminationen méglichst zu vermeiden.

2.1.1 Vorbereitung der Organentnahme

Um tierisches Gewebe (Mausgewebe) untersuchen zu kdénnen, mussen hierfir die
Mé&use getotet werden. Unter Einhaltung der im Tierschutz Seminar (Veranstaltung der
Tierschutzbeauftragten Fr. Dr. Frings) erlernten rechtlichen Grundlagen und Fahigkei-
ten, wurden in dieser Versuchsreihe die Mause unter dem Gesichtspunkt der Euthanasie
durch die Inhalationsmethode von Narkosegas getotet. Hier fand das Narkosegas Iso-
fluran Anwendung. Hierfur wurde die Maus unter mdglichst geringen Stressbedingungen
in ein daflir vorgesehenes Behaltnis gesetzt. In diesem ist vorher ein in Isofluran ge-
trankter Tupfer unter ein Trittgitter gelegt worden, sodass kein direkter Kontakt der Maus
zu diesem bestand. Dieses Verfahren wurde unter dem Abzug durchgefiihrt. Die Maus
wird in dem verschlossenen Behdltnis somit zuerst narkotisiert und verstirbt schlieflich
durch eine Uberdosierung des Narkosegases.

Nachdem der sichere Tod der Maus festgestellt wurde, wird die Maus auf einer Unterlage

fixiert.

Seite 39



Methodik

2.1.2 Direkte Praparation und Gewebeentnahme

(far die folgende RNA- und Proteinanalyse)

Unmittelbar im Anschluss beginnt die Praparation zur Entnahme des tierischen Gewe-
bes, um die Zerstérung bzw. den Abbau der Zellen und des Gewebes minimal zu halten.
Hierzu wird der Thorax der Maus eréffnet und die Thoraxwand nach kranial geklappt und
gof. fixiert. Als nachstes wird das Mediastinum freiprapariert, die Trachea zusammen mit
der Lunge dargestellt und anschlieRend entnommen. Das entnommene Gewebe wird in

einer Petrischale, welches mit 1x PBS gefillt ist, grob von Blut gesdubert.

2.1.3 Perfusion und Gewebefixierung
(far die folgende IHC und IF)

Fir die Immunhistochemie und die Immunfluoreszenz wird das tierische Gewebe nach
dem Versterben der Maus direkt perfundiert. Die Fixierung ist entscheidend, um den
Abbau von Antigenen, Zellen und Gewebe zu verhindern. Hierfir wird der Thorax der
Maus ebenfalls erdffnet, die Thoraxwand nach kranial geklappt und fixiert. Zunachst wird
das Herz der Maus freiprapariert, das Perikard erdffnet und eine Inzision an der Spitze
des linken Ventrikels durchgefiihrt. Durch diese werden 300 pl Heparin 50001E/ml gege-
ben und zur Druckentlastung das rechte Herzohr oder der rechte Vorhof, alternativ auch
die Vena cava superior, eréffnet. Es folgt nun eine Spulung des Gewebes Uber den sich
im linken Ventrikel befindenden Schlauchsystems (Butterfly) mit 19 ml 1x PBS. Die an-
schlieRende Fixierung erfolgt mit 50 ml einer 4%igen Paraformaldehyd (PFA) -Losung.

Entnahme des fixierten Gewebes

Nach erfolgter Fixierung kénnen nun die Lunge, die Trachea und das Herz prapariert
werden. Die Trachea wird zur Fixierung an einem Faden aufgehangt und oberhalb ab-
getrennt, sodass das Herz-Lungen-Paket, im Folgendem auch als ,Thorax-Paket* be-
zeichnet, nach dem Durchtrennen der umliegenden Strukturen, herausgenommen wer-
den kann. Nach der Entnahme wird das Thorax-Paket in einem 50 ml Sammelgefaf in
4%iger PFA-LOsung bei 4°C im Kihlschrank gelagert.

Nach 24 Stunden wird das Thorax-Paket aus der PFA-L6sung entnommen und in einer

frisch angesetzten 16%igen Saccharose-Lésung in PBS im Kihlschrank (4°C) gelagert.
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Einbettung des fixierten tierischen Gewebes

Nach der Entnahme der fixierten Gewebe erfolgt die Einbettung. Dies geschieht mit Hilfe
eines gefriergeschitztem Einbettungsmediums — dem TissueTek (Sakura® TineTek,
Torrance, USA). Dieses wird in spezielle Einbettungsférmchen gefillt, die Gewebe je
nach gewilnschtem Anschnitt darin platziert und mit TissueTek wieder Uberdeckt. An-
schlieRend wird das Formchen in mit flussigem Stickstoff heruntergektihltem Isopentan
schockgefroren und ca. 30 Sekunden darin belassen.

Danach wird der TissueTek/Gewebe-Block vorsichtig aus dem Formchen herausgelést,
mit etwas TissueTek auf Filterpapier aufgeklebt und beschriftet und kann anschlielRend
bei -80°C bis zur Verwendung gelagert werden.

2.1.4 Gewebeaufarbeitung

Kryoschnitte

Fur die histologischen Untersuchungen, also beispielsweise die Immunhistochemie oder
Immunfluoreszenz der Thorax-Pakete, wurden diese im Kryostaten (-20°C Umgebungs-
und Messertemperatur, -22°C Schneideblocktemperatur) in verschiedenen Anschnitten
auf eine Dicke von 10 pum zugeschnitten und auf Objekttrager tberfuhrt. Diese wurden
dann bei Raumluft getrocknet oder, falls nicht direkt verwendet, bei -25°C gelagert.

2.2 Genotypisierung — DNA-Analyse

2.2.1 Isolierung und Aufarbeitung der DNA

Um die Genotypen der Mause bestimmen zu kénnen, muss man die DNA dieser Mause
isolieren. Dies geschieht, in dem im ersten Schritt Gewebebiopsien (Ohrstanzen) der

Mause entnommen werden. Nun folgt die Aufarbeitung dieser.
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Man Uberfiihrt diese in ein Reaktionsgefald und gibt 400 ul Laird-Puffer sowie 5 ul Pro-
teinase K (20 mg/ml) hinzu, sodass das Gewebe aufgeschlossen wird und die Nuklein-
sauren freigesetzt werden. Dazu wird die Probe Uber Nacht im Wasserbad bei 55°C in-
kubiert.

Am nachsten Tag wird die Probe 5 Minuten bei Raumtemperatur (13.000 rpm) zentrifu-
giert und der Uberstand in ein neues Eppendorfgefal dekantiert. Das Pellet aus Zell-
trimmern wird verworfen. AnschlieRend fligt man 400 ul 2-Propanol hinzu, welches nach
grundlichem Schiitteln des Gefalies zur Préazipitation der DNA fuhrt.

Es folgt eine weitere Zentrifugation (10 Minuten, 13.000 rpm, bei 4°C). Der Uberstand
kann nun verworfen werden. Des Weiteren werden 400 pl 70% Ethanol zum Waschen
der DNA hinzugegeben und die Probe wird erneut fir 10 Minuten (13.000 rpm, bei 4°C)
zentrifugiert. Der Uberstand wird erneut verworfen und die Probe wird fiir ca. 30 Minuten
angetrocknet. Nun werden 200 pl H,O-DEPC zum DNA-Prazipitat hinzugegeben, und
das Reaktionsgefald im Hitzeblock bei 65°C fir 10 Minuten inkubiert, wodurch die DNA
geltst und DNAsen deaktiviert werden. Die DNA-Probe kann nun bis zur weiteren Ver-

arbeitung im Kihlschrank bei 4°C gelagert werden.

2.2.2 Analyse der DNA — Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist ein molekularbiologisches enzymabhéangiges Verfah-
ren zur Amplifizierung bestimmter Gensequenzen. Dieses Verfahren wird hier verwen-
det, um die Allel-Kombination der Maus zu bestimmen, also um differenzieren zu kon-
nen, ob es sich um eine Wildtyp-Maus oder eine genetisch modifizierte Maus handelt.
Bei der PCR kommt es zur Verwendung von hitzestabilen DNA-Polymerasen, die in je-
dem Zyklus der PCR einem Temperaturanstieg auf 95°C standhalten miissen — den so-
genannten Taq-Polymerasen, die aus dem thermophilen Bakterienstamm Thermus
aguaticus gewonnen werden. Zusatzlich zu den DNA-Polymerasen werden zwei Oligo-
nukleotide (Oligoprimer bzw. Startermolekiile) verwendet, die je zu einem DNA-Einzel-
strangabschnitt gegenlaufig komplementar sind.

Neben der DNA-Tag-Polymerase und den Oligonukleotid-Primern werden als Reakti-
onsansatz mehrere Reagenzien zu einem '‘Mastermix' angesetzt, die im Voraus zusam-
men pipettiert werden (Tabelle 14). Hinzugefugt werden: doppelt destilliertes Wasser,
10x Puffer - zur Schaffung einer optimalen Reaktionsumgebung; MgCl,, welches die
Desoxynukleosidtriphosphate (ANTP's) durch I6sliche Komplexbildung in Raumstruktur
zum Einbau in den DNA-Doppelstrang bringt; Rinderserumalbumin (BSA), Betaine,
Dimethylsulfoxid (DMSO), dNTP's (Desoxynukleosidtriphosphate).
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Reagenz Konzentration Menge (ul)
Nuklease freies Wasser N/A 12,82
PCR Puffer 10x 2,5
MgClz 25 mM 1,5
Rinderserumalbumin 10 mg/ml 0,25
Betaine 5M 5
Dimethylsulfoxid 100% 0,83
dNTPs 25 mM 0,2
Oligonukleotid-Startermolekil 1 | 100 uM 0,2
Oligonukleotid-Startermolekil 2 = 100 uM 0,2
Tag-DNA-Polymerase N/A 0,5

Tabelle 14 Einfacher Reaktionsansatz fir die PCR

Es wird je 1 pul DNA (Template) zu 24 pl Mastermix hinzugegeben und in PCR Reaktions-

gefal3e Uberfuhrt.

Die PCR erfolgt in drei sich zyklisch wiederholenden temperaturabhangigen Reaktions-

schritten in einem automatisierten Thermostaten (T100 Thermocycler von Bio-Rad), die

wie folgt eingestellt wurden:

1. Die Denaturierung zur Auftrennung des DNA-Doppelstranges bei einer
Temperatur von 95°C fur 5 Minuten und in den weiteren Zyklusschritten fur 30
Sekunden.

2. Das Primer-Annealing zum Anheften der Oligonukleotide (DNA-Primer) an
komplementaren DNA-Einzelstrang bei Absinken der Temperatur auf
standardméanig 59°C fur 30 Sekunden.

3. Die Elongation zur Verlangerung durch dNTP-Anlagerung an das 3' Ende des
komplementaren DNA-Einzelstrangs mittels der Tag-Polymerase, sodass ein
DNA-Doppelstrang entsteht. Dieser Reaktionsschritt findet bei einer Temperatur
von 72°C flr 45 Sekunden statt.

Diese Reaktionsschritte werden 39-mal wiederholt, sodass es zu einer exponentiellen
Zunahme der Amplifikate (DNA-PCR-Produkte) kommit.
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2.2.3 Visualisierung — Agarosegelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist ein Verfahren, mit Hilfe dessen man DNA-Fragmente
in einem elektrischen Feld anhand ihrer Molekiilmasse auftrennen kann. Damit die auf-
getrennten DNA-Fragmente, und damit deren Banden auf dem Agarose-Gel sichtbar
werden, mussen diese mittels eines fluoreszierenden Farbstoffes angeféarbt werden. Zu-
nachst wird das Agarose-Gel vorbereitet, dessen Konzentration je nach erwarteter DNA-
Amplifikationsproduktgré3e variiert und dementsprechend angepasst werden muss. In
diesen Versuchen wird ein 1%-iges Agarose-Gel verwendet, es kommen somit 2 g Aga-
rose auf 200 ml TAE-Puffer. Das Gemisch wird kurz aufgekocht und anschliel3end wer-
den 10 pl Midori-Green (NIPPON Genetics EUROPE, Diiren) hinzu pipettiert. Danach
wird das Gel in eine Form mit der entsprechenden Anzahl an Probenkammen in die
Gelelektrophoresekammer gegossen.

Nach Aushartung des Gels werden zu den amplifizierten DNA-Proben je 5 pl Orange G
Ladepuffer (Sigma Aldrich, Steinheim) hinzu pipettiert und anschlieend 25 pul der ge-
samten Probe in eine Geltasche eingebracht. Vorher wird jedoch die gesamte Gelelekt-
rophoresekammer mit TAE-Puffer aufgefiillt. Neben den Proben kommen 25 pl einer
Negativkontrolle (aus 24 pl Reaktionsansatz + 1 pl H,O bidest. + 5 pl Orange G Lade-
puffer) und 10 pl eines DNA-Basenpaarleiters hinzu. Dieser entspricht einem Gemisch
aus DNA-Fragmenten definierter GroRRe: z.B. 100 Basenpaare. Die Gelelektrophorese-
kammer wird nun geschlossen und zur Erzeugung eines elektrischen Feldes nun eine
Spannung angelegt. Die DNA-Fragmente wandern aufgrund ihrer negativen Ladung zur
Anode, die Laufgeschwindigkeit ist hier von der Grof3e der DNA-Fragmente abhangig.
Nach erfolgter Auftrennung wird das Gel entnommen und die DNA-Fragmente kdnnen
mittels eines Chemiefluoreszenzdetektionssystems (Chemi Doc XRS+ System) und UV-

Licht durch die Midori-Green Emissionen sichtbar gemacht werden.

2.3 Nachweis der Transkriptmengen — RNA-Analyse

2.3.1 Isolierung und Aufarbeitung der RNA

Zur Analyse der Genexpression und somit zum Nachweis von Transkriptionsprodukten
im Gewebe wird nun die RNA, a@hnlich zur DNA-Analyse, isoliert, aufgearbeitet und im

Anschluss nachgewiesen.
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Nachdem das Gewebe wie in Kapitel 2.1.2 beschrieben prapariert wurde, werden die
Anteile ,Margo®, ,Trachea“ und ,Rest* (siehe Kapitel 3.2.1) jeweils in ein 15 ml Reakti-
onsgefall mit 1 ml TRIzol® (TRI) pro 0,1 g Gewebe gegeben.

Dieses unterstitzt die Zelllyse, sodass RNA aus den Zellen freigesetzt wird und gleich-
zeitig aber auch RNAsen inaktiviert werden, welche die RNA zerstéren wirden. An-
schlieBend werden die Proben mit Hilfe des , Tissue Ruptors® (Qiagen, Hilden) mecha-
nisch homogenisiert. Um Verschleppung von Zellmaterial der einzelnen Proben unterei-
nander und generelle Kontaminationen zu vermeiden, wird der Tissue Ruptor zwischen
den Homogenisierungen jeweils in drei aufeinanderfolgenden Waschschritten in H,O-
DEPC gereinigt.

Nun werden die homogenisierten Proben mit einem zuvor bestimmten Volumen (hier:
500 pl) in ein neues Eppendorfgefal umgefillt und erneut 400 pl TRIzol® hinzugegeben,
sodass das Gesamtvolumen nun 900 ul betragt. Nach einminltiger Zentrifugation
(13000 rpm, bei RT) wird der Uberstand des Zelltrimmer-TRIzol®-Gemisches abpipet-
tiert und zur Aufreinigung der Nukleinséduren im 1:1 Verhaltnis mit 100% Ethanol versetzt.
Als nachstes wird das Saulenmatrixsystem aus dem Direct-zol® RNA Miniprep Plus Kit
(Zymo-Research) aufgebaut und die RNA anhand des ,Quick Protocols’ weiter aufgear-
beitet. Die RNA-Isolierung beruht hier auf dem Prinzip der Affinitditschromatographie. Die
RNA wird hierbei spezifisch von der Saulenmatrix gebunden und somit aufgereinigt.
Hierzu wird die S&ulenmatrix mit maximal 700 ul des Gemisches beladen, kurz zentrifu-
giert und die Flussigkeit nach der Zentrifugation anschlielRend verworfen. Dieser Schritt
wird so lange wiederholt, bis die gesamte Probenmenge Uber die Sdule zentrifugiert
wurde.

Im nachsten Schritt werden 400 ul ,RNA-Wash Buffer” hinzugegeben und die Saule er-
neut kurz zentrifugiert. Die FlUssigkeit wird verworfen und es werden je 80 ul ,DNAse-
Treatment” (aus 5 pl DNAse und 75 pl Verdauungspuffer) hinzugefigt und bei Raum-
temperatur auf der Saule inkubiert. Nach 15 Minuten werden 400 pl ,RNA-Pre Wash
Buffer auf die Saule gegeben und kurz zentrifugiert, die Flissigkeit wird anschlie3end
wieder verworfen. Dieser Schritt wird noch einmal wiederholt. Nun werden 700pul ,RNA-
Wash Buffer auf die Saule gegeben und anschlief3end fir 2 Minuten zentrifugiert. Diese
Vorgange sorgen daflir, dass die RNA durch die Reagenzien von anderen Bestandteilen
in der S&aule abgetrennt, angereichert und aufgereinigt wird. Die Sdule wird nun auf ein
neues RNAse-/ DNAse-freies Eppendorfgefal gesetzt und sofort mit 100 pl RNAse-/
DNAse-freiem Wasser beladen und zentrifugiert. Die RNA wird so von der Sdulenmatrix

geldst und befindet sich nun in der eluierten Flissigkeit.
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Im Anschluss daran wird die RNA-Konzentration mit Hilfe eines NanoDrops (Thermo
Scientific) gemessen. Anhand der bestimmten Konzentrationen kénnen die RNA-LOsun-
gen nun auf eine festgelegte Konzentration eingestellt werden, um ein einheitliches Wei-
terarbeiten zu gewahrleisten. Die Proben werden durch das Hinzufligen einer errechne-

ten Menge H,O bidest. im Verhaltnis 100 ng/pl in ein neues Reaktionsgefald verdinnt.

2.3.2 Analyse und Visualisierung der Transkriptmengen-—
RT-gPCR

Die RT-gPCR (engl.: RealTime — quantitative polymerase-Chainreaction) ist wie die PCR
(Kapitel 2.2.2) eine Vervielfaltigungsmethode fiir Nukleinsauren, die auch auf dem Prin-
Zip dieser beruht, jedoch gleichzeitig die Quantifizierung der Nukleinsdauren moglich
macht. Es liegt hier eine Kombination von PCR-Amplifikation und PCR-Nachweis vor
und bedarf somit keiner Gelelektrophorese. Der Fortschritt der PCR kann hier in Echtzeit
beobachtet werden, da ein chemischer Nachweis der Amplifikationsprodukte wéahrend
den PCR-Zyklen mittels Fluoreszenz stattfindet. Hierfir kommen fluoreszierende Farb-
stoffe zum Einsatz, welche wahrend der Amplifikation, also bei Anlagerung der Oligo-
nukleotide freigesetzt werden. Die Zunahme der Fluoreszenzintensitat verhalt sich pro-
portional zu der Zunahme der PCR-Amplifikationsprodukte, die wahrend den PCR-
Zyklen gemessen wird. Damit in diesen Versuchen RNA quantifiziert werden kann, muss
diese vorher mit Hilfe einer Reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben werden,
welche dann im Anschluss amplifiziert und detektiert werden kann. Fur die RNA-Analyse
wird &hnlich der PCR zur DNA-Analyse zuerst ein ,MasterMix“ angefertigt, der in ein-
fachem Reaktionsansatz entsprechend Tabelle 15 zusammen pipettiert wird. Hierflr
wurde das Luna® Universal One-Step RT-gPCR-KIT von New England Biologicals

verwendet.

Seite 46



Methodik

Reagenz Konzentration Menge (ul)
Nuklease freies Wasser N/A 6

Luna® Universal One-Step @ 2x 10
Reaction-Mix (PCR-Mix)

Luna® Universal warm start® 20x 1
RT-Enzyme-Mix (Enzym-Mix)

Assayl (Lphn 1/2/3 Assay - 20x 1

FAM), IDT

Assay2 (Actin-b Assay - 20x 1

HEX), IDT

Tabelle 15 Einfacher Reaktionsansatz fiir die RT-gPCR

Der Luna® Universal warmstart® RT-Enzyme-Mix enthalt unter anderem die Reverse
Transkriptase und RNAse-Inhibitoren, die den Abbau der RNA verhindern sollen. Die
optimale Reaktionstemperatur flr die Reverse Transkriptase liegt bei 55°C. Bei dieser
wird die Reverse Transkriptase aktiviert und die vorhandene RNA kann nun in cDNA
umgeschrieben werden. Der Luna® Universal One-Step Reaction-Mix beinhaltet die
DNA-Polymerase, dNTPs und verschiedene Pufferkomponenten.

Der fluoreszierende Farbstoff, der wahrend der RT-gPCR detektiert werden kann, ist im
jeweiligem Reaktions-Assay enthalten.

In diesem Reaktionsansatz wird der Actin-b-Assay (HEX) als Referenz zu dem zu tes-
tenden Latrophilin (1/2/3) -Assay (FAM) verwendet. Der Mastermix wird nach dem Vor-
texen kurz anzentrifugiert und dann mit 19 pl in die 96-Well-Mikrotiterplatte pipettiert.
Anschlielend wird dem Mastermix in der 96-Well-Mikrotiterplatte je 1 ul der zu testenden
RNA-Probe hinzugefligt, wobei hier jede Probe als Triplett aufgetragen wird, um fur die
Auswertung einen statistisch signifikanten Mittelwert bilden zu kénnen. Zur Messung
wird die Platte in das ,CFX-Connect Real-Time System* gestellt und die PCR-Zyklen mit
Hilfe des Programms ,Bio-Rad Manager* eingestellt (Tabelle 16).

Temperatur Zeit Funktion
1. 55°C 10 Minuten Reverse Transkription
2. 95°C 1 Minute Anféangliche Denaturierung
3. 95°C 10 Sekunden Denaturierung
4, 60°C 30 Sekunden Amplifikation

Tabelle 16 RT-qPCR Zyklus mit den einzelnen Reaktionsschritten
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Nachdem die Schritte 1 und 2 einmal durchgelaufen wurden, wiederholen sich die letzten
zwei Zyklen 40-mal. Nach jedem Zyklus erfolgt eine Quantifizierung der Amplifikations-
produkte, indem der Proben-basierte Assay zur Fluoreszenz angeregt und detektiert
wird. Mit Hilfe der Fluoreszenzintensitat kann man die in den Proben enthaltende RNA

quantitativ in Echtzeit graphisch erfassen.

2.4 Proteinnachweis

2.4.1 Isolierung und Aufarbeitung der Proteine

Um die Proteine im Folgenden untersuchen zu kénnen, missen diese vorerst aus den
praparierten Geweben aufarbeitet werden. Nachdem das Gewebe wie in Kapitel 2.1.2.
beschrieben fiir die Proteinanalyse prapariert wurde, wird dieses zuerst in ein Reakti-
onsgefall mit einem Schraubverschluss gegeben und abgewogen, um dessen Masse zu
bestimmen. Hiernach richtet sich die Zugabe der Pufferlésung. Pro 0,1 g erfolgt eine
Zugabe von 1 ml Puffer-Mix. Dieser besteht aus dem Proteinaseinhibitor-Mix [1 Tablette
a 50 mg cOmplete mini EDTA-free in 1 ml Aqua (entspricht einem Verhaltnis von 1:50)]
und RIPA-Puffer im Verhaltnis 1:25, damit die Proteine vor dem Abbau durch Proteina-
sen geschiitzt sind und unter optimalen Reaktionsbedingungen weiterverarbeitet werden
koénnen.

Aus diesem Grund werden die Proben wahrend des gesamten Vorganges ebenfalls auf
Eis gelagert. Anschlieend werden 2 Metallkligelchen hinzugegeben und das Gewebe
in der Kugelmuhle (fir zweimal 20 Sekunden) fragmentiert. Die Proben wurden im An-
schluss daran fiir 2 Stunden auf einer Wippe auf Eis gelagert. Nach der mechanischen
Fragmentation wird das Gewebe mit einer Pipette in ein weiteres Reaktionsgefafd ber-
fuhrt, jeweils 10 Sekunden lang sonifiziert und 10 Minuten lang bei 4°C zentrifugiert
(13000 rpm). Danach wird der klare Uberstand Iéslicher Proteine in ein neues Reakti-
onsgefald Uberfihrt und das Pallet verworfen.

Falls diese nicht unmittelbar verwendet werden, werden die Proben bei -80°C gelagert.
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2.4.2 Analyse und Visualisierung der Proteine — mittels Western

Blot-Untersuchung

Der Western Blot ist ein Verfahren zum Nachweis von Proteinen, die vorher nach ihrer

Molekilmasse in einem elektrischen Feld aufgetrennt worden sind.

Bestimmung der Proteinkonzentration — Standardisierung

Zur weiteren Vorgehensweise wird nun die Proteinkonzentration in dem Lysat bestimmt.
Die Messung und Standardisierung geschieht im Folgendem mit Hilfe des BCA™ Protein
Assay-KITs (Thermo Scientific Pierce Biotechnology). Der BCA-Protein Assay ist ein
Verfahren zur Proteinquantifizierung unter Verwendung der Bicinchoninsdure und ba-
siert auf der Biuret-Reaktion. Zweiwertige Kupferionen werden durch Bildungen an das
Protein zu einem einwertigen Kupferion reduziert, diese bilden durch die Anwesenheit
der Bicinchoninséure mit dieser einen blau-violetten Farbkomplex, der spater detektiert
wird.

Als nachstes wird eine Standardvorverdiinnungsreihe mit bekannten Konzentrationen in
eine 96-Well Multititerplatte mit je 25 pl pro Well pipettiert.

Die Auftragung der Losungen erfolgt immer als Duplett. Nun werden Verdiinnungsreihen
der Proben angefertigt. Je eine 1:5 Verdiinnung (20 pl der Probe zu 80 ul RIPA-Puffer)
und anschlieRend eine 1:25 Verdinnung (20 pl der 1.5 Verdinnung auf 80 ul RIPA-
Puffer). Diese werden ebenfalls als Duplett mit 25 pl je Well in die Multititerplatte pipet-
tiert. AnschlieBend wird in jedes besetzte Well der Multititerplatte 200 pl des BCA-Mixes
(1:50 CuS0O. /BCA) hinzu pipettiert, welche daraufhin 30 Minuten lang bei 37°C inkubiert
wird. Nach erfolgter Inkubation wird die Extinktion bei 562 nm im Spektrophotometer
gemessen und die Konzentrationen der Proben, die sich hieraus ableiten lassen, zusam-
mengestellt.

Nachdem die Konzentrationen der Proteine in den Proben anhand der Extinktionswerte
berechnet wurden, fligt man diesen dementsprechend 6x SDS-Ladepuffer und RIPA-
Puffer-ldsung hinzu, um zu gewéhrleisten, dass jede Probe eine einheitliche Konzentra-
tion an Proteinen besitzt. Die Proteinproben sind also nun standardisiert. Der SDS-La-
depuffer begunstigt die Auffaltung der Proteine und sorgt fir die Negativierung der Ge-
samtladung. Dem wurde aulerdem Bromphenolblau als Farbstoff hinzugesetzt, um das

Fortlaufen der Proteine wahrend der Gelelektrophorese beobachten zu kénnen.
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Auftrennung der Proteine — SDS-Page

Die SDS-Page (engl.: sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gelelectrophoresis) ist eine
Variante der Proteinauftrennung nach ihrer Molekilmasse, die im Folgendem Anwen-
dung findet. Fir die SDS-Page werden zuerst die Polyacrylamid-Gele gegossen, die als
Tragermatrix fungieren. Diese bestehen aus einer Phase Trenngel und einer Phase
Sammelgel, wobei hier zunéchst das Trenngel (in den folgenden Versuchen: 10%ig)
vorbereitet und gegossen wird. Die Komponenten werden wie in Tabelle 17 zu sehen
zusammengegeben. Nach Mdglichkeit werden APS und TEMED zum Schluss hinzuge-
flgt, da es durch diese Reagenzien zum Start der Reaktion kommt. Anschliel3end wird
das Trenngel in die Apparatur gegossen, und sofort mit Ethanol Uberschichtet. Das
Trenngel wird zur Polymerisation ungeféhr 30-40 Minuten stehen gelassen.

Als nachstes wird das Sammelgel (Tabelle 18) vorbereitet, das Ethanol verworfen und
das Sammelgel auf das Trenngel gegossen. Direkt im Anschluss werden die Kdmme
schrag in das Sammelgel eingefiihrt, die zur spateren Ausformung von Geltaschen

dienen. Das Gel wird nun wieder 30 Minuten zur Polymerisation stehen gelassen.

Trenngel 7% 10% 12% 15%

H20 bidest. 15,3 ml 12,3 ml 10,2 ml 7,20 ml
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 7,50 ml 7,50 ml 7,50 ml 7,50 ml
10% SDS 0,30 ml 0,30 ml 0,30 ml 0,30 ml
Acrylamide 30% 9,90 ml 9,90 ml 12,0 mi 15,0 mi
10% APS 0,15 ml 0,15 ml 0,15 ml 0,15 ml
TEMED 0,02 ml 0,02 ml 0,02 ml 0,02 ml

Tabelle 17 Zusammensetzung des Trenngels fiir den Western Blot

Sammelgel 2 Gele 4 Gele 6 Gele 8 Gele
H20 bidest. 3,075 ml 6,15 ml 9,225 ml 13,3 ml
0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) ' 1,250 ml 2,50 ml 3,750 ml 5,00 ml
10% SDS 0,050 ml 0,10 ml 0,150 ml 0,20 ml
Acrylamide 30% 0,670 ml 1,34 ml 2,010 ml 2,68 ml
10% APS 0,025 mi 0,05 ml 0,075 ml 0,10 ml
TEMED 0,005 mi 0,01 ml 0,015 mi 0,02 ml

Tabelle 18 Zusammensetzung des Sammelgels fur den Western Blot

Nun wird die Elektrophorese Kammer aufgebaut, die Gele in die Apparatur der Elektro-
phorese Kammer gestellt und die zentrale Kammer mit dem 1x SDS-Laufpuffer befllt.
AnschlieRend werden die Kdmme vorsichtig und gerade aus dem Gel herausgezogen
und die Proteinproben zu je 25 ul in die Taschen beladen. Allem voran wird der Precision

Plus Protein Standards All Blue Marker (Bio-Rad) mit 5 pl als Probenleiter aufgetragen.
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Die Kammer wird nun geschlossen und bei konstant 80 mA fir 100 Minuten angeschal-
tet, sodass die Proteine im elektrischen Feld nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt

werden.

Blotting — Transfer der Proteine auf eine Nitrocellulose Membran

Nach der Proteinauftrennung in dem SDS-Polyacrylamidgel werden die Proteine auf
eine Nitrocellulosemembran Ubertragen, also ,geblottet®. Dafiir wird ein senkrecht zum
Polyacrylamid-Gel gerichtetes elektrisches Feld angelegt, wodurch die sich im Gel be-
findlichen negativ geladenen Proteine in Richtung der Anode bewegen und somit auf
eine Membran ubertragen werden.

Hierfur wird die Blottingkammer vorbereitet und mit 1x SDS-Transferpuffer beflllt. Das
Gel wird nun aus der Elektrophoresekammer herausgenommen, vorsichtig aus den zwei
Glasplatten herausgel6st und anschlieBend die Sammelschicht des Gels entfernt. In ei-
ner Wanne geflllt mit 1x SDS-Transferpuffer werden die ,Blottingsandwiches“ zusam-
mengebaut. Hier erfolgt eine Schichtung von Schwamm, Filterpapier, der Blottingmemb-
ran, dem Polyacrylamidgel, erneut einer weil3en Filtermembran und einem weiteren
Schwamm. Dem aufliegenden Filterpapier wird vorsichtig die Luft herausgestrichen, be-
vor der zweite Schwamm folgt, um einen optimalen Transfer der Proteine zu gewahrleis-
ten. Wahrend des gesamten Vorgangs sollte darauf geachtet werden, dass die einzelnen
Bestandteile des Sandwiches in 1x SDS-Transferpuffer getaucht sind.

Die ,Sandwiches" werden in die Apparatur eingespannt und in die Blottingkammer ge-
stellt, sodass die Proteine von dem Polyacrylamidgel auf die Membran tbertragen wer-
den kdnnen. Es werden auRerdem zur Gewahrleistung einer konstanten Temperatur ein
Ruhrfisch und ein Kihlpack in die Blottingkammer gelegt, da durch das Blotten in der
Kammer Warme entsteht.

Die Kammer wird auf den Magnetrihrer gestellt. Bei konstant 250 mA fur 2 Stunden
findet der Transfer der Proteine auf die Membran statt.

Die Proteine werden nun von dem Polyacrylamidgel auf die Nitrocellulosemembran
Ubertragen. Zum Nachweis einer erfolgreichen Gelelektrophorese kdnnen die Gele im
Anschluss an den Transfer in einer Coomassie-Blau Farbeldsung eingefarbt werden.
Zur Etablierung der optimalen Gelektrophoresezeit konnen diese auch schon vorher di-
rekt nach der Gelelektrophorese eingefarbt werden, um die optimale Auftrennungszeit

der Proteine im Gel zu bestimmen.
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Visualisierung — Immunreaktion der Proteine

Nach ca. 2 Stunden kdnnen die Membranen vorsichtig aus der Apparatur entnommen
werden und in einem Schélchen fiir ca. 30-60 Sekunden in eine Ponceau-Losung gefarbt
werden, sodass die Banden auf der Membran sichtbar gemacht werden kdnnen. An-
schlieend wird die Membran vorsichtig unter Leitungswasser ausgewaschen.

Es erfolgt nun die Immunreaktion der Proteine, um diese sichtbar machen zu kdnnen.
Hierflr wird die Membran fir eine Stunde in 5%-iger Milchpulverldsung inkubiert, um
unspezifische Bindungsstellen auf der Membran abzusattigen.

Anschlielend werden die Membranen in einer Folie zusammen mit dem in der Blockie-
rungslésung verdinnten primaren Antikorper, der spezifisch gegen das Protein gerichtet
ist, eingeschweil3t und tber Nacht im 4°C Kuihlschrank, oder auf dem Schiittler auf Eis,
inkubiert.

Am néachsten Tag erfolgt dann ein dreimaliger Waschschritt in TBST fur jeweils 10 Minu-
ten auf dem Schiittler, um eine gleichmafRige Waschung zu gewahrleisten. Danach wird
die Membran in einem Schéalchen zusammen mit dem sekundaren Antikdrper, ebenfalls
verdiunnt in 5%-iger Milchpulverlésung, fiir eine Stunde auf dem Schiittler inkubiert. An-
schliel3end erfolgt erneut ein dreimaliger Waschschritt in TBST. Nun wird die Membran
mit der Chemiluminiszenzlésung fiir 5 Minuten unter Lichtabschluss in einer Klarsichtfo-
lie inkubiert. Die Chemiluminiszenzldsung setzt sich im Verhdltnis 1:1 aus der Super
Signal West Pico Peroxidase Solution und Super Signal West Pico Plus Luminal Enhan-
cer Solution zusammen, wobei dann jeweils 2 ml der Lésung auf die Membran aufgetra-
gen werden. Die Proteinbanden und die Markerbanden kénnen nun mittels des Chemi-
luminiszenzdetektionssystems (Chemi Doc XRS+ System) sichtbar gemacht und doku-

mentiert werden.
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2.5 Histologische Untersuchungen

2.5.1 Hamatoxylin-Eosin Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin Farbung (kurz: HE-Féarbung) ist eine Routinefarbung in der his-
tologischen Praxis, um verschiedene Gewebestrukturen durch Anfarbung unterscheiden
zu kénnen. Fur diese Farbung werden im Folgenden Hamatoxylin nach Ehrlich oder
Hamalaun nach Meyer und 0,1%-iges Eosin mit 2 Tropfen hinzugeflgtem Eisessig ver-
wendet.

Das Hamatoxylin und das Eosin werden vor Gebrauch filtriert und in Glasschalen tber-
fuhrt. Die gesamte Farbung findet unter dem Abzug statt. Die Objekttrager mit den Kry-
oschnitten werden in eine Schaukel gelegt und gemaf dem Protokoll in die verschiede-
nen Glasschalen uberfuhrt.

Zu Beginn Uberfiihrt man die Glasschaukel 9 Minuten lang in eine Glasschale gefullt mit
der Hamalaun-L8sung nach Meyer. AnschlieRend spult man die Schnitte kurz in H,O
bidest., um Uberschiissige Farbe zu entfernen. Nun werden diese 10 Minuten lang unter
flieRendem Leitungswasser in einer weiteren Glasschale geblaut. Nach erneutem kurzen
waschen in einer Schale mit H,O bidest., werden die Schnitte in der Schaukel 45 Se-
kunden lang in 0,1%-iges Eosin tberfuhrt. Hierbei wurden erst kurz vorher 2 Tropfen des
99%igen Eisessigs hinzugegeben. Nun werden die Schnitte fur je 2 Minuten in die auf-
steigende Alkoholreihe Uberfihrt:

Man beginnt mit 90%-igem 2-Propanol, anschlieRend folgen 3 mal 100%-iges 2-Propa-
nol und 3 mal 100%-iges Xylol. Wahrend des Verbleibens der Schnitte fir je 2 Minuten
in der jeweiligen Glasschale wird ein Glasdeckel aufgelegt, um das Verfliegen des Alko-
hols mdglichst gering zu halten. Zum Schluss werden die Schnitte zum Trocknen auf

Papier gelegt und unter einem Deckglaschen mit DEPEX versiegelt.

2.5.2 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ist eine Methode, mit der bestimmte Proteine oder andere Ge-
webestrukturen sichtbar gemacht und somit im Gewebe lokalisiert werden kdnnen. Das
Féarbeprinzip der Immunhistochemie bzw. die Visualisierung beruht auf einer spezifi-
schen Affinitdt von Antikbrpern gegen Epitope nachzuweisender Proteine. Diese Anti-
gen-Antikérper Wechselwirkung wird dann durch chromogenen Nachweis mittels eines

Enzymsubstrats sichtbar gemacht.
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Man unterscheidet zwischen der direkten und der indirekten IHC-Methode. Bei der di-
rekten Methode kommt ein Primarantikérper-Enzym-Komplex zum Einsatz, bei dem das
in der Farbereaktion umzusetzende Enzym bereits an den primaren Antikdrper gekop-
pelt ist.

Bei der indirekten Methode findet die kombinierte Anwendung eines primaren Antikor-
pers, der spezifisch das zu untersuchende Antigen bindet, und eines sekundéaren Anti-
korpers statt, der spezifisch an den Fc-Teil des priméren Antikorpers bindet und an das
Enzym gekoppelt ist, welches im Anschluss daran durch die Farbereaktion sichtbar ge-
macht wird. Im Folgenden wird fur die IHC der Lphn2 Knock-In Praparate der GFP-Anti-
korper (Invitrogen) und fur die Lphn3 Knock-In Préaparate der HA-Antikorper (Cell Sig-
naling Technology) als priméarer Antikérper verwendet, als sekundarer Antikérper dient
der biotinylierte Antikbrper aus dem VECTASTAIN®-KIT. Als tertiares Reagenz wird das
ABC-Reagenz, ebenfalls aus dem VECTASTAIN®-KIT, verwendet.

Nachdem das Gewebe, wie in Kapitel 2.1.3 beschrieben vorbereitet und wie in Kapitel
2.1.4 aufbereitet wurde, werden die Schnitte entweder direkt verwendet oder mindestens
eine Stunde vorher aufgetaut und getrocknet.

AnschlieRend wird das ,heat induced epitope retrival® HIER (Seite 68ff) zur Demaskie-
rung der Antigenbindungsstellen unter Verwendung des Citratpuffers mit dem pH-Wert
von 3 durchgefihrt.

Als nachstes wird die erste Blockierung - die Blockierung der endogenen Peroxidase
(POX), durchgefihrt. Die endogene Peroxidase wird mittels einer 10% Methanol-, 1%
H.0O.-Losung in 1x PBS fiir eine Stunde in einer Kiivette inaktiviert. Hierbei ist eine cha-
rakteristische Blaschenbildung auf den Schnitten zu beobachten, die den Nachweis en-
dogener Peroxidase-Reaktion darstellt. Danach werden die Objekttrager 3x jeweils 5-10
Minuten in 1x PBS in der Kivette gewaschen.

Als nachstes folgt die zweite Blockierung - die Blockierung der unspezifischen Bindungs-
stellen. Dieser Schritt wird in einer feuchten Inkubationskammer durchgefiihrt, nachdem
die einzelnen Schnitte mit Hilfe eines Fettstiftes umrandet wurden. Der Fettstift sorgt
dafir, dass die pipettierten Flissigkeiten nicht tber den Rand auf die anderen Schnitte
Ubertreten. Diese Blockierungslésung, bestehend aus 10 ml PBS und 150 pl Blocking
Solution aus dem VECTASTAIN®-Kit, wird nun auf die einzelnen Schnitte mit je ca. 80-
100 pl pipettiert (oder 200 pl je Objekttrager) und fir eine Stunde inkubiert.

Nach Ablauf der Zeit wird die Blockierungslosung abgesaugt und der primare Antikérper
(in verschiedenen Verdinnungen mittels Carrier Losung und einer Negativ-Kontrolle) auf

die Schnitte pipettiert und tiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert.
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Der primare Antikdrper erkennt spezifisch ein bestimmtes Epitop, beispielsweise des
Hamagglutinins oder des GFP-Proteins, welche als Modifikation an den Lphn-Proteinen
vorliegen, sodass eine gerichtete Antigen-Antikérper Wechselwirkung stattfinden kann.
Am nachsten Tag wird der primare Antikorper durch einen 3-maligen Waschschritt fir je
5-10 Minuten in einer Kivette mit 1x PBS abgewaschen und anschlieRend die sekundare
Antikérperlosung bestehend aus CS und sekundarem Antikdrper aus dem
VECTASTAIN®-KIT (in 1:200 Verdunnung) fur 30 Minuten auf den Objekttragern in der
feuchten Kammer inkubiert.

Der sekundare Antikorper erkennt spezifisch den Fc-Teil des primaren Antikdrpers (IgG)
und bindet an diesen. Die zu pipettierende Menge des sekundaren Antikdrpers entspricht
der Menge des primaren Antikorpers. Danach wird der sekundére Antikdrper abgesaugt
und es folgt das Pipettieren des ABC-Reagenz aus dem VECTASTAIN® ABC-KIT, wel-
ches ebenfalls in der feuchten Kammer fur 30 Minuten inkubiert wird. Das ABC-Reagenz
ist ein auf Avidin-/Biotin-Enzymkomplex basiertes Detektionssystem, welches durch die
Erkennung von biotinylierten Molektlen und der darauffolgenden Multienzymkomplex-
bildung zur Signalverstarkung fuhrt. Avidin besitzt eine hohe Affinitat zu Biotin mit jeweils
4 Bildungsstellen. In diesem Falle ist der sekundére Antikoérper aus dem Kit Biotin-
gekoppelt, an welches das Reagenz bindet.

Nun werden die Objekttrager erneut in einer Kivette mit 1x PBS 3-mal je 5-10 Minuten
gewaschen. AnschlieBend wir das Chromogen auf den Objekttrager pipettiert, welches
das Substrat der im ABC-Reagenz gekoppelten Peroxidase darstellt und nun in der Far-
bereaktion umgesetzt wird. Hier findet vor allem das Chromogen Vector® NovaRED™
Anwendung, welches ein rotes Reaktionsprodukt hervorbringt. Das Chromogen setzt
sich in einfachem Reaktionsansatz aus 10 ml destilliertem Wasser, 162 ul Reagenz 1,
100 pl Reagenz 2, 100 pl Reagenz 3 und 160 pl Wasserstoffperoxid Stocksolution aus
dem Vector® NovaRED™ Kit zusammen und wird direkt vor Gebrauch angefertigt.
Zum anderen wird das Chromogen HISTOPRIME® HistoGreen verwendet.

Die Chromogenldsung wird fur den einfachen Reaktionsansatz nach Tropfdosierung di-
rekt vor Gebrauch aus 2 Tropfen HistoGreen Chromogen (Flasche 1), 1 ml HistoGreen
Puffer (Flasche 2) und 2 Tropfen H,O- (Flasche 3) hergestellt.

Je nach gewuinschter Farbeintensitat (ca. 7-10 Minuten) erfolgt einmaliges Waschen in
1x PBS und das Trocknen der Objekttrager mit anschlieRendem Versiegeln dieser durch

DEPEX unter einem Deckglaschen.
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2.5.3 Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenz ist ebenfalls eine biochemische Analysemethode und beruht auf
dem Prinzip der Immunhistochemie. Das Prinzip bestimmte Proteine oder andere Ge-
webestrukturen sichtbar zu machen, beruht hier jedoch auf einem Fluoreszenznachweis
der Antigen-Antikorper Wechselwirkung mit einem Fluorochrom - einem fluoreszieren-
den Farbstoff. In diesem Falle ist entweder der primare oder der sekundare Antikdrper
an ein Fluorochrom gekoppelt und kann mittels Fluoreszenzmikroskopie sichtbar ge-
macht werden.

Zuerst werden die Schnitte ebenfalls fir mindestens 60 Minuten bei Raumtemperatur
aufgetaut. Anschliel3end wird analog zur IHC die Epitop Freilegung durch den Citratpuf-
fer mit dem pH-Wert von 3 zur Demaskierung der Antigenbindungsstellen durchgefihrt.
(,heat induced epitope retrival“ — HIER: Seite 68ff). Fur die IF der Lphn3 Knock-In Ge-
webe wird im Anschluss an die Demaskierung nun die Blocking Solution fir 60 Minuten
in der feuchten Kammer, nach erfolgter Fettstiftumrandung der Schnitte, mit je 200 pl
pro Objekttrager pipettiert. Nach einem 3-maligem Waschschritt in 1x PBS fir je 10 Mi-
nuten erfolgt die Inkubation des primaren Antikérpers — aHA (Cell Signaling Technology)
— Uber Nacht. Am darauffolgenden Tag werden die Schnitte erneut 3-mal in 1x PBS fur
je 10 Minuten gewaschen. Es folgt die Inkubation mit dem fluoreszierenden sekundéren
Antikorper fur eine Stunde. Hier fand der Alexa Fluor 548 Cy3-Antikdrper donkey-anti-
rabbit (Merck Millipore) Anwendung. Dieser Schritt, so wie auch die Folgenden, gesche-
hen nun unter Lichtabschluss, um einen Verlust der Fluoreszenz bzw. das Ausbleichen
der Schnitte zu vermeiden. Der Uberschiissige Antikorper wird anschlie3end wieder 3-
malig in 1x PBS fur je 10 Minuten abgewaschen.

Fur die IF der Lphn2 Knock-In Gewebe wird im Anschluss an die Demaskierung eine
sogenannte Quenching Solution verwendet, in die die Schnitte in einer Kivette fir 10
Minuten eingetaucht werden, um auftretende Hintergrundfluoreszenz besonders im gri-
nen Fluoreszenzspektrum zu mindern. Es folgt ein Waschschritt in 1x PBS fur 5 Minuten
und nach erfolgter Fettstiftumrandung in der feuchten Kammer das Pipettieren der Blo-
cking Solution, die fir 60 Minuten auf den Schnitten verbleibt. Im Anschluss daran erfolgt
ein 3-maliger Waschschritt in 1x PBS fir je 5 Minuten und die Inkubation der Schnitte
mit dem priméaren Antikérper — NanoTag® aGFP FluoTag (NanoTag Biotechnologies
GmbH) — Uber Nacht. Der Antikorper wird anschlieend wieder 3-malig in 1x PBS fir je
10 Minuten ausgewaschen. Im Anschluss daran erfolgte bei beiden Gewebetypen hier
eine DAPI-Farbung, mit Hilfe dessen Zellkerne durch Anlagerung von 4‘6'-Diamidin-2-
Phenylindol an doppelstrangige DNA und anschlieRender Anregung mit UV-Licht im Mik-

roskop cyanfarbend angefarbt werden.
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Diese Farbung kann gleichzeitig mit der Antikérperimmunfluoreszenz durchgefuhrt wer-
den, da DAPI kurzwelligere Emissionsmaxima aufweist und somit eine SignalUber-
schneidung oder ein Ausbleichen des Schnittes kaum vorkommt.

Zur Minderung der Autofluoreszenz der Gewebe findet im Anschluss an die DAPI-Far-
bung die Behandlung der Gewebe mittels des VECTOR® TrueVIEW® Autofluorescence
Quenching Kits Anwendung (Seite 73). Dieses wird nhach Protokoll aus gleichen Anteilen
der Losungen A, B und C im Verhaltnis 1:1:1 (je 50 pl pro Schnitt) angesetzt und fur 4
Minuten inkubiert.

Nach erneutem waschen in 1x PBS fir 5 Minuten werden die noch feuchten Schnitte
mittels MOWIOL versiegelt. Nun konnen die Gewebestrukturen im Epifluoreszenz-Mik-
roskop (Zeiss) sichtbar gemacht werden. Die Schnitte werden bei Nichtverwendung im
Kuhlschrank bei 4°C gelagert.

2.6  Auswertung, Statistik und graphische Darstellung

Fur die Auswertung der Experimente erfolgt die Bestimmung der Mittelwerte, Stan-
dardabweichungen, Standardfehlern (S.E.M.: standard error of the mean) und die Dia-
grammdarstellung mit Hilfe von Microsoft-Excel. Fir die Signifikanztestung wird der Stu-
dent-t-Test mit einem festgelegtem Signifikanzwert von p <0,05 (und Hochsignifikanz-
wert von p <0,01) angewendet.
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3 Ergebnisse

In dieser Arbeit wird fiir die Untersuchung zur Auspragung der Latrophilins in der Lunge
unter besonderer Berlicksichtigung des Lphn3 zunachst der Weg des Lphn Gens zur
Umsetzung in das Lphn Protein verfolgt. Fir diese Untersuchungen werden genetisch
modifizierte Tiere (Mause) bzw. deren Gewebe herangezogen, bei denen der fir Lphn
kodierende Genabschnitt zur Detektion markiert wurde (Knock-In Tiere).

Der hier aufgezeigte Weg wird anhand des DNA-Nachweises mittels PCR, gefolgt von
der Transkription der DNA in die mRNA, dessen Transkriptionsprodukte mittels der RT-
gPCR detektiert werden kdnnen, aufgezeigt. AnschlieRend erfolgt der Proteinnachweis
durch Antikérpernachweis mittels Western Blot. AbschlieRend erfolgt eine histologische
Gewebeuntersuchung durch Protein-Immunreaktionen (IHC/ IF) in ausgewdhlten
Gewebeproben.

Die Tiere wurden von Dr. Maxeiner zur Verfigung gestellt. Bei der Ziichtung und Ver-
paarung der Tiere gilt es die Mendelschen Vererbungsregeln zu beachten. Nach diesen
ergibt sich laut der 1. Regel (Uniformitatsregel) bei der Kreuzung zweier homozygoter
Elternteile, die sich in mindestens einem Allelpaar unterschieden (hier: Lphn Knock-In
oder Wildtyp-Allel) eine Tochtergeneration mit einheitlichem heterozygotem Genotyp.
Bei der Verpaarung von zwei dieser heterozygoten Tiere, kommt es laut 2. Mendel’-scher
Regel (Spaltungsregel) zu einer genotypischen Aufspaltung in einem Zahlenverhéltnis
von 1:2:1. Hieraus ergeben sich nun in Bezug auf diese Arbeit bezogen folgende Geno-
typen: ein homozygotes Knock-In Tier, zwei heterozygote Tiere (Knock-In/ Wildtyp) und

ein homozygotes Wildtyp-Tier).

3.1 Identifikation der Tiere

Die Polymerase Kettenreaktion ist wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben, ein Verfahren, um
spezifische Gensequenzen zu amplifizieren und somit die Allel-Konstellation des Tieres
bestimmen zu kdnnen. Diese dient wahrend der gesamten Arbeit dazu, eine gesicherte

Probenauswahl zur Untersuchung der jeweiligen Proteine treffen zu kénnen.

Die Lphn2-Knock-In Tiere sind genetisch modifizierte Tiere, denen an das Lphn2-Gen

eine kodierende Sequenz des Markerproteins namens ,mVenus®, angehangt wurde.
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Auf Grund der Ableitung des mVenus von GFP (,green fluorecent protein‘ aus der Qual-
lenspezies Aequoria victoria) fungiert dieses als Erkennungsepitop fur Antikorper, mit
Hilfe dessen die Expression das Lphn2 detektiert werden kann

Die Oligonukleotid-Primerkombination aus MX11603 und MX11604 identifiziert die Tiere
in Bezug auf das genetisch modifizierte Lphn2-Gen oder den entsprechenden Lphn2-
Wildtyp.

_.——‘—O-‘---

Abbildung 12 Lphn 2 PCR der Tiere #111-126 (Oligonukleotid Primerkombination MX11603 und MX11604) und einem
50 Basenpaarleiter (PL: 50 bp Probenleiter mit * bei 300 bp) mit sichtbarer Lphn2 Allel Bande bei 333 bp und einer Wildtyp
Allel Bande bei 266 bp.

Exemplarisch handelt es sich bei den Tieren #112-114, 120, 122 und 124 um ein hete-
rozygotes Tier in Bezug auf das modifizierte Lphn2 Gen und bei den Tieren #111, 115-
119, 121, 123, 125 und 126 entsprechend um ein homozygotes Wildtyptier (Abbildung
12).

Die Lphn3 Knock-In Tiere sind genetisch modifizierte Tiere, denen an die Lphn3-kodie-
rende Sequenz (Adgrl3) eine kodierende Sequenz des Proteins Hamagglutinin (kurz:
HA) angehangt wurde. Mit Hilfe der angehédngten HA-Sequenz, die als Erkennungs-
epitop fur Antikorper dient, kann somit die Expression des Lphn3 detektiert werden.

Die Oligonukleotid-Primerkombination aus MX14656 und MX14658 identifiziert die Tiere
in Bezug auf das genetisch modifizierte Lphn3-Gen oder den entsprechenden Lphn3-
Wildtyp.

Exemplarisch handelt es sich bei den Tieren #107 und110 um ein homozygotes Tier in
Bezug auf das modifizierte Lphn3 Gen und bei den Tieren #111 und 118-121 entspre-
chend um ein heterozygotes Tier (Abbildung 13).

Bei den Tieren # 108, 112, 114, 116 und 117 kam es zu keinen bzw. keinen eindeutigen

Bandensignalen, weswegen diese somit nicht in die Probenauswabhl fallen.
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107 108 109! 110 111 112 413 114 PL 115 136 117 118 119 120 121

Abbildung 13 Lphn3 PCR der Méuse #107-121 (Oligonukleotid- Primerkombination MX14656 und MX14658) und einem
50 Basenpaarleiter (PL: 50 bp Probenleiter mit * bei 300 bp) mit sichtbarer Lphn3-Allel Bande bei 419 bp und einer
Wildtyp-Allel Bande bei 318 bp.

3.2 Lokalisation der Latrophiline (Lphn2 und Lphn3)

Der Kern dieser Arbeit beschéftigt sich mit der explorativen Untersuchung der Latrophi-
line mit Hauptaugenmerk auf Lphn3 und dessen Expression sowie genaueren Lokalisa-
tion in der Lunge. In vorherigen Veroffentlichungen wird bereits die Expression des
Lphn3 in der Lunge beschrieben und die Lokalisation u.a. von Faiz et al. (2017) im Ab-
schnitt der glatten Muskelzellen vermutet.

In dieser Arbeit wird versucht, die Auspragung der Latrophiline mit Hilfe von genetisch
veranderten, d.h. Epitop markierten (mVenus oder HA) Proteinen, genauer aufzeigen
und beschreiben zu kdnnen, um somit Gber ein besseres Verstandnis Uber mogliche

physiologische und pathophysiologische Funktionen verfiigen zu kénnen.

3.2.1 Praparation des Gewebes - Differenzierung der unter-

schiedlichen Lphn3 Lokalisationen

Zur weiterfiihrenden Untersuchung des Gewebes erfolgt eine Auftrennung des thoraka-
len respiratorischen Traktes in die Abschnitte ,Trachea®, ,Margo“ und ,Rest".

Das Ziel dieser Aufteilung ist es, im Folgenden die mRNA-Konzentration durch die RT-
gPCR und die Proteinkonzentration durch den Western Blot nicht nur auf die Lunge im
Gesamten zu beschrénken, sondern eine genauere Zuteilung bzw. Lokalisation des
Latrophilin 3 mdglich zu machen (Abbildung 14).
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Abbildung 14 Darstellung der Lunge mit Aufteilung in die Abschnitte Trachea (blau), Margo (braun) und Rest (rosa).
Original: https://media-de.amboss.com/media/thumbs/big_5c5¢209fbb9d2.jpg, Amboss GmbH (2020) [64] anschlieRend
eigene Bearbeitung.

Hierfur wird unter dem Mikroskop zuerst die Trachea in einer Petrischale bis zur Bifur-
kation hin frei prapariert. Als ndchstes wird der Teil des Lungengewebes prapariert, wel-
cher als ,Margo“ bezeichnet wird und im Randbereich des Lungengewebes liegt. In die-
sem Abschnitt sollen sich bevorzugt die kleinsten Einheiten des Bronchialsystems wie-

derfinden — die Alveolen. Das Ubrige Gewebe wird im Folgenden als ,Rest* bezeichnet.

3.2.2 RT-gPCR - Transkriptmengen von Lphnl, 2 und 3 in Lphn3

Knock-In Geweben unterschiedlicher Lokalisationen

Die RT-gqPCR ist wie in Kapitel 2.3 bereits erlautert ein Verfahren, um Ribonukleinsau-
ren, genauer gesagt spezifische DNA-Transkripte, nachweisen und quantifizieren zu
konnen. Diese Ribonukleinsauresequenz (mRNA) ist somit die transkribierte DNA-Kopie

und enthalt nur den fir die Lphn-Proteine kodierenden DNA-Abschnitt des Gens.
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In der hier durchgefiihrten RT-gPCR des Latrophilin 3 Knock-In-Gewebes gilt es heraus-
zufinden, in welchen Abschnitten des praparierten respiratorischen Traktes sich jeweils
Latrophilin 1-, Latrophilin 2- und Latrophilin 3-Transkripte befinden und in welchen Ver-

héltnissen diese dort zueinander vorhanden sind.

In den folgenden RT-gPCR Durchfiihrungen werden, wie in Kapitel 2.3.1 beschrieben,
die aufgearbeiteten RNA-LOsungen bzw. Proben jeweils als Triplett aufgetragen.

Aus diesem Grunde kann aus den hieraus errechneten Mittelwerten eine statistische
Signifikanz gewéhrleistet werden.

Aufgezeigt werden hier exemplarisch drei der Lphn3-Knock-In Tiere (n=3) anhand denen
die ribonuklearen Transkriptmengen verglichen werden.

Wie in Abbildung 15 dargestellt, ist das Lphnl-Transkript in allen drei praparierten Ab-
schnitten des respiratorischen Traktes vorhanden:

Sowohl im Abschnitt ,Trachea® als auch im Abschnitt ,Margo“ und ,Rest* kdnnen Lphn1-
Transkriptmengen nachgewiesen werden. Wenn man nun das Vorkommen der Tran-
skriptmenge der jeweiligen Abschnitte in ein Verhaltnis zueinander setzt, lasst sich dies-
bezlglich kein signifikanter Unterschied feststellen. (Der t-Test ergibt hier jeweils einen
p-Wert > 0,05).

ns * %k * %k

p=0411 p=0,001 p=0,01

0,0140
ns ns ns * ok * *
p=0,234 p=0,336 p=0,479 p=0,003 p=0,021 p=0,014
0,0120 e  —
= I

0,0100 I
0,0080
0,0060 I I
0,0040
0,0020 |
0,0000

Lphnl Lphn2 Lphn3

ns: nicht signifikant
*: signifikant
**: hoch signifikant

Margo Rest Trachea

Abbildung 15 RT-gPCR Vergleich der Latrophilin 1, 2 und 3 mit Aufteilung des Gewebes in Margo Trachea und Rest.
Statistische Darstellung der Mittelwerte und SEM unter Verwendung des t-Tests (zweiseitig bei gleicher Gruppengréle
mit n=3). Statistisch nicht signifikant (ns bei p>0,05), signifikant (* bei p<0,05) und hoch signifikant (** bei p<0,01).
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Das Lphn2-Transkript kommt in den untersuchten Lphn3 Knock-In-Geweben ebenfalls
in allen drei praparierten Abschnitten des respiratorischen Traktes vor. Jedoch lasst sich
hier ein Unterschied verzeichnen: Die Lphn2 Transkriptmenge ist im Abschnitt ,Trachea“
im Vergleich zu den Abschnitten ,Margo® und ,Rest“ jeweils hoch signifikant vermindert.
Sowohl im Verhaltnis ,Margo“ zu ,Trachea“ als auch im Verhaltnis ,Rest“ zu ,Trachea“
ergibt der t-Test hier einen p-Wert < 0,01.

Allerdings ist der Unterschied der Lphn2 Transkriptmengen der Abschnitte ,Rest* und

,Margo” im Verhaltnis nicht signifikant.

Die Lphn3-Transkriptmenge ist im Abschnitt ,Trachea® im Vergleich zur Transkriptmenge
des Abschnitts ,Margo“ im Lphn3 Knock-In Gewebe hoch signifikant vermindert.

Die Lphn3-Transkriptmenge des Abschnitts ,Rest” ist im Vergleich zum Abschnitt
,Margo”“ signifikant vermindert. Gleichermal3en verhalt sich die Lphn3 Transkriptmenge
im dargestellten Vergleich vom Abschnitt ,Trachea“ zur Transkriptmenge im Abschnitt
.Rest’. Hier ergibt der t-Test jeweils einen p-Wert <0,05.

3.2.3 Proteinanalytik: differenzierte Gewebelokalisationen von

Latrophilin 3

Erganzend zur RT-gPCR, die den Nachweis und die Quantifizierung der Lphn-Tran-
skriptmenge darstellt, wird in dieser Arbeit zur Analyse der darauffolgenden Proteinex-
pression der sogenannte Western Blot durchgefiihrt. Es existieren zahlreiche Faktoren,
die regulatorische Einwirkungen auf die Proteinexpression haben kénnen.

Damit das Lphn3 Protein exprimiert wird, muss die in der RT-gPCR nachgewiesene
Transkriptmenge (MRNA-Sequenz) in eine Aminosaurensequenz des Proteins ,Uber-
setzt’ werden. Dieser Prozess wird Translation genannt.

Wie in Kapitel 2.4 erlautert, gliedert sich die Proteinanalyse in:

Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen der Proben zur Standardisierung dieser,
die Auftrennung des Proteingemisches in einem elektrischen Feld nach dessen Moleku-
larmasse, der Proteintransfer (das sog. ,Blotting‘) auf eine Nitrocellulosemembran und
abschliel3ender Immundetektion zur Visualisierung der Lphn3 Proteine mit Hilfe eines

spezifischen HA-Antikorpers.
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N-Terminus <— HA-Taq
Lectin-dhnliche Domane

Olfactomedin-ahnliche Domane |

Serin-/ Threonin-reiche Sequenz

Hormonbindende Domane '/\_<'

GAIN- Doméne | \

GPS Stelle

Zellmembran

Intrazelluldrraum \/ \/ J C-Terminus
g PDZ- Bindungsmotiv

Abbildung 16 modifiziertes Lphn3 Protein mit detektierbarem HA-Tag am N- terminalen Ende. Dargestellt ist hier die
autoproteolytische Spaltung des Lphn3 an der GPS-Stelle (*).

Abbildung 16 zeigt das modifizierte Lphn3 Protein zusammen mit der hier eingefligten
HA-Modifikation am N-Terminus mit einem erwarteten Molekulargewicht von insgesamt
ca. 177 kDa. Aufgrund der autoproteolytischen Spaltung des Proteins an der GPS-Stelle
betragt der extrazellulare Anteil, der durch den HA-Antikorper detektiert werden kann,
ca. 102 kDa. Infolgedessen wirden wir im Western Blot eine charakteristische Bande in
diesem Bereich erwarten. Der somit verbleibende nicht detektierbare membranstandige

Anteil des Lphn3 Proteins betragt dementsprechend ca. 75 kDa.
Das Gewebe wird fur die Western Blots analog zur RT-gPCR, in die Abschnitte ,Margo®,

,1rachea” und ,Rest* eingeteilt, um eine genauere Aussage Uber die Lokalisation der

Proteinexpression treffen zu kénnen.
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Zunachst ist wie in Abbildung 17 zu sehen, der Western Blot eines direkten Vergleiches
zwischen den Gewebeabschnitten ,Margo®, ,Rest“ und ,Trachea® eines Lphn3 Knock-
In-Tiers und eines nicht genetisch veranderten, sprich nicht mit dem HA-Epitop markier-
ten Tier (Wildtyp-Tier) aufgezeigt, um eine mdgliche charakteristische Bande fiir Lphn3

validieren zu konnen.

M112 R112 T112 M-WT R-WT
250 kDa

150 kDa SO ’
100 kDa — — —

75 kDa

50 kDa

Abbildung 17 Western Blot mit primarem HA-Antikdrper in 1:8000 Verdinnung. Dargestellt sind hier ein Wildtyp- (WT)
und Lphn3 Knock-In Tier (#112) aufgeteilt in Margo (M), Trachea (T) und Rest (R). Der Pfeil zeigt auf die wahrscheinlich
charakteristische Lphn3 Bande.

Hierbei wird deutlich, dass bei dem Lphn3 Knock-In Tier im Gewebeabschnitt ,Margo*
und ,Rest” eine Bande im Bereich von 120-140 kDa erkennen, die bei dem Wildtyp-Tier
fehlt. Dementsprechend handelt es sich hierbei héchstwahrscheinlich um eine Lphn3-
Proteinspezifische Bande. Die Auftrennung scheint hier nicht ideal zu sein, da das er-
wartete Molekulargewicht des zu detektierenden extrazellularen Lphn3-Anteils bei ca.
102 kDa liegen soll. Oftmals kommt es jedoch v.a. bei grol3en extrazelluldaren Anteilen
Zu posttranslationalen Modifikationen wie z.B. Glykosylierungen. Diese haben zwar
keinen wesentlichen Einfluss auf das Molekulargewicht des Proteins an sich, jedoch
koénnen sie das Laufverhalten dieser verédndern. Dementsprechend ist es nicht verwun-
derlich, dass der extrazellulare Anteil des Lphn3-Proteins im hier durchgefiihrten Wes-
tern Blot eine hohere Molekularmasse zu haben scheint.

Bei den weiteren niedermolekularen Banden in den beiden Wildtyp und Knock-In
Proben, handelt es sich vermutlich um unspezifische Antikérper Kreuzreaktionen, die in

dem hier durchgefuhrten Western Blot keine weitere Auflésung zulassen.
Des Weiteren wird in dieser Abbildung deutlich, dass im Gewebeabschnitt ,Trachea“ des

Lphn3 Knock-In keine solche Bande zu erkennen ist. Dementsprechend l&sst dieses

vermuten, dass Lphn3 in diesem Abschnitt nicht exprimiert wird.
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Diese Vermutung wird auch durch die weiteren durchgefihrten Western Blots bestéatigt
(Abbildung 18, Abbildung 19). Hier sind die Proben der einzelnen Abschnitte als Triplett
aufgetragen (#1-3) um eine statistische Signifikanz zu gewéahrleisten. Somit kbnnen Pi-
pettierfehler als Fehlerquelle weitgehend ausgeschlossen und fehlerhafte Rickschliisse
vermieden werden. In den hier durchgefiihrten Western Blots, unter Verwendung des
HA-Antikérpers in einer Verdlinnung von 1:2000 (Abbildung 18), weist Lphn3 die erwar-
tet charakteristische Bande entsprechend dem Molekulargewicht im extrazellularen An-
teil bei 120-140 kDa auf.

—_ MI M2 M3 RL R2 R3 T1 T2 T3 MiR1TIOM2 O R2 T2 M3 R3IUT3
150 kDa
— I e e ey e — L B . ] -
P — i p— - - p—
75 kDa
— G p— — o - o e

50 kDa

Abbildung 18 Western Blot mit priméren HA-Antikdrper in 1:2000 Verdunnung. Dargestellt sind hier Lphn3 Knock-In Tiere
#41 (1) #42 (2) und #43 (3) je aufgeteilt in Trachea (T) Margo (M) und Rest (R). Der Pfeil zeigt auf die wahrscheinlich
charakteristische Lphn3 Bande.

Ebenso verhélt es sich im Western Blot mit einer HA-Antikérper-Verdiinnung 1:8000.
Als Ladekontrolle hierzu dient der Tubulin-Antikérper, mit einer sichtbaren Bande bei

seinem errechneten Molekulargewicht von 55kDa (Abbildung 19).

SERIR M1 M2 M3 R1 R2 R3 T J2 T3 M1 R1 T1 M2 R2 T2 M3 R3 T3
150 kDa
VT W A - e - 4—
100 kDa S o wey - v —— S sy
75 kDa
50 kDa
— — ——
50 kDa - - » - T N ) e

Abbildung 19 Western Blot mit primarem HA-Antikoérper in 1:8000 Verdunnung. Dargestellt sind hier Lphn3 Knock-In
Tiere #41 (1) #42 (2) und #43 (3) je aufgeteilt in Trachea (T) Margo (M) und Rest (R) mit zusétzlichem Tubulin Antikdrper
als Referenz-/ Ladekontrolle. Der Pfeil zeigt auf die wahrscheinlich charakteristische Lphn3 Bande.

Seite 66



Ergebnisse

Durch die Auftrennung des Gewebes in die einzelnen Abschnitte wird deutlich, dass die
Lphn3 -Proteine in den Abschnitten ,Margo“ und ,Rest* exprimiert werden (libereinstim-
mend zu den nachgewiesenen Lphn3 RNA-Transkriptmengen), jedoch nicht im Ab-

schnitt ,Trachea®, da hier die spezifische Lphn3-Proteinbande nicht zu erkennen ist.

3.2.4 Histologische Untersuchungen und Nachweise von Lphn3

Histologische Untersuchungen von Gewebe stellen ein bisher unverzichtbares Werk-
zeug in der naturwissenschaftlichen Forschung dar und werden demzufolge auch in die-

ser Arbeit flr die Untersuchungen bzgl. der Latrophilin 3 Lokalisation eingesetzt.

HE-Farbung

Exemplarisch ist in Abbildung 20 der mikroskopische Aufbau der Lunge anhand eines
Kryoschnittes mit anschlieRender HE-Farbung aufgezeigt.

A v 12.°9%
~SAR <Y
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Abbildung 20 HE-Farbung des Lungengewebes eines Lphn 3 Knock-In Tieres. (A): in UbersichtsvergréRerung. (B): in 10-
facher VergréRerung. Abk.: g: GefaR, brc: Bronchus, bro: Bronchiolus, a: Alveole, da: Ductus alveolares

Immunhistochemie

Die Immunhistochemie (IHC) dient, wie in Kapitel 2.5.2 beschrieben, zum histologischen
Nachweis der Lphn3-Proteine im vorliegenden Gewebe und der Bestimmung ihrer ge-

nauen Lokalisation.

Seite 67



Ergebnisse

Bei der IHC kann es durch verschiedene Einflussfaktoren zu einer verminderten Antikor-
per-Antigen-Reaktion kommen. Diese gilt es hier zu optimieren, um eine méglichst aus-

sagekraftige Immunreaktion zu erreichen.

Etablierung der Immunhistochemie

Um den Immunhistochemischen Nachweis der Lphn3-Proteine zu optimieren, werden
im Folgendem die Aspekte der thermischen Epitop Demaskierung zur verbesserten An-
tikbrper-Antigenbindung und die Reduzierung der Hintergrundsignale genauer betrach-
tet.

Reduzierung der Hintergrundsignale:

Um zu starke Hintergrundsignale durch das VECTASTAIN® ABC-Kit zu reduzieren, fand
hier das VECTOR® Avidin-/Biotin Blocking Kit Anwendung.

Mit diesem konnen unspezifische Avidin-/Biotin-Bindungen blockiert werden. Dieser
dritte Blockierungsschritt erfolgt nach der Blockierung der unspezifischen Bindungsstel-
len. Nach erfolgtem Waschschritt in 1x PBS werden die Schnitte fir 15 Minuten mit der
Avidin-Blocking Solution in der feuchten Kammer inkubiert.

Es folgt erneut ein kurzer Waschschritt in 1x PBS und die Inkubation mit der Biotin-Blo-
cking Solution, ebenfalls fiir 15 Minuten. Anschliel3end kann wie gewohnt die Inkubation

des primaren Antikorpers tGber Nacht in der feuchten Kammer erfolgen.

Thermische Demaskierung (HIER- ,heat induced epitope retrieval’)

Die thermische Demaskierung ist ein Verfahren zur Verbesserung der verlorengegange-
nen Immunreaktivitat bzw. Antigenitat von Gewebe durch dessen Fixierung. Durch die
Hitzebehandlung wird die Strukturveranderung der Antigene, die durch die Fixierung ent-
steht, wieder aufgehoben, sodass die entsprechenden Epitope freigelegt, die Antigene
besser prasentiert werden und die Antikorper verstarkt binden kénnen. Dadurch kann
das Signal der IHC verstarkt werden.

Fur die Demaskierung werden die Kryoschnitte auf dem Objekttréager fur mindestens 60
Minuten bei Raumtemperatur aufgetaut. Anschlielend werden die Schnitte in einer
Klvette, gefullt mit 10 mM Citratpuffer der pH-Stufe 6 inkubiert und in der Mikrowelle

behandelt (siehe unten).
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Die Kuvette wird hierflir mit dem dazugehdérigen Deckel in eine Glasschale gestellt, die
mit ca. 700 ml Leitungswasser beflllt wird und in die Mikrowelle gestellt.

Nun werden die Schnitte in der Mikrowelle bei maximaler Leistung aufgekocht und 5
Minuten in dieser belassen. Falls nétig werden die Kivetten mit destilliertem Wasser
aufgeflllt, sodass ein Austrocknen der Objekttrager verhindert wird.

Nach dem Kochen werden die Schnitte mindestens 15-30 Minuten bei Raumtemperatur
und gedffnetem Deckel heruntergekihlt, danach kann mit der Immunmarkierung, bzw.

Immunhistochemie begonnen werden.

Zusatzlich zu der Vorbehandlung der Gewebeschnitte mit dem Citratpuffer, der auf den
pH-Wert 6 eingestellt ist, wird ein Vergleich der immunhistochemischen Reaktion in
Bezug auf die primare Antikorperkonzentration durchgefihrt. Dafir wird der HA-Anti-
korper zunachst im Verhaltnis 1:100 eingesetzt.

Wie in Kapitel 2.5.2 erlautert, bringt das Chromogen Vector® NovaRED™ rote Prazipi-
tate als Reaktionsprodukt der Immunreaktion hervor. Hier ist ein deutlicher Unterschied
der Immunreaktion im Vergleich von unbehandelten Kryogewebeschnitten zu den mit

Citratpuffer-vorbehandelten Kryogewebeschnitten zu erkennen (Abbildung 21).

da
bro
da

50 um 50 um
pH 6, aHA (1:100) Lphn 3 —

aHA (1:100) Lphn 3

Abbildung 21 Vergleich - Immunhistochemie der Lphn3 Knock-In Tiere mit der HA-Antikrper Verdiinnung in 1:100 jeweils
in 10-facher VergroRRerung: (A): Immunhistochemie ohne Demaskierung links, (B): Demaskierung mit Citratpuffer der pH
Stufe 6 rechts. Abk.: bro: Bronchiolus, a: Alveole, da: Ductus alveolares
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Bei Einsatz des HA-Antikdrpers im Verhaltnis 1:1000 (

Abbildung 22) ist eine vergleichbar gute Immunreaktion der demaskierten Gewebe-
schnitte zu erkennen. Aus diesem Grund wird bei den folgenden Immunhistochemischen
Reaktionen der HA-Antikorper in der Verdinnung 1:1000 eingesetzt. [Vergleich Abbil-
dung 21 (B) und Abbildung 22 (B)]

bro

da
da

aHA (1:1000) Lphn 3 SOBM  5H 6, aHA (1:1000) Lphn 3 ¢ 27

Abbildung 22 Vergleich - Immunhistochemie der Lphn3 Knock-In Tiere mit der HA-Antikdrper Verdinnung 1:1000 jeweils
in 10-facher VergroRRerung: (A): Immunhistochemie ohne Demaskierung links, (B): Demaskierung mit Citratpuffer der pH
Stufe 6 rechts. Abk.: bro: Bronchiolus, a: Alveole, da: Ductus alveolares

Hier wird der Citratpuffer standardméanig mit einem pH-Wert von 6 verwendet. Im Verlauf
stellt sich jedoch zuséatzlich die Frage, wie sich die Antigen-Antikérper Immunreaktion im
Hinblick auf eine Demaskierung der Epitope mit unterschiedlichen pH-Stufen des Citrat-
puffers verhalt.

Hierfur wird eine Immunhistochemie mit den pH-Stufen von 3, 6 und 9 des Citratpuffers
im Vergleich durchgefiihrt. Es zeigt sich eine sehr gute immunhistochemische Farbung
bei einer Citratpuffer Vorbehandlung mit einem pH-Wert von 9, eine zufriedenstellende
Reaktion mit einem pH-Wert von 6 und eine ebenfalls gute Immunreaktion bei einer

Citratpuffer Vorbehandlung mit einem pH-Wertes von 3 (Abbildung 23).
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Abbildung 23 Etablierung - Immunhistochemie der Lphn3 Knock-In Tiere jeweils in 10-facher Vergrof3erung.

Natives Gewebe vs. Vorbehandlung des Gewebes mit unterschiedlichen pH Stufen des Citratpuffers zur Demaskierung:
(A): unbehandelt, (B): Vorbehandlung des Gewebes mit Citratpuffer der pH Stufe 3, (C): Vorbehandlung mit Citratpuffer
der pH Stufe 6, (D): Vorbehandlung mit Citratpuffer der pH Stufe 9. Abk.: g: GefaR, bro: Bronchiolus, a: Alveole, da:
Ductus alveolares.

Ergebnisse der Immunhistochemie

Thorax-Paket. Anhand der Zusammenschau der durchgefiihrten immunhistochemi-

schen Reaktionen mit Hilfe einer optimierten Vorbehandlung zeigen sich verstarkt Im-
munsignale fur Lphn3 im Bereich der Bronchioli, als auch im Bereich der Alveolen.
Dies lasst vermuten, dass Lphn3 dort lokalisiert sein kénnte. Die IHC bestétigt somit die
in der RT-gPCR nachgewiesene Transkriptmenge in diesen Bereichen.

Hier ist exemplarisch eine Immunhistochemische Reaktion in verschiedenen Vergrole-
rungen anhand eines Gewebes mit pH 6 Citratpuffer Vorbehandlung und einer 1:100
Antikdrper Verdiinnung dargestellt (Abbildung 24).
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Abbildung 24 Immunhistochemische Reaktion (Vector® NovaRED™ -Chromogen Farbung) und Gewebevorbehandlung
mit Citratpuffer der pH Stufe 6 und einer HA-Antikérperverdiinnung im Verhéltnis 1:100 bei einem Lphn3 Knock-In Tier:
(A) in 5-facher VergroéRerung, (B) in 10-facher VergroRerung, (C) in 20-facher Vergréf3erung. Abk.: g: GefaR, bro: Bron-
chiolus, a: Alveole, da: Ductus alveolares

Immunfluoreszenz

Erganzend zur Immunhistochemie wird hier die Immunfluoreszenz durchgefihrt, welche
mdglicherweise eine (sub-) zellulare Darstellung der Lphn3 Proteine im Gewebe erlaubt,
so dass die Lokalisation der Lphn3 Proteine auf eine andere Art verifizieren werden
konnte.

Etablierung der Immunfluoreszenz

Bei der Immunfluoreszenz kann es wie bei der Immunhistochemie zu ahnlichen Stérphéa-
nomenen kommen, deswegen gilt es auch hier verschiedene Bedingungen zu optimie-
ren.
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Thermische Demaskierung (HIER- ,heat induced epitope retrieval’)

Da es bei der Immunhistochemie zu deutlich besseren Immunreaktionen durch die HIER
kam wird analog zur bereits durchgefihrten IHC von Beginn an das Gewebe bei der IF
ebenfalls vorbehandelt und die Epitope mit Hilfe der Citronenséaure des pH-Wertes von
3 thermisch demaskiert.

Reduzierung der Autofluoreszenz des Gewebes

Da es bei der Durchfihrung der Immunfluoreszenz h&ufig zur Problematik der uner-
winschten Gewebeeigenfluoreszenz kommen kann, gilt es hier diese mdéglichst zu mi-
nimieren, um die spezifischen Fluoreszenzsignale des zu untersuchenden Lphn3 Pro-
teins genauer beurteilen zu kénnen.

Hierzu wird das VECTOR® TrueVIEW® Autofluorescence Quenching-KIT (VECTOR
LABATORIES) verwendet, welches der Inhibierung der Autofluoreszenz des Gewebes
dient, die unter anderem durch die zugrunde liegende Aldehydfixierung bedingt sein
kann. Somit wird versucht eine bedeutende Verbesserung des Signal/-Rausch-Verhalt-
nisses zu schaffen. Somit kann im optimalen Fall die Erfassung bzw. die Lokalisation

des Zielantigens (hier: Lphn Protein) exakter bestimmt werden (Abbildung 25).

TrueView

Abbildung 25: Vergleich der Immunfluoreszenz: (A): Immunfluoreszenz ohne VECTOR® TrueView Blockierung mit deut-
licher Autofluoreszenz, (B) Immunfluoreszenz mit vorheriger VECTOR® TrueView Blockierung
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Ergebnisse der Immunfluoreszens

Nachdem deutlichere Ergebnisse durch die Verwendung des VECTOR® TrueVIEW®
Autofluorescence Quenching-KIT (VECTOR LABATORIES) zu verzeichnen waren,

wurde dieser Blockierungsschritt in den darauffolgenden Immunfluoreszenzen etabliert.

aHA-Cy3

Zunachst wurde der primare HA-Antikdrper (Cell Signaling Technology) bei den Lphn2
und Lphn3 Knock-In Tieren gleichermalRen verwendet, um zu schauen, ob die hier sicht-
baren Immunfluoreszenzsignale spezifisch fiir die mit dem HA-Epitop modifizierten
Lphn3 Knock-In Tiere sind. Die Lphn2 Knock-In Tiere gelten hier als Negativkontrolle,
da diese die HA-Modifikation nicht besitzen und somit der HA-Antikorper nicht gebunden
werden kann.

Bei der Verwendung des primaren HA-Antikoérpers und des sekundaren Antikorpers Cy3
(donkey-anti-rabbit, Merck Millipore), jeweils in 1:1000 Verdlinnung, ergab sich kein sig-
nifikanter Unterschied in Bezug auf eine spezifische Signalgebung mit der Anwendung
des Antikorpers.

Es zeigen sich hier diverse unspezifische Immunfluoreszenzsignale, v.a. in Zellkernnahe
(Abbildung 26). Anhand dieser Immunfluoreszenz kann keine Aussage in Bezug auf die

Lokalisation des Lphn3 getroffen werden.

>

aHA-Cy3 Lphn 3 aHA-Cy3 Lphn 2

Abbildung 26 Immunfluoreszenz mit aHA-Cy3 (jeweils in der Verdinnung 1:1000) im Vergleich: (A): Lphn3 Knock-In Tier,
(B): Lphn2 Knock-In Tier. Die Pfeile deuten auf unspezifische Signale der Immunfluoreszenz. Abk.: bro: Bronchiolus,
a: Alveole, da: Ductus alveolares
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NanoTag ® aGFP

Nach der Immunmarkierung des Gewebes mit Hilfe des Nanobodys NanoTag® aGFP
(NanoTag Biotechnologies GmbH) ist in der Fluoreszenzmikroskopie (mit einer standar-
disierten Belichtungszeit von jeweils 800 ms) des Lphn2 Knock-In-Tieres eine deutliche
Immunreaktion im Bereich der Basalmembran der Bronchien/ Bronchioli zu erkennen
(Abbildung 27).

Das Gewebe des Kontrolltieres, des Lphn3 Knock-In Tieres, weist an dieser Stelle keine
Immunreaktion auf. Dies lasst somit auf ein spezifisches Immunfluoreszenzsignal des
NanoTag® aGFP gegen das endogene ,mVenus‘ und somit auf das Lphn2 Protein
schlie3en.

Es zeigt sich bei dieser Immunfluoreszenz allerdings auch eine Lphn2-positive Immun-
fluoreszenzsignallinie im Bereich der Basalmembran der Bronchien/ Bronchioli bei der
Antikérper-negativ Kontrolle des Lphn2 Knock-In Gewebes, in dem NanoTag® aGFP
nicht aufgetragen wurde.

Maoglicherweise ist dies durch die hohe Expression des endogenen ,mVenus’-Proteins

und infolgedessen der unverstarkten Eigenfluoreszenz des ,mVenus* zu erklaren.

b

aGFP Lphn 2 aGFP- negativ Kontrolle Lphn 2

negativ Kontrolle Lphn 3

Abbildung 27: Immunfluoreszenz mit NanoTag aGFP im Vergleich: (A): Lphn2 Knock-In Tier, (B): Lphn2 Knock-In Tier
als AK-negativ Kontrolle, (C): Lphn3 Knock-In Tier als ges. negativ-Kontroll-Tier. Die Pfeile zeigen auf die verstérkte
Immunreaktion. Abk.: bro: Bronchiolus, a: Alveole.
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SMA (Abk.: smooth muscle actin)

Da die glatte Muskulatur bei der Pathogenese des Asthma bronchiale eine entschei-
dende Rolle spielt und in der Literatur eine Auspragung der Lphns in dieser vermutet
wird, ist im Folgenden eine kombinierte IF zur Detektion der Lphns und glatten Musku-
latur aufgezeigt. Durch die Verwendung des fluoreszierenden Antikérpers SM-aAktin,
der sich spezifisch gegen das Zytoskelettprotein Aktin der glatten Muskulatur richtet, wird
die Lokalisation dieser in den Lungenschnitten der Tiere deutlich (Abbildung 28). Hier
wird die zirkular verlaufende glatte Muskulatur in den Bronchioli durch ein gelbes fluo-

reszierendes Signal deutlich.

SM-aAktin, DAPI Lphn 3 DAPI Lphn 3

Abbildung 28 Immunfluoreszenz eines Lphn3 Knock-In Tieres: (A): Fluoreszenzsignale des SM-aAktin mit kombinierter
DAPI-Farbung, (B): SM-aAktin negativ-Kontrolle bei durchgefuhrter DAPI-Farbung. Abk.: bro: Bronchiolus.

In Abbildung 29 ist in einem Lphn2 Knock-In Gewebeschnitt sowohl deutlich ein gelbli-
ches ringférmiges Fluoreszenzsignal, entsprechend der glatten Muskulatur durch das
SM aAktin im Bereich der Bronchioli (Mitte) und GefaRwande (links und rechts oben),
als auch die vorher schon beschriebene griine Fluoreszenzsignallinie des Lphn2 durch
das endogene ,mVenus’ im Bereich der lumenwarts liegenden Basalmembran zu erken-

nen.
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SM-aAktin, Cy 3 Lphn 2 Cy 3 Lphn2

SM-aAktin Lphn 2

Abbildung 29 Immunfluoreszenz eines Lphn2 Knock-In Tieres: (A): Fluoreszenzsignale des SM-aAktin und des Cy3-
Farbstoffes, (B): Fluoreszenzsignale des Cy3-Farbstoffes, (C): Fluoreszenzsignale des SM-aAktin. Abk.: bro: Bronchiolus,

In Abbildung 30 ist ebenfalls ein sehr deutliches gelbliches ringférmiges Fluoreszenzsig-
nal der glatten Muskulatur im Bereich der Bronchioli der Lphn3 Knock-In Tiere durch das
SM aAktin zu erkennen. Dieses erscheint hier auch ein bisschen starker ausgepragt zu
sein, welches flr eine verstéarkte Auspragung der glatten Muskulatur in diesen Bereichen

der Lphn3 Knock-In Tiere sprechen kénnte.
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i

Cy3Lphn3

SM-aAktin Lphn 3

Abbildung 30 Immunfluoreszenz eines Lphn3 Knock-In Tieres: (A): Fluoreszenzsignale des SM-aAktin und des Cy3-
Farbstoffes, (B): Fluoreszenzsignale des Cy3-Farbstoffes, (C): Fluoreszenzsignale des SM-aAktin. Abk.: bro: Bronchiolus,
a: Alveole.

In der Zusammenschau der Immunfluoreszenzen der verschiedenen Lungengewebs-
schnitte unter Berlcksichtigung der hier verwendeten Antikorper, lasst sich die glatte
Muskulatur im Bereich der Bronchioli eindeutig darstellen. Latrophilin 2 kann hier im Be-
reich der Basalmembran vermutet werden, jedoch gelingt es anhand der hier durchge-
fuhrten Immunfluoreszenz nicht, eine eindeutige Aussage Uber die Lokalisation des

Latrophilin 3 treffen zu kdénnen.
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3.3 Latrophilin 3 Knock-Out

Ein weiterer zentraler Aspekt dieser Arbeit ist der Versuch, Aussagen dariber treffen zu
koénnen, welchen Einfluss bzw. moglichen Auswirkungen das Ausschalten des fir Lphn3
kodierenden Genabschnitts auf die potenziell regulatorische Expression von Lphnl und
Lphn2 haben kann. Hierfur werden die Tiere genetisch modifiziert und der Lphn3 kodie-
rende Genabschnitt Cre-vermittelt ausgeschaltet (Lphn3 Knock-Ourt).

Die Tiere wurden von Dr. Maxeiner zur Verfiigung gestellt und wie bereits auf Seite 58
erlautert, miteinander verpaart.

Die Lphn3 Knock-Out Tiere mussen nun vorerst als solche identifiziert werden, wobei

der Fokus zunachst auf der Etablierung geeigneter PCR Bedingungen lag.

3.3.1 Identifizierung der Lphn3 Knock-Out-Tiere

Mit Hilfe der PCR und der Oligonukleotid-Primerkombination aus MX14656 und
MX15659 werden die Lphn3 Knock-Out-Tiere identifiziert. Um beurteilen zu kénnen, ob
es sich hierbei um ein homozygotes oder heterozygotes Tier in Bezug auf das ausge-
schaltete Lphn3-Allel handelt, werden fir jede Probe sowohl die Knock-Out-PCR als
auch die Wildtyp-PCR durchgefihrt. Anhand der hier als sicher identifizierte Knock-Out
und Wildtyp-Tiere erfolgt die Probenauswabhl fir die weiteren Versuche.

Etablierung der Lphn3 Knock-Out-PCR

Das Verfahren der Knock-Out-PCR kann durch verschiedene Einflussvariablen und
Komponenten beeinflusst werden. Da noch kein etabliertes Verfahren hierzu vorliegt, gilt

es die Einflussvariablen in dieser Arbeit zu identifizieren und zu optimieren.

Methodik:

Eine dieser veranderbaren Einflussvariablen der PCR stellt die Methodik an sich dar. Die
optimale Reaktionstemperatur ist hierbei von besonderer Bedeutung.

Wie in Kapitel 2.2.2 erlautert, gliedert sich der Ablauf der PCR in drei sich zyklisch wie-
derholenden temperaturabhé@ngigen Reaktionsschritten

Hier ist ein besonderes Augenmerk auf den zweiten Reaktionsschritt der PCR — die
Primer-Anlagerung — zu legen. Dieser ist von der Reaktionsweise der hier verwendeten

Oligonukleotid-Primer abhangig.
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Um in diesem Reaktionsschritt nun die optimale Temperaturbedingung fur die Amplifi-
zierung der DNA-Sequenzen etablieren zu kénnen, wird ein Temperaturgradient pro-
grammiert.

Der Gradient wurde wie folgt eingestellt (in °C): 56/ 56,7/ 57,9/ 59,8/ 62,1/ 64/ 65,3/ 66.
Nachdem reprasentativ die Gleiche DNA-Probe unter den verdnderten Reaktionsbedin-
gungen amplifiziert wurde, zeigte sich, das beste Bandensignal in der darauffolgenden
Agarose-Gelelektrophorese bei den Temperaturen von 57,9°C und 59,8°C (Abbildung
31).

Hieraus ergibt sich die Erkenntnis, dass die optimale Reaktionstemperatur fiir die Primer-
Anlagerung der hier verwendeten Oligonukleotid-Primer unter 60°C liegt. Daher wurde
im Folgenden ein Kompromiss bei 59°C gewahlt. Diese Temperatur findet somit in den
darauffolgenden Reaktionen Anwendung und wird in das Programm etabliert.

i -

56°C 56,7°C 57,9°C 59,8°C 62,1°C 64°C 65,3°C 66°C

Abbildung 31 Etablierung der PCR-Methodik anhand eines Temperaturgradienten in der Lphn3 Knock-Out PCR (Oligo-
nukleotid-Primerkombination aus MX14656 und Mx14659) mit einfach konzentrierter Tag-Polymerase (PL: Probenleiter)
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Material:

Das optimale Bandensignal der Agarose-Gelelektrophorese, in Bezug auf die Intensitét,
ist neben der optimalen Methodik auch von dem Material, genauer gesagt von den ver-
wendeten Reagenzien und dessen Konzentrationen abhangig.

Um diese fur die Reaktion optimieren zu kdnnen, wurden hierfir bei optimaler Methodik
- einer Primer-Annealing Temperatur von 59°C - unterschiedliche Konzentrationen der
Tag-Polymerase #2 (einfach, 2-fach und 4-fach) im Vergleich zu der einfach konzentrier-
ten Tag-Polymerase (#1) aufgetragen (Abbildung 32).

Der Unterschied zwischen diesen beiden Tag-Polymerasen besteht lediglich in einer et-
was unterschiedlichen Aufreinigung dieser. Es handelt sich nicht um eine kommerzielle
Polymerase, sondern um eine in E. coli Kulturen zur Auspragung gebrachten DNA-
Polymerase, deren Qualitét je nach Herstellungszeitpunkt variieren kann.

Es zeigt sich hier, dass die 4-fache Konzentration der Tag-Polymerase #2 das beste

Bandensignal liefert. Sie wird somit fur die weiteren Durchfihrungen der PCR eingesetzt.

Taq (#2) einfach Taq (#2) 2-fach Taq (#2) 4-fach Taq (#1) einfach

Abbildung 32 Etablierung der PCR anhand des Materials bzw. der Reagenzien (Tag-Polymerase): Konzentrationsunter-
schiede in der Lphn3 Knock-Out PCR - Cre-Rekombinase Gen Nachweis- (CZ805/CZ806 Primer) durch 4-fache Auftra-
gung einer Wildtyp-DNA Probe (86) und zwei KO-DNA Proben (87/88) im Vergleich zu einer negativ Kontrolle (keine
DNA), je mit der Tag-Polymerase#2 in ein-,2- und 4-facher Konzentration und der Taqg-Polymerase (#1) in einfacher
Konzentration. (PL: 100 bp Probenleiter mit *500 bp)

Ein weiterer moglicher veranderbarer Reaktionsansatz zur Optimierung des Bandensig-
nals stellt die Verwendung der ,DreamTaq-PCR"-Reagenzien (Thermo Scientific) dar.
Dies ist ein kommerzielles PCR-Reaktionsansatz-KIT, in dem fir einen einfachen Reak-
tionsansatz die Komponenten, wie in Tabelle 19 beschrieben, hinzufugt werden. Der
DreamTaq-Buffer enthélt bereits MgClz, Betaine, DMSO und BSA.
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Reagenz Konzentration Menge (ul)
DreamTaq Buffer 10x 2,5
dNTPs 25 mM 0,2
Oligonukleotid-Startermolekl 1 100 pMm 0,2
Oligonukleotid-Startermolekdl 2 100 pMm 0,2
DreamTag-DNA-Polymerase N/A 0,2

Tabelle 19 Einfacher Reaktionsansatz der DreamTag-PCR

Durch die Verwendung der DreamTag PCR-Reagenzien kénnen zuvor unklare
Bandensignale in der Knock-Out-PCR als auch in der Wildtyp-PCR durch intensivere
bzw. eindeutigere Bandensignale bestatigt werden. Abbildung 33 zeigt exemplarisch
den Vergleich einer zuvor unklaren Wildtyp-PCR der Tiere #292-301 zur deutlicheren
Wildtyp-PCR unter Verwendung des DreamTaqg-Reagenzien-KITs.

Somit kann den M&usen #292-300 eindeutig ein Wildtyp-Allel zugeordnet werden.

ol (

o R o e e S ey W
—— O

s
A,

S— “_,“m_“M A A W oo R o

PL 292 293 294 295 296 297 298 299 300 301 292 293 294 295 296 297 298 299 PL 300

301

Abbildung 33 Wildtyp PCR der Mause #292-301 (Primer MX14656 und MX15658) mit Taq Polymerase #2 4-fache Kon-
zentration (links), Wildtyp PCR der Tiere #292-301 (Primer Mx14656 und MX15658) mit DreamTag-Polymerase (rechts)
in Negativdarstellung. (PL:100 bp Probenleiter mit *500 bp)

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die kommerziellen DreamTaqg PCR-Reagen-

zien fUr diese PCR geeigneter erscheinen.

Ergebnisse der Genotypisierung

Fur eine geeignete Probenauswahl fur die in der Arbeit folgenden Versuche, wird hier
die Genotypisierung mit Hilfe der Wildtyp- in Verbindung mit der Knock-Out-PCR
exemplarisch anhand der Tiere #292-309 aufgezeigt. (Abbildung 34 und Abbildung 35).

Ergebnisse der Wildtyp PCR

Fur die Tiere #292-300, 304, 306 und 309 lasst sich ein eindeutiges Bandensignal fur
das Wildtyp-Allel erkennen (.Abbildung 34).

Seite 82



Ergebnisse

Abbildung 34 Wildtyp PCR (Oligonukleotid-Primer Kombination MX14656 und MX14658) der Tiere #300-309 mit sichtba-
rer Wildtyp-Bande im Bereich von 318 kDa, aufgetragen neben einem 100 Basenpaarleiter (PL: Probenleiter mit * 500
bp) — Referenzbanden.

Ergebnisse der Knock-Out-PCR

Abbildung 35 Knock-Out-PCR (Oligonukleotid-Primer Kombination MX14656 und MX14659) der Tiere #292-309 mit sicht-
barer Lphn3 Knock-Out-Bande im Bereich von 601 kDa, aufgetragen neben einem 100 Basenpaarleiter (PL: 100 bp
Probenleiter mit * 500 bp) - Referenzbanden.

Erkennen lasst sich hier fir die Tiere #294-296, 298, 301-303, 305, 306, 308 und 309

ein Bandensignal fir das KnockOut-Allel.

In der Zusammenschau der beiden hier durchgefihrten PCR Verfahren (Wildtyp- und
Knock-Out-PCR) und erganzender Verifizierung unklarer Bandensignale mit Hilfe der
DreamTag-PCR, ergeben sich fir die hier exemplarisch dargestellte Genotypisierung
der Tiere #292-309 folgende Allel-kombinationen:

= Homozygoter Wildtyp der Tiere #292, 293, 297, 299, 300 und 304

= Homozygoter Knock-Out der Tiere #301-303, 305 und 308

= Heterozygoter Genotyp (Wildtyp/ Knock-Out) der Tiere #294-296, 298, 306 und

309.

Der Genotyp des Tieres #307 ist anhand der hier durchgefuhrten PCR-Verfahren unklar

und fallt somit nicht in die Probenauswahl.
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3.3.2 RT-gPCR - Lphnl, 2 und 3 Transkriptmengen: Vergleich
zwischen Lphn3 Knock-Out- und Wildtyp-Tieren

In Abbildung 36 werden die Transkriptmengen der einzelnen Latrophiline (Lphnl, Lphn2
und Lphn3) in Lphn3 Knock-Out-Tieren mit der Transkriptmenge dieser in Lphn3 Wild-
typ-Tieren verglichen.

Die Auftragung der RNA-Proben ist hier nicht als Triplett, sondern 4-fach erfolgt.
Analysiert werden hier vier Lphn3 Knock-Out-Tiere (n=4), die mittels der etablierten
Lphn3 Knock-Out-PCR, wie auf den Seiten 79-82 beschrieben, definitiv als Lphn3
Knock-Out-Tiere identifiziert werden konnten. Im Vergleich dazu sind die Lphn-Tran-
skriptmengen aus vier Lphn3 Wildtyp-Tieren aufgetragen (n=4).

In dieser RT-gPCR ist zu erkennen, dass es bei den Lphn3 Knock-Out-Tieren zu keiner
signifikanten Veranderung der Lphnl und auch Lphn2 Transkriptmengen im Vergleich
zu den Transkriptmengen derselben Latrophiline in den Wildtyp-Tieren kommt. Der t-
Test ergibt hier jeweils einen p-Wert > 0,05. Somit ist bei den Lphn3 Knock-Out-Tieren
kein signifikanter Anstieg der Lphnl- und Lphn2-Transkriptmengen im Sinne einer in

Frage kommenden kompensatorischen Hochregulierung dieser zu verzeichnen.
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Abbildung 36 RT-qPCR Vergleich der Transkriptmengen des Lphnl, Lphn2 und Lphn3 in Lphn3- Knock-Out Tieren im
Vergleich zu Lphn3 Wildtyp-Tieren. Statistische Darstellung der Mittelwerte und SEM unter Verwendung des t-Tests
(zweiseitig bei gleicher GruppengréfRe mit n=4). Statistisch nicht signifikant (ns bei p>0,05), signifikant (* bei p<0,05) und
hoch signifikant (** bei p<0,01).
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In Bezug auf die Lphn3-Transkriptmenge lasst sich jedoch eine Transkriptmengenreduk-
tion auf knapp 50% bei den Lphn3 Knock-Out-Tieren im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren
verzeichnen. Somit ist die Latrophilin 3 Transkriptmenge in den Knock-Out Tieren hoch

signifikant vermindert. Der t-Test ergibt hier einen p-Wert < 0,01.
Da in den Lphn3 Knock-Out Tieren jedoch Lphn3-Transkriptmengen vorhanden sind,

lasst sich nicht ausschliel3en, dass Lphn3 Proteine noch durch andere Splei3varianten
oder Gensequenzen kodiert werden koénnten, die final jedoch nicht exprimiert werden.
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4 Diskussion

4.1 Ergebnisbewertung in Bezug auf die aktuelle Forschung

Die Labormaus (Mus musculus), die bereits seit dem 17. Jahrhundert als Versuchstier
verwendet wird, stellt ein haufig verwendetes und wichtiges Versuchstier in der biome-
dizinischen Forschung dar und tragt maf3geblich zum Verstandnis vieler biomolekularen
Mechanismen bei [58]. M. musculus ist dementsprechend auch ein wichtiges Tiermodell,
welches haufig fir die Untersuchung der Lungenphysiologie und Pathophysiologie ver-
wendet wird und bereits zu vielen Fortschritten in der biomedizinischen Forschung bei-
getragen hat [38].

Jedoch sollten signifikante Unterschiede, neben dem betrachtlichen GroRen- und Form-
unterschied, in der anatomischen Organisation, Gewebsverteilung und Zellzusammen-
setzung beriicksichtigt werden.

Wahrend die anatomischen Strukturen der humanen Lunge bereits in Kapitel 1.3.1 und
1.3.2 ausfihrlich beschrieben sind, werden hier kurz die wichtigsten Unterschiede zu der
murinen Lunge aufgezeigt [38].

Die murine Lunge besteht aus einem grof3en linken und vier kleineren rechten Lungen-
lappen. Die rechten Lungenlappen werden als oberer, mittlerer, unterer oder assessori-
scher (postkavaler) Lungenlappen bezeichnet [58].

Bei der Maus werden zudem keine weiteren Einteilungen der Lungeneinheiten vorge-
nommen, sodass auch die knorpeligen Anteile der Atemwege mit den Lappenbronchien
enden. AulRerdem ist die Verzweigung des murinen Bronchialbaums asymmetrischer
und geringer ausgepragt, als die des Menschen und umfasst nur 13-17 Verzweigungen.
Hier verlauft entlang des Lappens eine zentrale Bronchiole, die sich in mehrere, laterale
Bronchiolen bis hin zu den terminalen Bronchiolen aufzweigt, die dann an der broncho-
alveolaren Verbindung rasch in die am Gasaustausch teilnehmenden Alveolargénge
Ubergehen. Die luftleitenden Atemwege sind bei der Maus vornehmlich mit Flim-
merepithel und Keulenzellen ausgekleidet, wobei Basal- und schleimproduzierende Zel-
len fehlen bzw. nur selten anzutreffen sind [38].

Fur die Pathophysiologie des Asthma bronchiale sind vor allem die im Folgenden ge-
nannten Aspekte malf3geblich von Bedeutung:

Die murinen Atemwege weisen einen deutlich geringeren Anteil an glattem Muskelge-
webe auf [19].
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Des Weiteren unterscheidet sich die bronchiale Reaktionsfahigkeit sowie auch die Ent-
ziindungsmechanismen und -mediatoren, die den Tonus der glatten Atemwegsmuskel-
zellen regulieren, bedeutend von denen des Menschen [19].

Zusatzlich gibt es zwischen Maus und Mensch teilweise deutliche Expressionsunter-
schiede mancher aGPCRs zu verzeichnen [17]. Dieses sollte im Allgemeinen zusammen
mit den oben erwahnten Unterschieden in der Lungenarchitektur, mit besonderem Au-

genmerk auf den glatten Muskelgewebsanteil, berticksichtigt werden.

Im Vergleich dazu haben Meerschweinchen (Cavia porcellus) in Bezug auf die Reaktion
der glatten Muskelzellen und die autonomen Reflexe eine bedeutendere Néhe zum Men-
schen [19]. C. porcellus wird bereits seit ca. 200 Jahren in der biomedizinischen For-
schung, u.a. in Bereichen der Anaphylaxie, Infektiologie und immunologischen For-
schung, als Versuchstier eingesetzt und konnte in den dazu durchgefihrten Studien
mafgeblich zum Verstandnis einiger molekularen Mechanismen beitragen [46].

So konnte C. porcellus auch bereits in der Asthma Forschung erhebliche Beitrage leisten
[46], weshalb es nicht verwunderlich ist, dass bereits Meerschweinchen Asthmamodelle
etabliert wurden [19].

Jedoch ging der Anteil an Meerschweinchen Tierversuchsmodellen in letzter Zeit stark
zurtick [46], da bei Meerschweinchen nicht zu vernachlassigende Einschréankungen in
der Forschung vorhanden sind [37]. So sind zum einen die biologischen Techniken bei
Meerschweinchen weniger entwickelt und zum anderen kénnen bei Mausen und Ratten
bereits erfolgreich zahlreiche genetische Modifikationen durchgefuihrt werden, welche
bei Meerschweinchen noch nicht in solch einem hochentwickeltem Mal3e etabliert wer-
den konnten [37], [46].

So werden bei M. musculus haufig Genommaodifikationen durch zielgerichtete Genmu-
tationen, -deletionen oder -insertionen durch das Einfiigen von Transgenen mittels ho-
mologer Rekombination erzielt [58].

So ist auch in dieser Arbeit das Genom von M. musculus durch Cre- vermittelte homo-
loge Rekombination zum Lphn Knock-In oder Knock-Out modifiziert worden (analog zu
[1], [41]). Diese genetische Modifikation dient in dieser Arbeit vorrangig dazu, ein besse-
res Verstandnis uber Latrophiline, ihre Expression und Lokalisation im Lungengewebe
erlangen zu kdnnen.

Dementsprechend ist hier der Lphn3 kodierenden Exonsequenz ein HA-Tag angehangt
worden, der somit transkribiert und translatiert wird und dessen Expression am N-Ter-

minus durch einen HA-Antikodrper sichtbar gemacht und Giberwacht werden kann [41].
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In dem fir das Lphn2-Protein kodierenden Genabschnitt ist die kodierende Sequenz ei-
nes Markerproteins namens ,mVenus’, das sich vom endogenem GFP ableitet, eingeflgt
worden, dessen Auspragung sich durch die Verwendung eines GFP-Antikdrpers am C-
Terminus darstellen lasst [1], [41] (Abbildung 37).
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Abbildung 37 modifiziertes Lphn 3 Protein (links) mit detektierbarem Ha-Tag und modifiziertes Lphn 2 Protein (rechts) mit
detektierbarem endogenem 'mVenus', frei nach [1], [41].

Lphn3 Knock-Out Tiere erhielten einen doppelten HA-Tag mit eingeftigten FRT und
LoxP Stellen, die Cre- und Flp-vermittelt die Deletion des Lphn3 kodierenden Genab-
schnitts generieren. So kann die Abwesenheit des Lphn3 Proteins gezielt durch die
Verwendung spezifischer Antikorper tberwacht werden.

4.1.1 Expression und Lokalisation der Latrophiline in der Lunge

Latrophiline gehdren zu der Gruppe der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, genauer
gesagt zu den Adhasions-G-Protein-gekoppelten Rezeptoren [34], [36]. In zahlreichen
Vorarbeiten sind bereits viele physiologische Funktionen und Auswirkungen von dysre-
gulierten und pathophysiologischen Zustanden verschiedener GPCR beschrieben wor-
den, die somit einen wichtigen pharmakologischen Angriffspunkte zur Regulierung und

Modifizierung zellularer Mechanismen darstellen [14].
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Auf Grund der Entdeckungsgeschichte der Latrophiline Gber a-Latrotoxin und dessen
Wirkung auf das periphere Nervensystem lber Neurotransmitter-Freisetzungen in den
verschiedensten Arten von Synapsen, sind diese bisher vorwiegend neurozentrisch
erforscht worden [34].

Sie sind jedoch auch bereits in ihren verschiedenen Isoformen durch ihren mRNA- oder
Proteingehalt in mehreren Geweben nachgewiesen worden. So konnten diese u.a. auch
in der Lunge detektiert werden und mit besonderem Augenmerk auf Lphn3, ebenfalls mit
pulmonalen Erkrankungen, wie Asthma bronchiale in Verbindung gebracht werden [11],
[31].

Dieser potenzielle Zusammenhang wird unter anderem durch eine erhgohte Expression
von Lphn3 (und Lphnl) in den glatten Muskelzellen der Atemwege bei Patienten mit
Asthma bronchiale im Vergleich zu gesunden Patienten beschrieben. AuRerdem wird
eine erhohte Bindungsrate der glatten Muskelzellen zum Latrophilin Liganden FLRT3
beschrieben, dessen Interaktion mit einer Verstarkung der Adhasion und Proliferation,
sowie einer verstarkten Kontraktion assoziiert ist, wie sie beim Asthma bronchiale typisch
ist [11], [31]. Des Weiteren wird diese erhdhte Expression mit einer verstarkten Inter-
aktion und Adhasion von Entziindungszellen bzw. Entzindungsmediatoren assoziiert,
wie sie bei einer Atemwegsentziindung vorkommen [11].

Die klinisch bewiesene Wirksamkeit eines rekombinanten humanen Lphn3-Antikorpers
durch dessen positive Wirkung in Bezug auf die Regulation von Adhdasion, Proliferation
und Kontraktion der glatten Atemwegsmuskelzellen, sowie die Einflussnahme auf die

Expression von Entziindungsmediatoren bestarkt den vermuteten Zusammenhang [31].

Um ein genaueres Verstandnis Uber Latrophiline, dessen Expression und Lokalisation in
der Lunge und somit ihrer moglichen Korrelation zur Pathophysiologie des Asthma bron-
chiale erhalten zu kdnnen, ist in dieser Arbeit, mit Fokus auf Lphn3, der mRNA- und
Proteinnachweis in der Lunge gelungen und konnte durch die Préparation der Lunge in
verschiedene Abschnitte (siehe Kapitel 3.2.1) genauer differenziert werden. So werden
hier in einem Lphn3 Knock-In Tier die Transkriptmengen der verschiedenen Latrophilin-
Isoformen in verschiedenen Abschnitten nachgewiesen und im Vergleich zueinander
dargestellt. Die Lphnl Transkriptmenge war in den hier praparierten Abschnitten gleich-
ermafllen nachgewiesen worden, wobei die Lphn2 Transkriptmenge im Abschnitt
,1rachea“ hoch signifikant zu den Abschnitten ,Margo“ und ,Rest* vermindert war.

Die Lphn3 Transkriptmenge war im Abschnitt ,Trachea“ ebenfalls signifikant vermindert.
Diese Ergebnisse decken sich mit bisherigen Ergebnissen aus anderen Arbeiten zur

Transkription in der Lunge, wurden jedoch differenzierter betrachtet.
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Sie bestatigen den mRNA-Nachweis der Latrophiline in der Lunge [17] und zeigen zu-
satzlich erstmalig einen mRNA-Nachweis in der Trachea.

Des Weiteren gelang der Proteinnachweis im Western Blot fiir Lphn3 in den Abschnitten
.Margo“ und ,Rest, jedoch nicht in der Trachea. Der fehlende Lphn3 Proteinnachweis
koénnte erganzend zu der Arbeit von Faiz et al. (2017) die Vermutung unterstiitzen, dass
der endogene Lphn3-Ligand FLRT3 die Kontraktion der glatten Atemwegsmuskelzellen
in der Trachea uber einen indirekten Acetylcholin-Neurotransmitterfreisetzungsmecha-
nismus fordert und nur direkt auf die Atemwegsmuskelzellen in der Lunge wirkt.

In dieser Arbeit gelang es ebenso, einen immunhistochemischen Nachweis des Lphn3
Proteins in der Lunge, durch eine vorherige Etablierung mittels Reduzierung der Hinter-
grundsignale, Hitze-induziertes Epitop Retrieval (HIER) und optimierter Antikdrperkon-
zentration, aufzuzeigen. Hier zeigten sich immunhistochemische Préazipitate im Bereich
der Bronchien, Bronchioli und Alveolen. Dies steht im Einklang zu den hier detektierten
Transkriptmengen im Abschnitt ,Margo*“, der vornehmlich Alveolargewebe enthalten soll,
und dem Abschnitt ,Rest”, in dem Anteile des respiratorischen und konduktiven Trakts
vorhanden sein sollen. Diese Ergebnisse waren vereinbar, mit der bisher von Faiz et al.
vermuteten Lokalisation der Lphn3 Proteine in den glatten Muskelzellen der Atemwege.
Der Versuch Lphn3 in der Immunfluoreszenz nachzuweisen, und die Lokalisation mit
den glatten Muskelzellen in Verbindung zu bringen, gelang hier jedoch nicht. Es zeigten
sich fUr Lphn3 lediglich unspezifische Signale, die einen ausschlie3lichen Nachweis in
der glatten Muskulatur der Atemwege nicht mdglich machten.

Fur Lphn2 sind hier jedoch spezifische Signale im Bereich der Basalmembran detektiert
worden, dessen Funktion in der zuklnftigen Forschung einer weiteren Aufschllisselung
bedarf.

Im Hinblick auf den potenziellen Zusammenhang zwischen Latrophilin 3 und patho-
physiologischen Mechanismen der Erkrankung Asthma bronchiale, kdnnen zukinftige
Forschungen in Bezug auf die Ausschaltung des Proteins von Bedeutung sein.

Hierfir sind genetisch modifizierte Lphn3 Knock-Out Tiere generiert worden, die zu-
nachst zweifelsfrei anhand einer hierfur etablierten PCR identifiziert werden mussen.
Dies wird in dieser Arbeit durch optimierte Reaktionsbedingungen anhand von Material
und Methodenmodifikationen erreicht.

Eine neue Erkenntnis in dieser Arbeit liefern die im Knock-Out Tier detektierten Lphn-
Transkriptmengen. Es zeigt sich keine kompensatorische Hochregulierung der Lphnl
und Lphn2 Transkriptmengen im Vergleich zu einem Wildtyp-Tier. Der Lphn3 mRNA Ge-
halt ist hier jedoch signifikant um 50% vermindert. Dies wirft die Frage Uber alternative
SpleiBvarianten des Lphn3 Proteins auf, die final jedoch nicht exprimiert wiirden und

lasst diese Diskussion fur zukinftige Forschungen offen.
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Zusammenfassend kénnen die Ergebnisse dieser Arbeit als solche angesehen werden,
die einen Teil zum besseren Verstandnis der Latrophiline, seiner Expressionsverhalt-
nisse und seiner Lokalisation in der Lunge, mit Hauptaugenmerk auf das Lphn3 Protein,
beitragen kénnen.

Es bleiben jedoch noch Fragen Uber die genaue Lokalisation, physiologische Funktion
und pathophysiologischen Zusammenhang der Latrophiline in der Lunge offen, die es
bedarf, im Rahmen von potenziellen zukinftigen Forschungen, wie sie u.a. in Kapitel 4.2
und 4.3 angedeutet werden, diskutiert zu werden.

4.1.2 Signalwege und Interaktionsproteine

Wie bereits in Kapitel 1.1.2 erlautert sind aGPCRs und ihre Signalwege in der Regulie-
rung des physiologischen Gleichgewichtes, durch ihre zentrale Funktion in der Kommu-
nikation zwischen Zellen und Geweben, von groRer Bedeutung. Sie regulieren und be-
einflussen somit maf3geblich die Zellphysiologie und werden damit als Schnittstelle zwi-
schen physiologischen und pathologischen Zustéanden angesehen [29].

Um diesen Zusammenhang genauer aufzeigen und verstehen zu kénnen, ist eine Auf-
klarung der Signalwege unumganglich. So sind bereits zahlreiche Versuche anhand ver-
schiedener Modellorganismen [27] unternommen worden, die GPCR-Signalisierungs-
wege zu entschlisseln [33]. Die Signalisierungskonzepte verschiedener GPCRs werden
bisher oft anhand von Methoden beschrieben, die auf Ebene der second messenger,
wie z.B. anhand der Detektion einer cAMP-Veréanderung [33], [27] funktionieren und so-
mit Rickschlisse auf beteiligte und/ oder gekoppelte Rezeptoren und Proteine zulasst
[33].

Wie bereits beschrieben, werden die aGPCR an ihrer autoproteolytischen GPS-Stelle
wahrend der Biosynthese gespalten, sodass die nicht-kovalent gebundenen Fragmente
CTF und NTF entstehen [33]. Diese Aktivierung durch die Fragmentdissoziation initiiert
bzw. férdert die Signallbertragung der aGPCR [56]. Sie ist jedoch nicht fiir jede Aktivie-
rung bzw. jeden Signalweg erforderlich [44].

Fur eine verstarkte Signallibertragung ist das unmittelbar der GPS-Stelle folgende Pep-
tidsegment, auch als Stielpeptid, ,Stachel oder TA (engl.: tethered agonist) bezeichnet,
als interner Agonist und somit Aktivator der aGPCR maligeblich von Bedeutung [33].
Anhand dieser Erkenntnis und dem bedeutenden methodischen Fortschritt konnte in
neusten Forschungsergebnissen fir Lphn3 neuronal die Aktivierung von Giz1z und Gq

Signalwegen beschrieben werden [33], [56].
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GPCR, die bisher bekanntermaf3en ihre Wirkung Uber den Gi2n3 Signalmechanismus
entfalten, regulieren sogenannte Rho-GEFs (Rho-Guanin-Nukleotid Austausch-
faktoren), die RhoA, eine kleine GTPase aus der Ras-Familie, aktivieren. Diese wiede-
rum reguliert Uber verschiedene Mechanismen, u.a. die Aktivitatsregulierung der Rho-
Kinase und Myosin Phosphatase, zahlreiche zellulare Funktionen. Hier werden vor allem
Migration, Adhasion, Formanderungen und Kontraktion genannt [33], [59].

Da bereits viele aGPCR, die an G213 Rezeptoren koppeln, so wie in diesem Falle ihre
Wirkungen ebenfalls tUiber G4-Signalwege entfalten [33], ist ein mdglicher Synergismus
zu diskutieren [59].

Wie zudem vorher in Kapitel 1.2.1 erwahnt, kdonnen Latrophiline drei Klassen von
Proteinliganden binden. Zu diesen Interaktionsproteinen werden bisher Teneurine,
Neurexine und FLRTs gezahlt, welche mit der Lectin-ahnlichen bzw. Olfactomedin-
ahnlichen Domane der Latrophiline interagieren kénnen [56], [33]. Es wird vermutet,
dass durch die Bindung dieser Interaktionsproteine Konformationsmodulationen vermit-
telt werden, die folglich Signaltransduktionen induzieren konnen [56] und somit viele phy-
siologische Prozesse wie u.a. die Synapsenbildung, -morphologie und -stabilisierung
steuern, sowie auch durch die Einflussnahme auf die Aktin-Zytoskelettdynamik in Bezug
auf Zellwachstums- und Adhéasionsereignissen [33] beitragen kénnen.

Hervorgehoben werden soll hier auch besonders die Interaktion des Liganden FLRT3
mit Latrophilin3, dessen Wechselwirkung eine bedeutende Rolle in der Regulation der
glatten Atemwegsmuskulatur, in Bezug auf Kontraktion, Proliferation, Remodeling- und
Adhasionsfunktionen erflillen soll. Somit wird dieser auch in der Pathophysiologie des
Asthma bronchiale eine entscheidende Bedeutung zugeschrieben [11], [31].

Der Mechanismus dieser physiologischen Prozesse bleibt bisher nur unvollstandig ver-
standen. Jedoch zeigen Lphn2 und Lphn3 in hippocampalen Synapsen eine typische
GPCR-AKktivitat, die Einfluss auf den cAMP-Spiegel haben und somit vermutlich einen
klassischen GPCR-Signalweg aktivieren, um regulatorische Funktionen vermitteln zu
konnen. Hier liegt die Vermutung nahe, dass die Lphn-Signale hdochstwahrscheinlich
kontextabhangig durch Wechselwirkungen mit Interaktionspartnern, die es teilweise
noch zu identifizieren gilt, in spezifische Aktivitaten tbersetzt werden konnten [40].

In vorherigen Arbeiten ist fur Lphn3 im Pankreas bspw. eine Aktivierung Gi-Signalweg
beschrieben, die mit den 0.g. CAMP Detektionen Ubereinstimmen kdnnten.

Hier sind jedoch auch bereits Vermutungen tber den Einfluss von verschiedenen gewe-
bespezifischen Spleidvarianten und dementsprechend Aktivierungsmodi und Signal-

wege aufgestellt worden [51].
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Des Weiteren haben neuere Erkenntnisse ergeben, dass das Latrophilin Homolog
Latrophilin/dCIRL in Drosophila melanogaster mechanosensorische Eigenschaften
besitzt und durch die Umwandlung von mechanischen Signalen in intrazellulare Reakti-
onen, eine bedeutende Rolle in der Verarbeitung von mechanischen Reizen spielt [8],
[27], [43], [44]. Diese umfassen Bertuhrungen, Dehnungen/ Verformungen, sowie Propri-
ozeption als auch die Nozizeption [8].

Mehrere Studien deuten darauf hin, dass Lphn/dCIRL durch mechanische Belastungen
und Scherkrafte entweder eine Entfernung des NTF oder die mechanisch induzierte Kon-
formationsanderung der extrazellularen Doméane zur ,TA'-Freilegung fuhrt und somit die
Signalgebung aktiviert oder diese ,TA' unabhangig beeinflusst [33].

Diese Lphn/ dCIRL vermittelte Signalisierung bedingt laut neuster Studien eine erhohte
cAMP- abhangige Neuronensensibilitédt und somit auch Mechanosensitivitat, die der Sig-
naldiskriminierung dienen und einen entscheidenden Einfluss auf die Nozizeption haben,
in dem sie durch einen veranderten cAMP-Spiegel die Aktivitat von Nozizeptoren regu-
lieren kdnnen [8]. Es besteht durchaus die Mdglichkeit, dass die Liganden ihre Wirkung
durch Wechselwirkungen mit den Latrophilinen entfalten, als auch die Einflisse von me-
chanischem Stress mitunter ebenfalls Uber die 0.g. Signalwege laufen kénnen [33], [56].
Zusammenfassend lasst sich vermuten, dass Latrophilin Fragmentdissoziationen und
somit Aktivierungsmechanismen durch Liganden und mechanischen Stress vermittelt
werden kdnnen. Jedoch ware ein vollstandiges Verstandnis Uber die beteiligten Signal-
transduktionswege und Aktivierungsmechanismen wiinschenswert [56]. Des Weiteren
wird eine Vielzahl an Interaktionspartnern (Effektoren/ Modulatoren und Regulatoren)
mit oftmals noch unklarer Interaktionsbedeutung vermutet und sind weiterhin Gegen-
stand aktueller Forschung [59].

Fur folgende Forschungen wird vorgeschlagen die Funktion der Latrophilin vermittelten
Signallibertragungsmechanismen genauer zu untersuchen. Denn diese stellen neue un-
erforschte Aspekte dar, die nicht nur im Gehirn genauer untersucht werden sollten, um
ein besseres Verstandnis Uber die damit assoziierten neurophysiologischen und -psy-
chologischen Erkrankungen gewinnen zu kénnen, sondern auch analog dazu in anderen
Geweben. Im Hinblick auf die in dieser Arbeit herausgearbeiteten Aspekte, ware hier
besonders die Funktion dieser im Lungengewebe von grofem Interesse. Die in den bis-
herigen Arbeiten vorgestellten Interaktionspartner und Signalwege der Latrophiline
maogen, vor allem im Hinblick auf den mdglichen Zusammenhang mit der glatten Mus-
kelzellkontraktion, als auch die Einwirkung mechanischer Krafte in der Lunge, erwahnt
werden, die einen neuen Ansatzpunkt bieten, neue Mdglichkeiten tiber das Verstandnis
pathophysiologischer Merkmale des Asthma bronchiale in Verbindung mit Lphn3 auf-

zeigen zu kénnen.
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4.2 Experimentdurchfihrung in aktuellem Forschungsbezug

Um die Lokalisation der Latrophiline in der Lunge genauer beschreiben zu kénnen, wer-
den in dieser Arbeit aHA und aGFP Antikorper fur die histologischen Untersuchungen
verwendet, die bereits erfolgreich in Vorarbeiten von Sando et al. (2019) in Kryoschnitten
des Gehirns etabliert wurden. Jedoch kann Wirksamkeit und somit auch die Einsatzfa-
higkeit des Antikorpers in Bezug auf unterschiedliche Gewebe variieren. Auf Grund des-
sen wird in diesem Kapitel auf Etablierungsmoglichkeiten der Verfahren eingegangen.

4.2.1 Immunhistochemische Reaktionen: Vergleich von IHC und

IF-Strategien

Wie bereits erwdhnt, dienen Immunhistologische Untersuchungen zum Nachweis und
zur Positions- bzw. Lokalisationsbestimmung von Proteinen und weiteren Antigenen.
Dieser Nachweis kann chromogen (IHC) oder fluoreszierend (IF) erfolgen. Je nachdem
kénnen diese fur optimale Ergebnisse nach unterschiedlichen Ansatzen etabliert wer-
den. Das Ergebnis kann u.a. durch die Gewebeverarbeitung (Fixierung und Einbettung),
dementsprechend von Antigen-Retrieval Methoden als auch durch den Antikérper an
sich beeinflusst werden [67].

Die hier verwendeten Antikdrper funktionieren durch einen indirekten Lphn Nachweis
Uber die eingefiigten HA- oder GFP-Sequenzen, da ein direktes Nachweisverfahren An-
tikbrpertechnisch noch nicht entwickelt ist. Da diese im Gehirngewebe bereits erfolgreich
etabliert sind, stellt sich nun die Frage nach einer gewebsspezifischen Proteinstruktur,
die den Nachweis in der Lunge erschweren kdnnten, nach einer ungentugenden Ent-
paraffinierung oder nach unzureichenden Retrieval Methoden. Da in dieser Arbeit Lphn3
indirekt durch den hier verwendeten Antikorper aHA im Western Blot erfolgreich im
Lungengewebe nachgewiesen werden konnte, wird der Fokus zur Optimierung im
Folgenden auf die Retrieval Methoden gelegt.

Erwahnt werden sollen hier zuséatzlich kurz die Mdglichkeiten, Signalwege der Latrophi-
line, wie sie anhand verschiedener Modellorganismen bereits durchgefuhrt werden [27],
sowie Funktionen der Latrophiline in der Lunge, analog zu [40] im Gehirn, aufzuzeigen.
Durch u.a. den beliebten Einsatz von FRET- basierten genetisch kodierten Sensoren zur
Verfolgung intrazellularer Konzentrations&nderungen von wichtigen GPCR modulierten
Botenstoffen wie bspw. CAMP oder Ca?*, konnten zahlreiche GPCR-Signalisierungskon-

zepte entschlisselt werden [27].
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4.2.2 Immunhistochemische Reaktionen: Vergleich von Antigen-
Retrieval (AR) /Epitop- Retrieval (ER) Strategien

Wie bereits auf Seite 68 im Unterkapitel ,Thermische Demaskierung [...]* erlautert, ist
die durch Hitze induzierte Antigen- oder Epitop Freilegung eine weit verbreitete Methode,
die fir histologische Gewebeuntersuchungen wie z.B. die Immunhistochemie und/ oder
Immunfluoreszenz eines standardmafig in Formaldehyd fixiertem und Paraffin einge-
bettetem Gewebe, zur Verbesserung der Antigenitat bzw. Immunreaktionen verwendet
wird.

Auf Grund der Fixierung mittels der standardmaRig verwendeten 4%-igen PFA (p-
Formaldehyd-) Fixierungsloésung, kommt es vermutlich durch diverse Vernetzungen zu
Konformationsanderungen bzw. Verénderungen der dreidimensionalen Proteinstruktur,
wodurch die Antikoérperbindungsstellen (Epitope) maskiert bzw. unzugénglich gemacht
werden und somit keine oder nur eine geringere Interaktionsmdglichkeit mit den Anti-
korpern besteht. Es kommt dementsprechend zu einer Beeintrachtigung der Zell- und
Gewebeintegritat [21].

Durch diese verlorengegangenen Immunreaktivitat auf Grund der geringeren Verfugbar-
keit der Epitope ist eine Riuckgewinnung und Wiederherstellung dieser unumganglich
und wird als Schlisselprozess fur eine optimale Immunreaktion von fixierten Geweben
angesehen [16].

Es existiert bereits eine grof3e Vielfalt an sog. Retrieval Methoden. Dies ist auch dem
Grund geschuldet, dass Proteine der unterschiedlichen Organe bzw. Gewebe zum einen
unterschiedlich auf die Gewebeaufarbeitung reagieren kénnen und somit auch zum an-
deren unterschiedliche Reaktionen auf Antigen Retrieval Methoden zeigen und dement-
sprechend eine unterschiedliche Wirksamkeit dieser auf verschiedene Proteine besteht
[13] ,[21]. Hierbei ist jedoch der genaue Mechanismus der Retrieval Methoden [26] als
auch die genaue Auswirkung der PFA Fixierung und Paraffin Einbettung [21] auf die
Proteine noch nicht vollstandig geklart und wird als komplex verstanden [13].
Zahlreiche Hitze induzierten Retrieval Methoden, sowie auch Retrieval Methoden durch
proteolytische Enzymreaktionen wurden bereits fir unterschiedliche Gewebe modifiziert
und etabliert [13], [15], [16], [21], [26], [57], wobei die Etablierung einer geeigneten Ret-
rieval Methode auf Grund der proteinspezifischen Reaktionseigenschaften meist einen

empirischen Prozess darstellt [57].
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Bei dem Hitze-induzierten Antigen Retrieval werden z.B. die Temperatur, die Wéarme-
expositionsdauer, sowie der pH-Wert und die Zusammensetzung der Antigen Retrieval
Ldsung als einen bedeutenden Faktor in Bezug auf die Effektivitat der verschiedenen
Methoden angesehen und dementsprechend proteinspezifisch modifiziert [21], [26].
Gangige Warmequellen fur diese Verfahren stellen Mikrowellen, Autoklaven, Schnell-
kochtopfe [26], Dampferhitzer [15] oder Wasserbader dar [15], [26].

Als Retrieval Losungen werden haufig Citrat-, TRIS-HCI- oder EDTA-haltige Losungen,
[26] sowie Citraconsdureanhydrid [15] als auch Kombinationen aus diesen Losungen in
unterschiedlichen pH-Stufen und Konzentrationen verwendet [26]. Des Weiteren konnen
Detergenzien, wie z.B. Ca?" Chelatbildner hilfreich sein und die Leistung verschiedener
Retrieval Methoden verbessern [21]. Nicht zu vernachlassigen ist auch der Einfluss der
verwendeten (priméren) Antikdrperkonzentrationen, die in dieser Arbeit bereits etabliert
werden konnten, sowie auch das sekundéare Detektionssystem, die fir das Ergebnis der
Immunfarbungen ebenfalls entscheidend sind [13].

Hitze-induzierte Retrieval Verfahren sind haufig mit einem Gewebeverlust assoziiert, wie
er auch in dieser Arbeit vorgekommen ist. Dieser kann bei Verfahren mit einer geringeren
Temperatur [13] aber auch durch die Verwendung von proteolytischen Enzymen verrin-
gert werden [16].

Gangige proteolytische Retrieval Verfahren, die bei PFA-fixierten und in Paraffin einge-
betteten Geweben angewendet und teilweise bereits vor dem HIER entdeckt wurden,
sind u.a. der Protease-Spaltung mittels Pepsin [16], oder Trypsin [13], [57].

Diese flhrten teilweise zu effektiveren Immunreaktionen [16], die u.a. von einer intensi-
veren Immunfarbung begleitet werden kénnen [13], [21]. Des Weiteren wurde die Hand-
habung dieses Verfahrens teilweise als einfacher und zeitlich weniger aufwandig be-
schrieben [16]. Jedoch kann es sich auch um einen schmalen Grat zwischen Effektivitat,
fur die besonders die Expositionsdauer der Fixierung von Bedeutung ist [13], [57], und
Ineffizienz des Verfahrens, durch Gewebezerstdrung, handeln [26].

Neben den bereits erwahnten Mdglichkeiten [16], ist ein Verfahren fiir eine verbesserte
Gewebeintegritdt mit Hilfe von mechanischer Kompression etabliert worden, die bei
effektivem Retrieval den Verlust oder die Beeintrachtigung der Gewebemorphologie
durch die erhaltende Haftung des Gewebes am Objekttrager verhindern kann [10].

Die hier erlauterten Aspekte, stellen ggf. den Bedarf weiterer Modifikationen und

Etablierungen fir potenziell verbesserungswirdigere immunhistochemische und Im-

munfluoreszenz basierende Methoden im Rahmen des 0.g. empirischen Prozesses dar.
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4.3 Potenzielle Folgeversuche

In dieser Arbeit wurde bereits ausfihrlich erlautert, dass zwischen den Latrophilinen (ins-
besondere Lphn3) und der Pathogenese des Asthma bronchiale ein potenzieller Zusam-
menhang bestehen kénnte.

Um die Beziehung zwischen den Latrophilinen und den pathophysiologischen Merkma-
len des Asthma bronchiale genauer untersuchen und herausarbeiten zu kénnen, wird
hier versucht, potenzielle Folgeversuche anhand von Asthmamodellen bei Mausen, wie
sie in mehreren Arbeiten bereits durchgefihrt wurden [24], [28], [39], [47], [50], [60], [61],

[62], [63], zu entwickeln bzw. modifizieren.

Bisher sind bereits viele verschiedene Asthma-Tiermodelle verwendet worden, um ein
genaueres Verstandnis Uber die Pathogenese und verschiedene molekulare Mechanis-
men der Erkrankung Asthma bronchiale und ihrer Subtypen zu erlangen [61], [63]. Diese
koénnen sich jedoch je nach den zu analysierenden Gesichtspunkten wie z.B. die Art der
induzierten allergischen Atemwegsentziindung oder dem Einfluss von verschiedenen
Effektor Elementen unterscheiden. So differenzieren sich diese Asthma-Tiermodelle bei-
spielsweise in dem verwendeten Allergen zur Induktion einer allergischen Atemwegs-
entziindung, dessen Dosis, Applikationsweg und -zeitraum, sowie auch in dem verwen-
deten Mausstamm [61].

Studien anhand von Asthma-Tiermodellen kdnnen unter der Anwendung verschiedener
genetischer Ansatze analysieren, wie das Vorhandensein oder das Fehlen eines pot.
Effektorelementes die Expression verschiedener Asthmamerkmale beeinflusst [62].
Anhand der Durchfuihrung solcher Versuche konnten bisher in diversen Studien bedeu-
tende Rollen einiger Entziindungszellen, sowie Effektorelemente und deren Signalwege
(v.a. eosinophile, neutrophile Lymphozyten, Mastzellen [47], [62] und diverse Interleu-
kine [24]) herausgearbeitet werden. Jedoch ist die Pathogenese des Asthma bronchiale
noch nicht vollstandig aufgeklart [24], [28], [47], [60], [61], [62], [63].

Hauptsachlich werden zwei Verfahren angewendet, um eine entziindliche Atemwegs-
reaktion zu induzieren. Auf Grund dessen werden im Folgenden die Sensibilisierung und
Provokation durch Ovalbumin (OVA) [47], [60], [62] und Hausstaubmilbenextrakt (HDM)
der Gattung Dermatophagoides pternyssinus oder D. farinae [24], [28], [47], [61] vor-
geschlagen und ausfuhrlicher diskutiert.

Etabliert sind jedoch auch weitere Modelle, wie z.B. die Verwendung von Aspergillus
fumigatus (Af), Alternaria alternata (Alternaria Pilzextrakt), Liposacchariden (LPS) oder
Schabenextrakt (CE) [39], [61].
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Ovalbumin (OVA) ist ein kostenglnstiges Proteinantigen, welches haufig in Studien zur
Induktion von Allergien und auch Atemwegsentziindungen in Tiermodellen verwendet
wird, da es sich gut zur Analyse der Immunantwort eignet [61].

Fur die hier diskutierten Asthma-Tiermodelle wird, analog zu den Untersuchungen von
Yao et al. (2015), eine Einteilung von Latrophilin 3 Knock-In Tiere in zwei Gruppen zum
Vergleich vorgeschlagen. Zum einen die OVA-exponierte Tiergruppe, in der eine primare
Sensibilisierung und anschliel3ende Provokation mit OVA stattfindet, zum anderen eine
Kontrollgruppe, in der selbiges jeweils ohne OVA-Exposition mit PBS durchgefiihrt wird.

Es wird ebenfalls vorgeschlagen, die Latrophilin 3 Knock-In M&use in Bezug auf ihren
MRNA Gehalt (Lphn-Transkriptmengen analog zu Kapitel 2.3) und ihrer Protein-
expression (wie in Kapitel 2.4 beschriebenen) zu untersuchen. Zusatzlich hierzu kén-
nen die Gewebe anhand Immunhistochemischer- (Kap. 2.5.2) und Immunfluoreszenz-
basierender (Kap. 2.5.3), sowie auch histologischen Untersuchungen (wie in Kapitel 4.2
diskutiert) verglichen werden.

So kann eine potenzielle Heraufregulierung, oder auch potenzielle ,Dysregulierung‘ der
Latrophiline bei einer OVA- induzierten allergischen Atemwegsentziindung analysiert
werden. Zusatzlich wird vorgeschlagen die Korrelation zwischen Latrophilinen und einer

entziindlichen Atemwegsreaktion zu analysieren (siehe unten).

Proben-

/ginsibilisierung @%@ Provokation E”tnahme
R HEER

Tag1 4 7 21 22 23 24 25 26

Abbildung 38 Vorschlag eines Ovalbumin (OVA-induziertes) Asthma Mausmodells, welches sich an den Untersuchungen
von Yao et al. (2015) orientiert [60]. Die Pfeile entsprechen der Probeentnahme an den genannten Tagen.

In dem hier im Folgenden beschriebenen Asthma-Mausmodell (Abbildung 38) wird
Ovalbumin zur Sensibilisierung den Latrophilin 3 Knock-In Tieren, zusammen mit Alumi-
niumhydroxid und PBS, dreimalig intraperitoneal (i.p.) appliziert. Exemplarisch wird hier
die Sensibilisierung an den Tagen 1, 7 und 14 mit 40 pg OVA, 4 mg AlOHz in 100 ul PBS

vorgeschlagen.
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AnschlieRend erfolgt eine Provokation der Tiere, hier exemplarisch an den Tagen 21-25
unter 30-minltiger Exposition mit aerosolisiertem OVA (5%-ig) durch ein Kammer-
Verneblersystem, dargestellt. Die Kontrolltiergruppe erhélt wie bereits beschrieben die
Sensibilisierungs- und Provokationsmaf3hahmen mit PBS.

Daraufhin kann 24 Stunden postexpositionell (Tag 26) eine Probeentnahme zur genauen
Analyse der induzierten allergischen Atemwegsentziindung erfolgen.

Wie bereits beschrieben sind jedoch auch Variationen und Modifizierungen beziglich
der Applikationsabstande, -wege (bspw. die Sensibilisierung subkutan und die Provoka-
tion intranasal) und auch Konzentrationen méglich [47], [62], [63]. So kann beispiels-
weise auch eine weitere Kontrollgruppe der Latrophilin Knock-In Tiere, analog zu der
Arbeit von Sibilano et al. (2016) [47], mit der Behandlung eines Lphn3-Antikodrpers (ent-
sprechend der Arbeit von Liu et al. (2018) [31] und methodisch vergleichbar zu den
Arbeiten von Tomlinson et al. (2010) [53]) in Betracht gezogen werden.

Um die Auswirkung von Latrophilin 3 bzw. die Korrelation zwischen Latrophilin 3 und der
zu erwartenden Atemwegsentzindung analysieren zu kdnnen, wird vorgeschlagen,
diese anhand verschiedener Parameter zu untersuchen.

Fur die Quantifizierung der induzierten Atemwegsentziindung eignet sich zum einen eine
Bestimmung der Atemwegs-Hyperreagiabilitat (AHR) in Form einer Lungenfunktions-
messung unter Metacholinprovokation in steigender Konzentration, im Vergleich zu
einem vorher bestimmten Basalwert. Diese kann nicht-invasiv, durch Provokation in
einem Einkammer Ganzkdrper-Bodyplethysmographen [60], oder invasiv anhand einer
Metacholin-Provokation von anasthesierten, tracheotomierten und beatmeten Tieren
[47], [62], erfolgen. Hierfur ist der Lungenwiderstand (R.) und die dynamische Compli-
ance (Cgyn) von besonderem Interesse, welche durch Fluss-, Druck- und Volumenmes-
sungen bestimmt werden kénnen.

Des Weiteren wird die Durchfiihrung einer Bronchoalveolaren Lavage (BAL) fur die
Untersuchung einer entzindlichen Zellinfiltration, mit Augenmerk auf die Entziindungs-
zellen (Gesamtlymphozyten, eosinophile-, neutrophile-, und basophile Granulozyten,
Mastzellen und Makrophagen), sowie Mediatoren (IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, IL-17A, INFy),
vorgeschlagen, da diese bei einer allergischen Atemwegsentziindung und somit in der
Pathogenese des Asthma bronchiale von nicht unbedeutender Relevanz sind.

So werden z.B. IL-5 [24], [61] und IL-13 [53], [52] in der Entwicklung einer AHR, IL-9 fur
die Mastzellproliferation [61], die mit ihrer Funktion mehrere Merkmale der Asthmapatho-
logie hervorrufen und beeinflussen kdnnen [47], [62], sowie IL-13 [52] und IL-17A [24]
fur die Kontraktion der glatten Atemwegsmuskulatur eine bedeutende Rolle zugeschrie-

ben.
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Die BAL-Flussigkeit kann durch Spulung der Lunge mit kaltem PBS [28], [60] oder HBSS
[47] gewonnen werden und mittels ELISA oder Zellfarbung in Kombination mit einer Zell-
Zahlungsmethode analysiert werden.

Eine Serumbestimmung von Gesamt-IgE, OVA-spezifischen IgE und IgG’s durch
bspw. retroorbitale Blutentnahme kann einen weiteren Aufschluss Uber das Ausmaf3 der
induzierten Atemwegsreaktion geben.

Zusatzlich zu den bisher erwéhnten histologischen Untersuchungen, kbnnen neben der
HE-Farbung fur die Darstellung der (Entziindungs-) Zellinfiltration, weitere Farbungen
des Lungengewebes, wie bspw. die PAS-, Masson-Goldner-Trichrom Farbung, zur Dar-
stellung des Atemweg-Remodelings unter Berticksichtigung der Kollagenfasern, muzin-
haltigen Zellen, sowie auch der Becherzellen, durchgefiihrt werden [60].

Erganzend hierzu wird eine Untersuchung der potenziellen Proliferation der glatten
Atemwegsmuskelzellen als weiterer Remodelingfaktor vorgeschlagen, die ebenfalls mit
der Latrophilin-Expression korrelieren kdnnte. Diese konnte bspw. durch histologische
Untersuchungen, wie die hier beschriebene IF der ASM (S. 76ff) durchgefuhrt werden.

Zu diskutieren gilt es bei diesem Asthmamodell, dass die die Sensibilisierung beim Men-
schen nicht intraperitoneal oder subkutan verlauft. Zudem kann die intraperitoneale
Applikation und somit Allergensensibilisierung die Immuntoleranz gegeniber diesem
fordern [61], weshalb zunehmend eine intranasale Applikation in Betracht gezogen wird.
[61], [63]. Bei einer intranasalen Applikation wird zudem die Notwendigkeit zur Verwen-
dung eines Adjuvants (meist Aluminuimhydroxid) hinfallig, wie sie bei der subkutanen
oder intraperitonealen Applikation erforderlich ist [61].

Neben der durch OVA induzierten Atemwegsentziindung und Immunreaktion in Tier-
modellen [60], [61]. kann solch eine Reaktionen ebenfalls durch Hausstaubmilbenextrakt
(HDM) ausgel6st werden [23], [28].

HDM stellt ein physiologisches Asthmamodell dar und ersetzt fortlaufend das OVA-indu-
zierte Asthma Tiermodell [61], da OVA ein Modellantigen, jedoch kein typisches Atem-
wegsallergen des Menschen darstellt [39]. Des Weiteren wird das HDM-induzierte
Asthma-Tiermodell vorzugsweise auf Grund der hohen Ahnlichkeit zur menschlichen
Asthmasymptomatik fur die Analyse und Untersuchung der Asthmapathophysiologie
verwendet und dem menschlichen Asthmamodell als &hnlich erachtet [61].

Die HDM-Sensibilisierung, dessen Pravalenz in der Allgemeinbevdlkerung, unter Be-
ricksichtigung der geographischen Unterschiede ca. 100 Millionen Menschen betragt,
ist mit einem hohen Risiko zur Entwicklung einer Atemwegsentziindung (v.a. der Erkran-
kung Asthma bronchiale), sowie einer Exazerbation dieser vergesellschaftet. Aus

diesem Grunde liegt die Anwendung dieses Asthma Tiermodells nahe [61].
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Da die Allergenexposition beim Menschen jedoch meist Uber einen langeren Zeitraum
erfolgt, kann des Weiteren versucht werden, den Versuchsaufbau optimaler an das Ex-
positionsmuster anzupassen.

Auf Grund dessen wird hier analog zu der Arbeit von Le et al. (2014), ein Alternatives
HDM Asthma-Tiermodell vorgeschlagen.

Da wie bereits erwéhnt beim Menschen die Allergenexposition und somit Sensibilisie-
rung meist tber die Atemwege erfolgt, wird eine mégliche (sub-) kutane Sensibilisierung
[24] ausgeklammert. In dem hier dargestellten Asthmamodell (Abbildung 39 [28]) erfolgt
eine intranasale Applikation eines HDM-Extraktes (exemplarisch 25 pg HDM-Extrakt mit
50 pl einer Kochsalzlosung) funf Mal wéchentlich tber einen Zeitraum von sieben
Wochen. Eine Probeentnahme fiir die Auswertung in Hinblick auf die oben bereits erlau-
terten Parameter erfolgt hier ebenfalls 24 Stunden nach der zuletzt stattgehabten HDM-
Exposition (Tag 48).

Proben-
entnahme
Tag J/
1 8 15 22 29 36 43 48

0 A A

Exposition

Abbildung 39 Vorschlag eines Hausstaubmilben (HDM-Extrakt induziertes) Asthma Mausmodells, welches sich an den
Arbeiten von Le et al. (2014) orientiert. [28]. Die Pfeile entsprechen der Probeentnahme innerhalb der Woche.

Es sollte jedoch bedacht werden, dass Unterschiede der verschiedenen Hausstaubmil-
benextrakte berticksichtigt werden miissen und somit eine individuelle Interpretation der
Ergebnisse in Bezug auf die Fragestellung erfolgen sollte [61].

In den hier vorgeschlagenen Asthma-Tiermodellen wird allein die Probeentnahme zur
Analyse am generellen Versuchsendpunkt beschrieben. Jedoch kann man die OVA-,
analog dazu auch die HDM-induzierte allergische Atemwegsentzindung zusatzlich in
einem zeitlichen Verlauf und somit in ihrer Entwicklung betrachten, sowie analog zu den
Untersuchungen von Yao et al. (2015) eine potenzielle Veranderung der Latrophilin 3

Transkriptmengen und Proteinexpression.
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Zusatzlich dazu kénnten die hier beschriebenen Asthma-induzierenden Folgeversuche
der Latrophilin3 Knock-In Mause im Vergleich zu Latrophilin 3 Knock-Out Mausen durch-
gefuhrt werden, um die Bedeutung der Latrophiline in Bezug auf ihre potenziell entschei-
dende Rolle in der Pathogenese des Asthma bronchiale genauer betrachten und dar-
stellen zu kénnen.

AbschlieRend dazu sollte auch berlcksichtigt werden, dass gewisse Unterschiede zwi-
schen dem Immunsystem des Menschen und dem der Maus vorhanden sind [61] sowie
auch bereits die in Kapitel 4.1 erlauterten entscheidenden Unterschiede der anatomi-
schen Organisation der Lunge bestehen [38].

Wie anfangs bereits erwahnt, stellt die chronisch obstruktive Atemwegserkrankung
Asthma bronchiale eines der haufigsten chronischen Erkrankung des Menschen dar
[20]. Die Uberwiegenden pharmakologischen Therapieansatze beruhen auf der Regula-
tion von verschiedenen GPCRs und dessen Signalwege [9], wobei sich dadurch nicht
bei jedem Patienten die Erkrankung optimal therapieren lasst. Dies kann dadurch
bedingt sein, dass genetische Variationen innerhalb funktioneller GPCR-Regionen flr
individuelle Unterschiede in Bezug auf Wirkung und auch Nebenwirkung von Medika-
menten verantwortlich sein kénnen [18].

Durch neuste Forschungen haben sich Latrophiline, eine Rezeptorgruppe der Adhéa-
sions- GPCR, mit Hauptaugenmerk auf das Asthmakandidaten Protein Lphn3, als
neues, potenziell vielversprechendes pharmakologische Ziel aufgetan [11], [31].
Verschiedene Modellorganismen haben durch ihre Fahigkeit, verschiedene bestimmte
Zell- und Organismus Zustande zu erkennen und somit Hinweise auf Rezeptorfunktio-
nen zu erhalten, ohne die genauen molekularen Grundlagen dieser Effekte zu kennen,
eine grofRe Bedeutung in der pharmakologischen Forschung [27].

So gelang es bisher verschiedene Signaltransduktionsmechanismen und Interaktions-
partner der Latrophiline zu identifizieren, diese gelten jedoch als noch unvollstéandig ver-
standen und sind weiterhin Gegenstand der aktuellen Forschung.

Zusammenfassend betrachtet, bieten die Latrophiline mit einem zunehmenden Ver-
standnis Uber ihre physiologische Funktionsweise durch Signaltransduktionswege oder
Interaktionspartner, neue Mdglichkeiten die pathophysiologischen Merkmale des
Asthma bronchiale, besonders im Hinblick auf den mdéglichen Einfluss auf die Kontrak-
tion der glatten Muskelzellen und Aktivitatsregulierung durch die Einwirkung mechani-
scher Kréfte in der Lunge, zu verstehen.

Somit kann diese Arbeit durch die Beschreibung der Expressionsverhéltnisse und
Lokalisation der Latrophiline in der Lunge, hoffentlich einen bescheidenen Beitrag dazu

leisten.
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