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Abklrzungsverzeichnis

Chemische Formeln (z.B. CO,), SI-Einheiten (z.B. ml), Eigennamen (z.B. DNAX), Lander (z.B.
USA) und gangige Redewendungen (z.B. u.A.) sind nicht im Abklrzungsverzeichnis aufge-

listet.

AK = Antikorper

Akt = Proteinkinase B

APES = 3-Aminopropyltriethyloxysilan

ATP = Adenosintriphosphat

BSA = Bovines Serum-Albumin

cAMP = cyklisches Adenosinmonophosphat
CD = Cluster of Differentiation

COPD = Chronisch-obstruktive Lungenerkrankung
DNA = Desoxyribonukleinséaure

ELISA = Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Fab = Fragment antigen binding

Fc = fragment crystallisable

FCeR = FCe-Rezeptor

FEV1 = Forcierte Einsekundenkapazitat

FN = Fibronektin

GM-CSF = Granulozyte-macrophage colony-stimulating factor
HDM = House dust mite

H&E = Hamatoxylin & Eosin

HSP = Hitzeschockprotein

ICS = Inhalatives Corticosteroid

IFN = Interferon



IkB = Inhibitor of NF-kB
IL = Interleukin
ILC =innate lymphoid cell

JAK = Januskinase

LABA = Long-acting-beta-2-agonist

LAMA = Long-acting-muscarinic-antagonist
LPS = Lipopolysaccharid

LTRA = Leukotrienrezeptor-Antagonist

MHC = Major histocompatibility complex
MLCK = Myosin light chain kinase

MMP = Matrix-Metalloprotease

M¢ = Makrophage

NGF = Nerve growth factor

NE = Neutrophile Elastase

NF-kB = nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells
NK = Natdrliche Killerzelle

PAS = Periodic-acid Schiff

PEF = Peak exspiratory Flow

PKA = Proteinkinase A

PI3K = Phosphoinositid-3-Kinase

PIP3 = Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat
RNA = Ribonukleinséaure

ROR = Retinoacid-related orphan receptor

ROS = Reaktive Sauerstoff Spezies



SABA = Short-acting-beta-2-agonist
SAMA = Short-acting-muscarinic-antagonist
shRNA= small-hairpin RNA

SiRNA = small interfering RNA

TCR = T-Zell-Rezeptor

TGF = Transforming growth factor
Th = T-Helferzelle

Tk = T-Killerzelle

TLR = Toll-like-receptor

TLSP = Thymic stroma lymphopoetin
Tieg = regulatorische T-Zelle

TYK = Tyrosinkinase
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1. Zusammenfassung

1.1 Zusammenfassung

Einleitung:

Bei Asthma bronchiale handelt es sich um eine variable, reversible Verengung der Atemwege,

ausgeldst durch entzindliche Prozesse innerhalb der Lunge.

Das proinflammatorische Interleukin 23 (IL-23) und der Interleukin-23-Rezeptor (IL-23R)
erhdhen Uber verschiedene nachgeschaltete Signalkaskaden die Interleukin 17-Konzentration
bei allergischer Atemwegserkrankung. Interleukin 17 wiederum induziert die neutrophile In-
flammation innerhalb der Lunge. Dieser Mechanismus wird oft in schweren, steroid-resistenten
Formen des Asthmas bronchiale beobachtet. Aus diesem Grund erscheint ein besseres
Verstandnis dieser Interleukin-23-Interleukin-17-Achse fir zukiinftige Therapiestrategien, wel-
che die neutrophile Komponente, bzw. neutrophile Phanotypen der Asthmaerkrankung tar-
getieren, von grof3er Bedeutung. Diese Arbeit befasst sich mit der Expression des Interleukin-
23-Rezeptors durch verschiedene Immunzellen innerhalb der Lunge im house-dust-mite-
Mausmodell.

Methoden:

Zur Induktion einer allergischen Atemwegsreaktion wurde weiblichen Mausen intranasal Haus-
staubmilbenextrakt appliziert. Nach sieben Wochen erfolgte die Entnahme beider Lungenfli-

gel, sowie des Blutvolumens der einzelnen Versuchstiere.

Die Atemwegsinflammation wurde mittels Bestimmung von Gesamt-IgE im Serum, sowie his-
topathologischer Analyse des Lungengewebes quantifiziert. Die Konzentration von IL-23 und
IL-17 im Lungenhomogenat wurde mittels Sandwich-ELISA bestimmt. Nachfolgend wurde die
Dichte von neutrophilen Granulozyten im Lungenparenchym, durch Immunfluoreszenzfarbung

mit AntikGrpern gegentiber neutrophiler Elastase bestimmt.

Zur ldentifikation IL-23-produzierender Zellen im Lungengewebe erfolgte eine Immunfluores-
zenz durch die Kombination von Antikdrpern gegen IL-23, F4/80 und CD11c. Die Identifikation
und Quantifizierung von IL-23R-positiven Immunzellen der Lunge erfolgte durch Immunfluo-

reszenz. Kombiniert wurde hierbei folgende Antikorper:

- IL-23R + CD4
- IL-23R + F4/80 + CD11c
- IL-23R + F4/80 + INOS
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- IL-23R + F4/80 + RELMa
- IL-23R + CD38 + c-Myc

AnschlieRend wurde eine Uberprifung einer moglichen Ko-Lokalisation von IL-23R und IL-17,

ebenfalls mittels Immunfluoreszenz durchgefinhrt.

Ergebnisse:

HDM-behandelte Versuchstiere zeigten héhere Konzentrationen an Gesamt-IgE und IL-23 im
Lungenhomogenat. Ebenfalls konnten bei diesen Tieren eine erhdhte Epitheldicke, eine signi-
fikante Becherzell-Hyperplasie, sowie eine héhere Dichte an Neutrophile Elastase- positiven

Zellen im Lungenparenchym nachgewiesen werden.

Nur ein sehr geringer Anteil von IL-23R-exprimierenden CD3-positiven Zellen konnte bestimmt
werden. Im Gegensatz dazu wiesen F4/80-positive Makrophagen und F4/80°CD11c* Dendriti-
sche Zellen eine hoherfrequente IL-23R-Positivitat auf. Bei HDM-behandelten Tieren wiesen

lediglich Makrophagen eine signifikante Hochregulation der IL-23R-Expression auf.

Eine IL-23R-Expression wurde bei jeder untersuchten Makrophagen-Subpopulation nachge-
wiesen. Wobei M¢1 und Hybride zwischen M¢1- und M¢2- Phanotyp eine Hochregulation von
IL-23R aufwiesen. Zusatzlich wurde eine Ko-Lokalisation von IL-23R und IL-17 bei F4/80*
Makrophagen nachgewiesen.

Diskussion:

Die HDM-Behandlung induzierte eine Atemwegsentziindung, inklusive einer signifikanten
Neutrophilie. Die Mechanismen des neutrophilen Influx in das Lungenparenchym sind weiter-
hin nicht komplett entschliisselt. Jedoch besteht seit einigen Jahren die Hypothese, dass eine
IL-23/IL-17 Dysregulation eine wesentliche Rolle hierbei spielt. Aufgrund der Tatsache, dass
eine hohere Konzentration von IL-23 im Lungenhomogenat und ein hoherer Prozentsatz IL-
23R-positiver Makrophagen in der HDM-Gruppe nachgewiesen werden konnte, kénnte dies

eine Bekraftigung dieser These darstellen.

Entgegen der Erwartungen zeigte sich keine relevante IL-23R-Hochregulation durch CD3+ T-
Zellen und CD11c+ F4/80- Dendritische Zellen. Sodass von einer untergeordneten Rolle die-
ser Zellen im Gegensatz zu den F4/80" Makrophagen ausgegangen werden kann. Die Ko-
Lokalisation von IL-23R und IL-17 auf Makrophagen kénnte darauf hinweisen, eine Lympho-
zyten-unabhangige, rein durch Makrophagen ausgeloste, IL-23-abhangige IL-17-Produktion

existiert.
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1.2 Summary

Introduction:

Bronchial Asthma is defined as a variable, reversible constriction of the airways, caused by

inflammatory processes within the lung.

In allergic airway disease, proinflammatory interleukin 23 and its specific interleukin-23-Re-
ceptor increase, through variable mechanisms, the concentration of interleukin 17. Interleukin
17 induces a neutrophilic inflammation of the lung. These mechanisms are often observed in
severe, steroid-resistant forms of bronchial asthma. For that reason, understanding these IL-
23/IL-17-axis seems to be very important for future therapy-strategies, targeting the neutrophil
component of asthma. The underlying project deals with expression of interleukin-23-receptors

of the different leukocytes of the lung in HDM-mouse-model.
Methods:

To induce allergic allergic airway inflammation, female C57B16J-mice received house-dust-
mite extract intranasally. After seven weeks the lungs and blood of the animals were harvested.

Airway inflammation was quantified by determining the concentrations of total serum-IgE and
by histopathologic analysis of lung tissue. The concentration of IL-23 and IL-17 in lung homog-
enate was measured using sandwich-ELISA. Afterwards, density of neutrophil granulocytes in
lung parenchyma was determined using immunofluorescence-staining with antibodies against

neutrophile elastasis.

Identification of IL-23 producing cells in lung-tissue was performed by Immunofluorescence-
staining using antibodies against IL-23, F4/80 and CD11c. The identification and quantification
of IL-23R-positive leukocytes was performed using immunofluorescence as well. The following

combinations of antibodies were used:
- IL-23R + CD4

- IL-23R + F4/80 + CD11c

- IL-23R + F4/80 + iNOS

- IL-23R + F4/80 + RELMa

- IL-23R + CD38 + c-Myc

Subsequent, the co-localisation of IL-23R and IL-17 was tested, also using immunofluores-

cence.
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Results:

HDM-treated animals exhibited higher concentration of total IgE in serum and IL-23 in lung
homogenate. Additionally, these mice showed an increased epithelial thickness, a significant
goblet-cell-hyperplasia and higher density of neutrophil elastasis — positive cells per lung pa-

renchyma.

Only a small amount of IL-23R-expressing CD3-positive cells could be counted. In contrast,
F4/80-positive macrophages and F4/80°CD11c* dendritic cells exhibited a more frequently IL-
23R-positivity. In HDM-treated animals, only macrophages showed an upregulation of IL-23-

R-expression.

IL-23R expression was observed in every macrophage-subpopulation. M¢1 and hybrids be-
tween M¢1 and M¢2-phenotype exhibited an upregulation of IL-23R. Additionally, a co-locali-
zation of IL-23R and IL-17 in F4/80+ machrophages was detected.

Discussion:

HDM-treatment induced allergic airway inflammation, including significant neutrophilia. The
mechanisms of neutrophil influx in lung-parenchyma are still not completely understood. Since
a few years, there is a thesis, that IL-23/IL-17 dysregulation could play a major role. Because
of a higher concentration of IL-23 in lung homogenate and an increased percentage of IL-23R-

positive macrophages in HDM-treated mice, this thesis could be supported.

Against the expectations, CD3* T-cells and CD11c* F4/80 dendritic cells showed no upregu-
lation of IL-23R. This could reveal a minor part of these cells, in contrast to F4/80* macro-
phages. Co-localization of IL-23R and IL-17 by macrophages could indicate a lymphocyte-
independent, only macrophage derived, IL-23 dependent IL-17 production.
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2. Einleitung

2.1 Immunabwehr der Lunge

Immunabwehr der Lunge

Die Lunge ist ein Organ, welches eine Grenzflache zwischen dem Kdérper und seiner Umwelt
darstellt. Folglich stellt sie eine betrachtliche Kontaktoberflache fur eindringende Antigene dar.

In den konduktiven Abschnitten sorgt ein, als mukozilidre Clearance bezeichneter Mechanis-
mus fur den Abtransport eingedrungener Partikel. Seromukdse Bronchialdriisen und in-
traepitheliale Becherzellen sezernieren einen Schleimfilm, der aus einer wassrigen Flussig-
keitsschicht und einer oberflachlichen Gelphase besteht. Die Kinozilien der respiratorischen
Epithelzellen ragen weit in die Flussigkeitsphase des Films hinein. Durch ihre Ausschlage
transportieren sie den dariberliegenden Gelteppich inklusive der darin eingebetteten
Schmutzpartikel, kontinuierlich in Richtung des Rachenraumens (Munkholm&Mortensen 2013;
Taschenlehrbuch Histologie, Lullmann-Rauch&Paulsen 2012; Physiologie, Speckmann et al.
2015)

Innerhalb der Epithelschicht befinden sich dendritische Zellen. Sie bilden mit ihren verzweigten
Fortsatzen ein engmaschiges Netz, das das gesamte Flimmerepithel durchzieht. Durchdrin-
gen antigene Partikel den Schleimfilm und kommen mit dem Epithel in Kontakt, werden sie
durch dendritische Zellen aufgenommen. Daraufhin wandern diese in Lymphgefal3e ein, ge-
langen in regionale Lymphknoten und kénnen dort eine spezifische Abwehr einleiten. Zwi-
schen den Epithelzellen und im subepithelialen Bindegewebe befinden sich auch Granulozy-
ten, T-Lymphozyten und Mastzellen, die rasch auf eingedrungene Pathogene, welche die

Epithelbarriere tberwunden haben, reagieren kénnen.

In die Alveolarregion kénnen durch den mukoziliaren Reinigungsmechanismus nur noch sehr
kleine, weniger als 5um messende Partikel eindringen. Hier sezernieren Typ-lI-Pneumozyten
den Surfactant, einen schmalen Flussigkeitsfilm, welcher u.A. antimikrobiell wirksame Proteine
enthélt. Bedeckt vom Surfactant finden sich hier ebenfalls zahlreiche Alveolarmakrophagen.
Sie patrouillieren durch die Alveolen und zilienfreie terminale Luftwege und nehmen Keime,
Staubpartkikel und tote Zellen auf. Nach erfolgter Phagozytose wandern sie in zilientragende
Bereiche ab, wo sie dann mit der Gelphase der bronchialen Schleimschicht hinaustransportiert
werden. Alternativ kénnen sie auch in die Bindegewebsstralien der Lunge migrieren und dort
uber die Lymphbahnen in regionale Lymphknoten gelangen (Munkholm&Mortensen 2013;
Anatomie: Band 1, Beninghoff 2008).
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Daruiber hinaus befindet sich in den Kapillaren der interalveolaren Septen Anhaufungen sessi-
ler Leukozyten. Sie werden intravasal durch aktive Adhasionsmolekile fur wahrscheinlich
mehrere Stunden festgehalten und kdnnen somit rasch in grof3er Zahl ins Parenchym einwan-
dern (Beninghoff 2008).

A

Gelphase

o 7 &

Wassrige
Phase

Dendritische Zelle

Mastzelleg
Lymphozyt

LGranquzyt

Abbildung 1: Elemente
der Immunabwebhr in der

Intravasal sessile Lunge
Leukozyten

Surfactant A: Bronchi
B: Alveolen

(Modifiziert nach Lull-
mann-Rauch&Paulsen
2012).
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2.2 Asthma bronchiale

“Asthma is like love: everyone knows what it is, but no two people can agree the terms for its

definition.”

-quoted by Carlswell 2001

2.2.1 Epidemiologie

Weltweit sind ca. 300 Millionen Menschen an Asthma bronchiale. Die héchsten Pravalenzen
sind in Industrielandern zu finden, wobei in englischsprachigen Landern mit bis zu >15% die
hdchsten Pravalenzen vorzuweisen sind. Jedoch zeichnet sich auch in Entwicklungslandern
eine Erhdéhung der Fallzahlen ab. Die geringe Anzahl an validen Daten lasst hier jedoch nur
selten detaillierte Aussagen zu (Braman 2006). In Deutschland geben 6,2% der Erwachsenen
an, in den letzten 12 Monaten einen Asthmaanfall erlitten zu haben. (Stepphuhn et. al. 2017).
Anhand weltweiter Zahlen kann eine Gesamtmortalitdt von rund 1% berechnet werden. Diese
Zahl erscheint zwar niedrig, aufgrund der hohen Pravalenz ist die Erkrankung jedoch fur welt-

weit ca. 346.000 Todesfalle verantwortlich (Lozano et. al. 2013).

2.2.2 Atiologie

Im Wesentlichen wird eine Genetik-Umwelt-Interaktion fir das Auftreten der Erkrankung ver-
antwortlich gemacht. Weltweite genetische Analysen identifizierten mehrere Gene, die die Ent-
wicklung einer Asthmaerkrankung begiinstigen kdnnen. Daneben werden zahlreiche Umwelt-
faktoren als Risikofaktoren angesehen (Mims 2015). Oft diskutiert wurde hierbei die soge-
nannte Hygiene-Hypothese, die einer hohen mikrobiellen Auseinandersetzung im Kindesalter
eine protektive Rolle bezilglich des Asthmas beschreibt und umgekehrt die hohen Hygiene-
standards in den Haushalten als entsprechenden Risikofaktor ansieht (Liu 2015; Brooks et. al.
2013). So konnte beispielsweise nachgewiesen werden, dass das Aufwachsen auf Bauernho-
fen, was als Paradebeispiel fur die frihkindliche Auseinandersetzung mit Mikroorganismen
angesehen wird, ein protektiver Faktor gegeniber der Entwicklung von Asthma bronchiale
darstellt (Douwes et. al. 2007). Jedoch wird die Hygiene-Hypothese teilweise als zu eindimen-
sional angesehen (Brooks et. al. 2013). Es gibt ebenfalls Hinweise, dass Infektionserkrankun-
gen im frihen Kindesalter und das spatere Auftreten von Asthma bronchiale korrelieren (Ram-
sey et. al. 2007; Beigelman&Bacharier 2016).

2.2.3 Pathophysiologie

Das zentrale Ereignis ist die Bronchokonstriktion und somit die plotzliche Erh6hung des Atem-
wegswiderstandes als immunologische Reaktion auf verschiedenste Stimuli. Bei Persistenz

treten weitere Ereignisse auf, die den Atemwiderstand ebenso erhdéhen. Diese beinhalten das
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Atemwegsddem, die Mukus-Hypersekretion und strukturellen Veranderungen der peripheren
Atemwege (National Asthma Education and PreventionProgram, Third Expert Panel on the
Diagnosis and Management of Asthma. Bethesda (MD); Kudo et al. 2013). Anhand der Patho-
mechanismen lassen sich traditionell zwei Phanotypen des Asthmas unterscheiden: Das
extrinsische und das intrinsische Asthma, sowie ein breites Spektrum von Mischformen zwi-
schen beiden Auspragungen (Wenzel 2012). Dem ist jedoch noch anzumerken, dass diese
Einteilung nicht einheitlich ist, sodass es in der Literatur verschiedene Ansatze gibt, Asthma
bronchiale in Phéanotypen einzuteilen. Im Folgenden wird eine Einteilung beschrieben, die sich

an den pathophysiologischen Mechanismen orientiert.

Extrinsisches Asthma bronchiale:

Das extrinsische, oder allergische Asthma gilt als Typ-1-Uberempfindlichkeitsreaktion nach
Coombs und Gell (=Soforttyp). Der eigentlichen, symptomatischen Entziindungsreaktion muss
eine Sensibilisierung vorausgehen. Diese entsteht bei Erstkontakt mit einem Allergen, welches
per Inhalation in die Atemwege gelangt. Durch Antigen-préasentierende Zellen wird es pha-
gozytiert und iber MHC2-Molekille prasentiert. Erkennt eine naive T-Helferzelle (Tw0) das préa-
sentierte Allergen, erfolgt eine Differenzierung zum Tu2-Phanotyp. Diese T-Zell-Population ist
charakterisiert durch die Freisetzung von IL-4, IL-5 und IL-13, die folgende Signalkaskaden
anstoRen. IL-4 nimmt hierbei eine zentrale Rolle ein, indem es B-Zellen zu einem Klassen-

wechsel veranlasst, sodass spezifische Antikorper der Klasse IgE synthetisiert werden.

Die FC-Region der IgE-Antikdrper zeigt eine hohe Affinitdt zu den FCe-Rezeptoren-| (FCeRI)
an der Oberflache von Mastzellen. Die Sensibilisierung ist nun abgeschlossen, sodass bei
erneutem Kontakt mit dem gleichen Allergen, jenes durch zwei benachbarte FCeRI-IgE-Kom-
plexe gebunden wird. Die beiden Komplexe aggregieren (Bridging) was in einer Aktivierung
der Mastzelle miindet. Die aktivierte Mastzelle setzt jetzt verschiedene Entziindungsmediato-
ren (z.B. Histamin) frei, die mehrere Folgeeffekte anstoRen. Innerhalb weniger Minuten kommt
es zu einer Bronchokonstriktion, Vasodilatation, sowie zu einer Erhéhung der Gefal3permea-
bilitdt und Mukussekretion. Aufgrund des raschen Auftritts von Symptomen, kurze Zeit nach

Allergenexposition, wird dieser Prozess Sofortreaktion genannt.

An die Sofortreaktion schlief3t sich in der Regel eine Spatreaktion an. Die in der Sofortreaktion
ausgeschuitteten Mastzellmediatoren fihren zu einer Migration zirkulierender Leukozyten in
die Lunge, die wiederum eine Entziindungsreaktion, die Bronchokonstriktion und zusétzlich
ein Atemwegsremodeling auslésen (Wenzel 2012; Galli&Tsai 2012; Murphy&Weaver 2018).
Da im Laufe der Spéatreaktion v.a. die eosinophile Komponente der Entziindung Giberwiegt und
sich die eosinophilen Granulozyten am starksten in Blut und Sputum erhéhen (Calhoun et. al.

1991; Lopuhaa et. al. 2002, Lavinskiene et. al. 2015), wird dieser Phanotyp dem eosinophilen
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Asthma zugeordnet. Insofern konnte man das allergische Asthma auch als ,eosinophiles

extrinsisches Asthma“ bezeichnen.

Intrinsisches Asthma bronchiale:

Als intrinsisches oder nicht-allergisches Asthma werden verschiedene Auspragungen zusam-
mengefasst, denen keine Uberempfindlichkeitsreaktion vom Soforttyp zugrunde liegt. Das
intrinsische Asthma stellt somit ein Uberbegriff verschiedener Phanotypen dar, deren Patho-

physiologie sich z.T. erheblich unterscheidet.

Das eosinophile intrinsische Asthma weist mehrere Uberschneidungen mit der entsprechen-
den extrinsischen Form auf. Vermutlich stehen hier jedoch nicht Ty2-Zellen, sondern soge-
nannte innate-lymphoid-cells-2 (ILC2), eine nicht-T, nicht-B Effektor-Zellpopulation, im Vorder-
grund. Der ursachliche Stimulus entsteht durch eine Schadigung des Bronchialepithels, was
in der Sekretion der ,Alarmine®, IL-25, IL-33 und thymic stroma lymphopoietin (TLSP), mindet.
Diese werden als wesentliche Aktivatoren der ILC2 angesehen. Nach Stimulation sezernieren
ILC2 IL-13, welches eine Hyperreaktivitat der glatten Muskelzellen auslést, und IL-5, das fur
die Chemotaxis der namensgebenden eosinophilen Granulozyten verantwortlich ist. Ein Anti-
korperklassenwechsel zu IgE bleibt aus, da ILC2 nur sehr geringe Mengen von IL-4 freisetzten,
welche nicht fur eine signifikante B-Zell-Aktivierung ausreicht (Khosravi&Erle 2016; Lam-
brecht& Hammad 2015; Mitchell&O’Byrne 2017).

Die ausloésenden Noxen dieser Inflammationskaskade sind multipel. So konnte gezeigt wer-
den, dass eine Infektion mit Nematoden oder aber eine intranasale Applikation von Chitin eine
Eosinophilie der Atemwege ausldsen kdnnen (Yasuda et. al. 2012). Ebenfalls wird vermutet,
dass eine chronische Epithelschadigung, wie bei dauerhafter Exposition gegeniber Umwelt-
schadstoffen oder rezidivierenden Atemwegsinfektionen, eine ILC2-Aktivierung in den Atem-
wegen auslésen kdnnen (Lambrecht& Hammad 2015).

Auslésende Agenzien der neutrophilen Form des intrinsischen Asthmas sind z.B. Feinstaub,
Ozon, bakterielle Endotoxine oder Viren (Douwes et. al. 2002). Eine zentrale Rolle scheint hier
eine Stdrung von Ty17-Zellen einzunehmen, was zur vermehrten Produktion und Freisetzung
des proinflammatorischen Zyktokins IL-17 fuhrt (Lambrecht& Hammad 2015). Welche patho-
physiologischen Mechanismen der IL-17-Uberproduktion zugrunde liegen, ist bis dato nicht in
Géanze bekannt, jedoch ist anzunehmen, dass dies mit der Freisetzung von IL-23 zusammen-
hangt. Interleukin 23 wird hauptsachlich von Antigen-prasentierenden Zellen sezerniert und ist
ein wichtiger Stimulator der TH17-Aktivitat und induziert nachweislich eine IL-17-Sekretion
durch Tyl7-Zellen (Manni et. al. 2014; Sheibanie et. al. 2007).



2. Einleitung

Einzelne Zytokine der IL-17 Familie gelten als Chemotaxans neutrophiler Granulozyten (He et
al. 2007; Wilson et. al. 2009). In experimentellen Studien konnte auch eine direkte Wirkung
auf glatte Muskelzellen gezeigt werden (Kudo et al. 2012).

Des Weiteren wird an dieser Stelle auch eine Beteiligung von IL-8 (syn. CXCL8) diskutiert,
dass, ahnlich wie IL-17, eine Rekrutierung neutrophiler Granulozyten auslost. Es wird von
bronchialen Epithelzellen als Reaktion auf verschiedene Stimuli freigesetzt (Chang et al. 1998;
Marshall et al. 2001; Reynolds et al. 2018). Jedoch scheinen auch hier Antigen-prasentierende
Zellen involviert zu sein: Moglicherweise registrieren diese mittels Toll-like-Rezeptoren (TLR)
auslosende Antigene, was zur IL-8-Freisetzung anregt. I1L-8 flihrt dann neben der Chemotaxis
neutrophiler Granulozyten auch zur Sekretion der neutrophilen Granula (Ciepiella et al. 2015).

Die Effekte der neutrophilen Granula beziehen sich im Wesentlichen auf ein Remodeling der
Bronchiolen, wie Becherzell-Hyperplasien, die Hypertrophie der glatten Muskulatur und sube-
pitheliale Fibrosen. So werden der TNF-$ und die MMP-9, beides starke pro-fibrotische Medi-
atoren von neutrophilen Granulozyten sezerniert. Ebenso wirkt sich die Neutrophile Elastase
(NE) negativ auf das Atemwegs-Remodeling aus. NE hemmt daneben auch den Inhibitor of
metalloproteinase-1 (TIMP-1), einen Inhibitor von MMP-9 (Ray&Kolls 2017). Die hieraus re-
sultierende Dysbalance zwischen Protease und Anti-Protease wird als Faktor fiir die Erhaltung

der Atemwegsinflammation angesehen (Mautino et al. 1999; Raundhal et al. 2015).

Uberdies stimuliert NE die Atemwegs-Epithelzellen zur vermehrten IL-8-Produktion, was, in
einer Art Circulus vitiosus, zur Rekrutierung weiterer neutrophiler Granulozyten flhrt
(Ray&Kolls 2017). Interessanterweise zeigte das Ausmal’ der Neutrophilie eine deutliche Kor-
relation mit dem Schweregrad der Asthmaerkrankung (Wenzel et. al. 1997; Louis et. al. 2000),
sowie mit dem Grad der Irreversibilitat (Shaw et. al. 2007).

In den meisten Fallen liegt jedoch ein paralleles Ablaufen der oben beschriebenen Immunpa-
thomechanismen vor, sodass die vorherig beschriebene Einteilung eher Extrema eines Konti-
nuums als klar abgegrenzte Krankheitsbilder darstellen (Lambrecht&Hamad 2015). Es ist also
maglich, dass Patienten sowohl eine relevante eosinophile als auch eine neutrophile Entziin-
dung aufweisen. In solchen Fallen sind eosinophile und neutrophile Granulozyten im Sputum
erhoht, was als gemischt-granulozytares Asthma bezeichnet wird. Parallel dazu ist es eben-
falls moglich, dass beide Granulozytenklassen im Sputum normwertig sind. In diesem Fall

spricht man von paucigranulozytarem Asthma (Simpson et. al. 2006).

Paucigranulozytidres Asthma bronchiale:

Es existiert die Theorie, dass es sich beim paucigranulozytaren Asthma um ein eosinophiles

Asthma handeln kénnte, das medikamentds so eingestellt ist, dass eine relevante Sputum-
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Eosinophilie unterdrtuckt wird. Dafir spricht der in der Regel mildere Verlauf und das gute An-
sprechen auf inhalative Corticosteroide. Jedoch trifft dies nicht auf alle Betroffenen zu, sodass
auch schwere, therapieresistente Verlaufe dieses Phanotyps vorkommen. Folglich kann das
Auftreten von paucigranulozytarem Asthma nicht ganzlich mit dem Unterdricken einer Immun-

reaktion erklart werden (Ntontsi et. al. 2017).

Préaklinische Studien weisen auf diverse nicht-immunologisch bedingte Ursachen der Atem-
wegsobstruktion hin. So wird auch v.a. eine Entkopplung des Muskeltonus der glatten Muskel-
zellen und der Atemwegsinflammation als Ursache des paucigranulozytaren Asthmas ange-
sehen. So konnte eine Atemwegsobstruktion ohne korrespondierende Atemwegsinflammation
beispielsweise durch eine erhdhte Konzentration des nerve growth factors (NGF) (Braun et al.
2001) oder eine Dysregulation prokontraktiler G-Protein-gekoppelter Signalwege (Balenga et
al. 2014) beobachtet werden (Tliba&Panettieri 2019).

e ————
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IL-13
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( Gemischt-granulozytares Asthma )

Abbildung 2: Grundlagen der Pathophysiologie verschiedener Asthma-Phdnotypen (modifi-
ziert nach Papi et. al. 2018)
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2.2.4 Diagnostik und Symptome

Die Diagnosestellung des Asthmas bronchiale fuldt auf mehreren Saulen:

- Anamnese, Symptome und kérperliche Untersuchung
- chronische Entzindung der Atemwege
- bronchiale Hyperreagibilitat

(S2k-Leitlinie zur Diagnostik und Therapie von Patienten mit Asthma)

Der erste Schritt der Asthmadiagnose ist die anamnestische Evaluation richtungsweisender
Symptome. Die Symptome sind in ihrer Schwere sehr unterschiedlich und reichen von leich-
tem, unproduktivem Husten bis hin zu schwerer Atemnot (Nationale Versorgungsleitlinie
Asthma, 2.Auflage, Version 5, 2009). Aufgrund der Kontraktion glatter Bronchialmuskulatur
verengen sich die Atemwege. Der Patient nimmt dies in der Regel als anfallartige Behinderung
der Exspiration wahr, die teilweise von einem pfeifenden Atemgerausch (,Giemen*®) begleitet
wird (Renz-Polster&Krautzig 2012).

Vermehrte Sekretion von Mukus, sowie ein auftretendes Atemwegsddem verstarken diese
Obstruktion und l16sen zudem einen Hustenreiz aus (Renz-Polster&Krautzig 2012). Mehr als
zwei Drittel aller Asthmapatienten erleiden diese Attacken auch in der Nacht. Der zugrunde
liegende Mechanismus ist nicht vollstandig geklart, jedoch wird angenommen, dass der er-
hdhte nachtliche Parasympathikustonus die Atemwege zusatzlich verengt. (Greenberg& Co-
hen 2012).

Ebenfalls hinweisend fur ein Asthma bronchiale ist die Provokation der genannten Symptome
durch bestimmte Triggerfaktoren, sowie das Vorliegen von Risikofaktoren (Nationale Versor-
gungsleitlinie Asthma, 2.Auflage, Version 5, 2009). Besonders das Phanomen des ,Etagen-
wechsels®, eine Ausweitung einer allergischen Erkrankung der oberen Atemwege (z.B. Aller-
gische Rhinitis) auf die unteren Atemwege, ist haufig zu beobachten. Demnach zeigt die Aller-
gieanamnese bzw. die Familienanamnese beziglich allergischer Erkrankungen einen relevan-
ten positiven Vorhersagewert und ist zentraler Bestandteil der Risikofaktorenanamnese anzu-
sehen (Saloga 2006).

Zur Objektivierung der Atemwegsobstruktion ist eine Lungenfunktionsmessung erforderlich.
Die Spirometrie wird hierbei als Goldstandart und dem ebenfalls hdufig verwendeten Peak-
Exspiratory-Flow (PEF) als Uberlegen angesehen. Eine Verringerung des forcierten Einsekun-
denvolumens (FEV1) deutet auf eine obstruktive Ventilationsstérung hin, ist jedoch bei meh-
reren Lungenerkrankungen vorhanden. Deutlich spezifischer ist der Quotient aus FEV1 und
der Vitalkapazitat (FEV1/FVC), wobei eine Erniedrigung dieses Quotienten deutlich auf eine

Atemwegsobstruktion hinweist.
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Da dem Asthma bronchiale eine variable Obstruktion zugrunde liegt, kbnnen Ergebnisse der
Lungenfunktionsmessung zwischen physiologisch und hochgradig obstruktiv schwanken.
Demnach sind regelmafiige Kontrollen oder hausliche Messungen mittels Peak-Flow-Meter zu
empfehlen (Guideline (GINA) Globale Initiative for Asthma Management and Prevention; S2k-
Leitlinie zur Diagnostik und Therapie von Patienten mit Asthma).

Die asthmaspezifische reversible Atemwegsobstruktion wird mit der Bronchospasmolysetes-
tung nachgewiesen. Innerhalb weniger Minuten nach Inhalation mit einem kurz wirksamen
Bronchodilatator (z.B. Salbutamol) kommt es zur Verbesserung der Obstruktion. Sollte eine
erneute FEV1-Messung eine Erh6hung von mindestens 12% zeigen, wird die Bronchospas-
molyse als positiv gewertet und die Atemwegsobstruktion als reversibel definiert (S2k-Leitlinie
zur Diagnostik und Therapie von Patienten mit Asthma; Guideline (GINA) Globale Initiative for

Asthma Management and Prevention).

Zur Messung der bronchialen Hyperreagibilitat wird versucht durch Inhalation mit verschiede-
nen Substanzen eine Bronchokonstriktion auszulésen. Hierbei unterscheidet man zwischen
indirekten Stimulanzien, wie Adenosin, hyper- bzw. hypotone Kochsalzlésung oder kdrperliche
Belastung, da sie die Ausschiittung von Mediatoren provozieren, die wiederum eine Atem-
wegsobstruktion ausldsen und den direkten Stimuli, welche direkt zur Verengung der Atem-

wege fuhren (S2k-Leitlinie zur Diagnostik und Therapie von Patienten mit Asthma).

Zum Nachweis der bronchialen Entziindungsaktivitdt stehen verschiedene Tests zu Verfi-
gung. Klinisch am bedeutendsten ist die Allergie-Stufendiagnostik bei allergischem Asthma.
An eine positive Allergieanamnese schlief3t sich ein Allergie-Hauttest in Form des Pricktests
an, der durch eine Bestimmung von Gesamt-IgE und spezifischem IgE im Serum ergéanzt wer-
den kann. Unter Umstanden kdnnen auch Provokationstests und diagnostische Allergen-Ex-
positionskarenzen hilfreich sein. Eine gangige Methode zum Nachweis nicht-allergischer Asth-
maformen ist die die Bestimmung der absoluten Eosinophilenzahl im Blut, die gleichzeitig Aus-
sagen uber das Vorliegen eines eosinophilen Phanotyps erméglicht (S2k-Leitlinie zur Diag-

nostik und Therapie von Patienten mit Asthma).

2.2.5 Therapie

Die Therapie von Asthma bronchiale erfolgt durch eine inhalative Dauertherapie mit zusatzli-
cher Gabe von Bedarfsinhalativa bei akuter Atemnot. Die verwendeten Medikamente setzten
an verschiedenen Stellen der Asthma-Pathophysiologie an. Etablierte Medikamentenklassen

sind:
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Beta-2-Sympathomimetika (=Beta-2-Agonisten):

Diese Medikamente sind Agonisten des G-Protein-gekoppelten 3,-Adrenorezeptors der glat-
ten Muskelzellen in Bronchien und Bronchiolen. lhre Bindung fiihrt zu einer Konformationsén-
derung des Rezeptors, wodurch die a-Untereinheit des G-Proteins dissoziiert und an die Ade-
nylatcyclase bindet. Dies fiihrt zu einer Induktion der Adenylatcyclase, welche die Reaktion
von ATP zu cAMP katalysiert. cCAMP wiederum aktiviert die Proteinkinase A (PKA), wodurch
die myosin light chain kinase (MLCK) phosphoryliert und somit inaktiviert wird, was zur Re-
laxation glatter Muskelzellen fiihrt. Ein herabgesetzter Muskeltonus miindet nun in einer Bron-
chodilatation und somit in einer Verringerung des Atemwegswiderstands. Die Medikamenten-
klasse der Beta-2-Agonisten wird anhand ihrer Wirkdauer in sogenannte ,SABA® = Short-ac-
ting-beta-2-agonists (z.B. Salbutamol, Fenoterol) und ,LABA* = Long-acting-beta-2-agonists
(z.B. Formoterol, Salmeterol) unterteilt (Billington et al. 2017) (Kurzlehrbuch Pharmakologie

und Toxikologie, Thomas Herdegen, Georg Thieme Verlag, 3.Auflage).

Inhalative Corticosteroide (ICS):

Corticosteroide sind lipophile Hormone aus der Gruppe der Glukokortikoide. Eine Bindung an
dessen intrazellularen Rezeptor fuhrt zur Abdissoziation des molekularen Chaperons HSP90,
sodass nun eine Dimerisierung des Glukokortikoid-Rezeptor-Komplexes erfolgt. Die dabei ent-
standenen Dimere gelangen zum einen in den Zellkern, wo sie als Transkriptionsfaktor fur
antiinflammatorische Zytokine fungieren. Zum anderen binden sie den Transkriptionsfaktor
NFkB, sodass dieser nicht in den Zellkern eindringen und dort die Transkription proinflamma-
torischer Zytokine bewirken kann. Beide Effekte flihren folglich zur Suppression der Immun-
antwort (Barnes 2006; Barnes 2010; Kurzlehrbuch Pharmakologie und Toxikologie, Thomas
Herdegen, Georg Thieme Verlag, 3.Auflage).

Anticholinergika (=Muskarinrezeptor-Antagonisten):

Parasympathische Nervenfasern schitten den Neurotransmitter Acetylcholin aus, der an Mus-
karinrezeptoren der glatten Bronchialmuskulatur bindet. Diese Bindung fihrt zur Offnung des
Rezeptors und somit zum loneneinstrom in den Myozyt. Uber den hierdurch angestoRenen
Phospholipase C-Signalweg kommt es zur Freisetzung von Calcium-lonen aus dem endop-
lasmatischen Retikulum. Die freigesetzten lonen aktivieren die myosin light chain kinase
(MLCK), was eine Kontraktion der Myozyten bewirkt. Anticholinergika inhibieren diese Signal-
kaskade, indem sie an die Muskarinrezeptoren binden, aber eine Offnung dieser verhindern,
wodurch das Parasympathikussignal nicht mehr von der Muskelzelle empfangen werden kann.

Der hierdurch herabgesetzte Parasympathikustonus fuhrt zur Bronchodilatation. Analog zu
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den Beta-2-Agonisten werden die Anticholinergika in ,SAMA® = Short-acting-muscarinic-anta-
gonists (z.B. Ipratropiumbromid) und ,LAMA® = Long-acting-muscarinic-antagonists (z.B. Ti-
otropiumbromid) eingeteilt (Price et. al. 2014) Kurzlehrbuch Pharmakologie und Toxikologie,
Thomas Herdegen, Georg Thieme Verlag, 3.Auflage).

Leukotrienrezeptor-Antagonisten (LTRA):

Entzindungsmediatoren aus der Gruppe der Leukotriene haben ebenfalls eine bronchokon-
striktorische Wirkung. LTRA binden an den entsprechenden Leukotrien-Rezeptor und verhin-
dern hierdurch die Bindung der Leukotriene, wodurch die bronchokonstriktorische Wirkung un-
terbunden wird. Der Wirkstoff Montelukast ist der einzige in Deutschland zugelassene Vertre-
ter der LTRA (Lullmann et al. 2016)

Biologicals:

Als Biologicals werden Arzneistoffe bezeichnet, die entweder biotechnologisch oder durch
gentechnisch veranderte Organismen hergestellt werden. Zurzeit sind mehrere Biologicals zur
Behandlung von Asthma bronchiale zugelassen. Omalizumab ist ein humanisierter monoklo-
naler Antikorper, der freies IgE bindet. Hierdurch wird die Interaktion zwischen IgE und Mast-
zellen verhindert, was die Mastzelldegranulation bei allergischem Asthma unterbindet. Mit Me-
polizumab, Reslizumab und Benralizumab stehen drei monoklonale Antikbrper zur Behand-
lung des eosinophilen Asthmas zur Verfiigung. Sie greifen an verschiedenen Stellen des IL-5-
Signalwegs ein und reduzieren so die Rekrutierung eosinophiler Granulozyten. Der 2019 flr
die Asthmatherapie zugelassene Antipdrper Dupilumab richtet sich gegen IL-4Ra, wodurch
sowohl in den IL-4- als auch in den IL-13-pathway eingegriffen wird. (Heck et. al. 2015; S2k-
Leitlinie zur Diagnostik und Therapie von Patienten mit Asthma).

Klinisch-pharmakologisch unterteilt man Asthmamedikamente in sogenannte ,Reliever und
,controller”. Controller sind Arzneistoffe, die langfristig die Atemwegsentzindung bzw. Atem-
wegsobstruktion hemmen, jedoch die Atemwege nicht akut erweitern. Als Controller bei der
Asthmatherapie werden inhalative Cortikosteroide, LABA, seltener LAMA, LTRA und bei
schwerem Asthma ebenfalls Biologica eingesetzt. Reliever hingegen haben eine kurze An-
schlagszeit und bewirken eine rasche Bronchodilatation. Aufgrund dessen werden sie als Be-
darfsmedikation bei Asthmaanféllen eingesetzt. Sie eignen sich jedoch nicht zur Dauermedi-
kation, da sie nur eine kurze Halbwertszeit und keine Auswirkungen auf die Entziindungsakti-
vitat haben. Als Reliever in der Asthmatherapie werden vor allem SABA eingesetzt. (S2k-Leit-
linie zur Diagnostik und Therapie von Patienten mit Asthma; Guideline (GINA) Globale Initia-

tive for Asthma Management and Prevention).
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2.3 Interleukin 23

2.3.11L-23 und dessen Rezeptor IL-23R

Das proinflammatorische Zytokin Interleukin 23 (IL-23) wurde durch Oppmann et. al. im Jahre
2000 erstmals beschrieben. Auf der Suche nach neuen Vertretern der IL-6 Familie stie3en die
Wissenschatftler auf das bis dato unbekannte Protein p19. Nachfolgend Ubertrug man die ent-
sprechende Gensequenz in Zellkulturen und versuchte so, eine p19-Sekretion hachzuweisen.
Da dieser Versuch jedoch misslang, fligte man die codierende Gensequenz fir p40 hinzu,
woraufhin man nun eine p19-Sekretion beobachten konnte. Man kam dementsprechend zum
Ergebnis, dass p19 Teil eines heterodimeren Eiwei3molekils p19p40 sein musste. Diesem
neu entdeckten Peptid gab man schlief3lich den Namen IL-23 (Oppmann et al. 2000).

P40 ist ein glykosiliertes, 34,7 kDa grofRes Protein, zusammengesetzt aus den drei Doméanen
D1, D2 und D3 (Lupardus&Garcia 2008; Floss et. al 2015). Das IL-23-spezifische p19 besitzt
eine MolekulgréRe von 18,7 kDa, bestehend aus vier a-Helices (A, B, C und D). Die Helices A
und D, sowie Loop AB interagieren tber verschiedenste Bindungen mit den Domé&nen D2 und
D3 der p40-Untereinheit (Beyer et. al. 2008; Floss et. al 2015).

Das IL-23-Rezeptormolekil wurde durch Parham et. al. beschrieben. Mit dem strukturell ahn-
lichen Zytokin IL-12 teilt der IL-23-Rezeptor die Untereinheit IL-12RB1. Dies bildet mit IL-23R

ein heterodimeres integrales Protein. (Parham et. al. 2002).

wobei letztere sieben Tyrosinreste enthalt, die mdgliche Phosphorylierungsstellen und somit
fur die Signaltransduktion von Bedeutung sind. Die IL-12RpB1-Untereinheit besteht aus flnf in

der Membran verankerten, extrazellularen FNIlI-Doménen. (Parham et. al. 2002;).

Bei der Bindung von IL-23 an den IL-23-Rezeptor interagieren

D1
D2

die Untereinheit p19 des Zytokins mit einer N-terminalen ig- D3.p19
ahnlichen Domane von IL-23R, sowie die Domanen D1 und D2 »
der Untereinheit p40 mit den beiden N-terminalen FNIII-Doma- .:j
nen von IL-12RB1 (Jones&Vignali 2011; Kucharet. al. 2014;

Schroder et. al. 2015).

) 1g-ahnliche Domane () FNIII-Domane  /\ Tyrosinreste

Abbildung 3: Schematische Darstellung von IL-23 und dem IL-23-
Rezeptor, sowie deren Bindung (Modifiziert nach Jones&Vignali
2011 und Schréder et. al 2015) IL-12RB1 IL-23R IL-12RB1 IL-23R
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2.3.2. IL-23/IL-23R-Signhaltransduktion

Bindet IL-23 an den IL-23 Rezeptor, so lagern sich beide Rezeptorbestandteile aneinander an.
Diese Dimerisierung aktiviert die rezeptorgekoppelte Tyrosinkinasen TYK2 und Januskinase
2 (JAK2), welche die intrazellularen Tyrosinreste des Rezeptors phosphorylieren. Hierduch
werden verschiedene second-messenger-Vorgange angestof3en (Floss et. al. 2013; Floss et.
al. 2015; Floss et. al. 2016; Heinrich et. al. 1998).

Fur die IL-23/IL-23R-Signaltransduktion scheint der JAK-STAT-Signalweg, insbesondere der
STAT3-Pathway am bedeutendsten zu sein (Parham et. al. 2002). STAT3 wird vermutlich von
Tyrosinresten des IL-23R phosphoryliert (Floss et. al 2015). Je zwei phosphorylierte STAT3-
Molekule dimerisieren und es erfolgt eine Translokation vom Zytosol in den Zellkern, wo sie
als Transkriptionsfaktoren fur verschiedene Zytokine fungieren (Floss et. al 2015; Calautti et.
al. 2018). Charakteristisch fur STAT3 ist, dass es in verschiedenen Zellen unterschiedliche
Gene aktiviert. Dem liegt zugrunde, dass es mit unterschiedlichen Transkriptionsfaktoren bzw.
—cofaktoren interagieren kann, die wiederum abhangig von Zelltyp und Promotor-Kontext sind
(Calautti et. al. 2018).

Neben dem JAK-STAT-Signalweg sind zuséatzlich noch der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K),
sowie der NFkB-Signalweg fur die IL-23-Wirkung von Relevanz (Cho et. al. 2006). PI3K wird
durch die Phosphorylierung des IL-23R aktiviert, Ubertragt diese Phosphatgruppe dann auf
das membranstandige Pospholipid Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat, sodass Phos-
phatidylinositol-3, 4,5-Trisphosphat (PIP3) entsteht. PIP3 wiederum Ubertragt Phosphatgrup-
pen auf verschiedene Proteine, vor allem auf die Serin-Kinase Akt (Hawkins&Stevens 2015).

IL-12RB1 IL-23R Der nuclear factor kappa B (NFkB) befindet sich als Homo-
PIP3 . . . e
dimer, assoziiert mit dem Inhibitor of NF-«B (IkB), welches
D Ty T ’ ’
SN ~ P } die Kernlokalisationssequenz von NFkB maskiert, im Zyto-
-0
e éﬁl Akt sol. Durch IL-23R wird die Isoform IkB-a phosphoryriert,

das phosphorylierte IkB-a dissoziiert ab und NFkB kann in

den Zellkern gelangen, wo es als Transkriptionsfaktor

agiert (Hayden&Ghosh 2011; Napetschnig&Wu 2013;
Cheung et. al. 2008; Suzuki et. al. 2014

l l \ l Abbildung 4: Signaltransduktion von IL-23R (Modlifiziert nach
L-17 Cho et. al. 2006 und Suzuki et. al. 2014)
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2.3.3 Die Rolle des Interleukins 23 im Immunsystem

Interleukin 23 wird hauptsachlich durch Antigen-prasentierende Zellen, wie Makrophagen und
Dendritischen Zellen, sezerniert (Langrish et al. 2004). Des Weiteren existieren Hinweise, dass
eosinophile Granulozyten (Guerra et al. 2017) wie auch Bronchialepithelzellen (Lee et al.
2017) IL-23 exprimieren kénnen. Die zur IL-23-Produktion anregenden Stimuli sind nicht in
Géanze bekannt. Jedoch deuten bisherige Untersuchungen darauf hin, dass die Aktivierung
von TLR hier eine tragende Rolle spielt (Moreira et al. 2011; Kwang et al. 2012). Ebenso
konnte gezeigt werden, dass Prostaglandin E: eine IL-23-Produktion induzieren kann (Sheiba-
nie et al. 2004).

Fur die unterschiedlichen Effekte von IL-23 auf zellularer Ebene ist die Betrachtung der ver-
schiedenen IL-23R exprimierenden Zelltypen, interessant. Bereits kurz nach Entdeckung von
IL-23R wurde dessen Expression durch T-Lymphozyten und nattirliche Killerzellen (NK-Zellen)
nachgewiesen (Parham et al. 2002). Auch bei antigenprasentierenden Zellen wurde ist eine
IL-23R-Paositivitat belegt (Cua et al. 2003; Parham et al. 2002).

Als zentrale Rolle von IL-23 wird die Wirkung auf CD4* T-Helferzellen, insbesondere Tul7-
Zellen, beschrieben (Di Cesare et al. 2009). T-Lymphozyten (syn. T-Zellen) entstehen durch
Proliferation und Differenzierung lymphatischer Vorlauferzellen im Knochenmark, migrieren in
den Thymus und differenzieren sich dort entweder zu zytotoxischen CD8" T-Killerzellen (Tk)
oder CD4* T-Helferzellen (Tw). Letztere, vorerst noch als naive T-Zellen (TH0) vorliegend, dif-
ferenzieren sich unter Einfluss diverser Zytokine zu Ty1-, Tu2-, regulatorischen T-Zellen (Treg)
oder aber Tyl17-Zellen (Romagnani 2006; Koch&Radtke 2011). Tu17-Zellen sind eine proin-
flammatorische T-Zell-Population, welche durch die Produktion von IL-17 gekennzeichnet und
betitelt sind (Yang et al. 2014; Langrish et al. 2004).

Thl7-Zellen entwickeln sich, unter dem Einfluss von IL-6 und tumor-growth-factor 8 (TGF) im
Mausmodell, sowie IL-6 und IL-13 beim Menschen, aus naiven T-Zellen (Veldhoen&Stockin-
ger 2006; Acosta-Rodriguez et al. 2007). Obwohl bis dato keine IL-23-abhangige Differenzie-
rung von Tu0 zu Tul7 beschrieben ist, nimmt es, laut aktuellem Stand, eine zentrale Rolle fir
deren Uberleben und Aktivitat ein (Iwakura&Ishigame 2002; Langrish et al. 2004; Sheibanie et
al. 2007). Die Bindung von IL-23 an den IL-23 Rezeptor fuhrt bei Th17-Zellen Uber STAT3,
PI3K und NFkB-Signalwege zur Expression des namensgebenden IL-17 (Solt&Burris 2012;
Molinero et. al 2012).

Bei IL-17 handelt es sich um kein isoliertes Interleukin, sondern eine Zytokinfamilie, die die
sechs Zytokine IL-17A-F umfasst (Aggarwal&Gurney 2002; Manni et. al. 2014). Die Rekrutie-
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rung neutrophiler Granulozyten ist ein wesentlicher Effekt, der durch die Freisetzung der bei-
den Zytokine IL-17A und IL-17F ausgel6st wird. Dies wurde bereits bei vielen chronisch ent-
ziindlichen Erkrankungen, inklusive Asthma bronchiale, beobachtet ((Monin&Gaffen 2018; O-
nishi&Gaffen 2010; Molet et al 2001; He et al. 2007; Wilson et al. 2009; Oda et al. 2005).

Ebenfalls zu den IL-23-Zielzellen gehoren y-6-T-Zellen (Sutton et al. 2009), eine Gruppe von
T-Zellen, die nur einen geringen Anteil an zirkulierenden (1-5%), jedoch einen bedeutend h6-
heren Teil der gewebsassoziierten T-Zellen ausmachen. Besonders haufig liegen diese im
subepithelialen Bindegewebe vor. Ihre genaue Rolle innerhalb des Immunsystems ist bis dato
unklar, doch ist bekannt, dass sie sowohl durch exogene Antigene als auch durch endogene
Stressproteine oder Zytokine aktiviert werden konnen. Dies lasst auf eine Funktion bei der
Abwehr gegenitber Krankheitserregern, sowie der Gewebshom{ostase ausgegangen
(Cheng&Hu 2017).

IL-23 induziert bei yd-T-Zellen eine IL-17-Sekretion, was synergistisch zur Ty17-Wirkung, zur
Einwanderung neutrophiler Granulozyten fiihrt. Aul3erdem fordert diese dargestellte I1L-23-yd-
T-Zell-Achse eine Entziindungsreaktion eine reduzierte Ausbildung regulatorischer T-Zellen
(Petermann et al. 2011, Shibata et al. 2007).

Da auch sie den IL-23 Rezeptor tragen, werden ebenso Makrophagen und Dendritische Zellen
zu den IL-23-Zielzellen gezéahlt (Parham et al. 2002). Beide gehéren sowohl der Gruppe der
Phagozyten als auch den antigenprasentierenden Zellen, an.

Die Aufgabe der Phagozyten besteht im Wesentlichen in der Elimination eingedrungener Mik-
roorganismen, sowie der Aktivierung von T-Zellen und somit der Initiierung einer adaptiven
Immunantwort. Die Makrophagen befinden sich in gro3er Zahl im subepithelialen Bindege-
webe, wo sie Krankheitserreger frih erkennen und in grof3er Zahl exterminieren konnen. An-
ders als bei den Makrophagen besteht die Hauptaufgabe der Dendritischen Zellen nicht in der
Eliminierung besonders vieler Erreger, ihre primére Funktion beinhaltet eher die Prozessierung
der phagozytierten Mikroorganismen und nachfolgende Antigenprasentation. Die Prasentation
des prozessierten Antigens gegeniber T-Zellen resultiert in einer T-Zell-Aktivierung und somit

in der Initilerung einer adaptiven Immunreaktion.

Auch Makrophagen sind zur Antigenprasentation fahig, jedoch wird vermutet, dass die Funk-
tion der Makrophagen-Antigenprasentation eher in der Stimulation von Effektor- bzw. Helfer-
funkionen bei bereits durch Dendritische Zellen primér aktivierten T-Zellen liegt. Somit gelten
Dendritische Zellen als Bindeglied zwischen angeborener und adaptiver Immunabwehr, wo-
hingegen die Makrophagen vielmehr dem angeborenen Immunsystem zuzuordnen sind (Mur-
phy&Weaver 2018).
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Alveolare Makrophagen sind die zahlreichste Gruppe von residenten Immunzellen der Lunge.
Bereits kurz nach der Geburt wandern fetale Monozyten in die Lunge ein, woraufhin sie sich
zu residenten Alveolarmakrophagen differenzieren. Normalerweise ist die Population der Mak-
rophagen in der Lunge relativ stabil und unabhangig vom Monozyten-Influx aus dem Blutstrom.
Werden residente Makrophagen jedoch im Rahmen einer Entziindungsreaktion verbraucht,
erfolgt die Migration der Monozyten in die Lunge, sodass die Lunge zum einen durch die mo-
nozyten-abgeleiteten Makrophagen, zum anderen durch Proliferation Uberlebender residenter

Makrophagen repopularisiert wird (Saradna et al. 2018).

Als Makrophagen-Polarisation wird ein Prozess beschrieben, in dem @
sich Makrophagen in funktionelle Phanotypen differenzieren (Murray ‘E;L? \;
2017): Hohe Konzentrationen von IFN-y, TNF, Lipopolysacchariden "

(LPS) oder dem granulocyte-macrophage colony-stimulating factor

(GM-CSF) fuihren zur Ausbildung des M¢1-Phéanotyps. M$1-Makro-
phagen synthetisieren in hohem Mal3e antimikrobielle Effektormole-
kile, wie Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) oder Stickstoff-Verbin-
dungen. Ebenfalls sezernieren sie Zytokine, wie IL-6, IL-12, IL-1,

und TNF-a, die eine Tul-vermittelte Immunantwort weiter fordern.

Jee-

Ihre Aufgabe besteht somit hauptséachlich in der Elimination intrazel- :
_ _ Abbildung 5: Makro-
lulérer Krankheitserreger und der Rekrutierung von B- und T-Lym-  ppagen-Polarisation

phozyten.

Im Gegensatz dazu wird die Differenzierung in den M$2-Phanotyp durch IL-4, und IL-13 initi-
iert. Die Population der M2-Makrophagen wird, abhéngig vom jeweiligen Stimulus, weiter in
Méd2a, Md2b und M2c unterteilt (Saradna et al. 2018). Makrophagen der M¢2-Polarisation
sind gekennzeichnet durch die Produktion von Metaboliten, die die Abtétung von Parasiten
bedingen. Hier sind vor allem die Aminosduren Ornithin und Prolin zu nennen (Mur-
phy&Weaver 2018). Weitere, durch M$2-Makrophagen angeregte Prozesse, sind die Herun-

terregulation der Immunantwort, Narbenbildung, sowie Angiogenese (Mantovani et al. 2012).

Uber die Wirkung von IL-23 auf Makrophagen und Dendritische Zellen ist im Vergleich zur
Wirkung auf T-Zellen relativ wenig bekannt. 2008 fiihrten Wakashin et al. ein Experiment
durch, indem sie separaten Kulturen von CD4* T-Zellen einmal IL-23, ein anderes Mal IL-23
und zusatzlich Dendritische Zellen zugaben und nach einiger Zeit die Veradnderung des IL-4-
Spiegels mafien. Nur bei letztgenanntem Aufbau (T-Zellen+DC+IL-23) war eine IL-4-Erh6hung
Zu beobachten (Wakashin et al. 2008). In einer anderen Studie konnte gezeigt werden, dass
durch die Injektion von IL-23, peritoneale Makrophagen zur Expression von IL1B und TNF

angeregt werden. Diese beiden Zytokine sind wiederum daftir bekannt, Makrophagen selbst
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zu stimulieren (Roach et al. 2002; Harris et al. 2008), wodurch ein sogenannter autocrine loop
entsteht, was in einer Unterhaltung der Inflammationsreaktionen resultieren kann (Gane et al.
2016).

Eine weitere Gruppe der IL-23R positiven Zellen stellen die innate lymphoid cells (ILC) dar.
Dies ist eine heterogene Gruppe von Zellen, welche aus denselben lymphatischen Vorlaufer-
zellen wie Lymphozyten hervorgehen. Auch deren Funktion ist den verschiedenen T-Lympho-
zyten-Phanotypen &hnlich. Jedoch besitzen sie, im Gegensatz zu jenen, keine spezifischen
Antigenrezeptoren, sondern werden durch Zytokine aktiviert. Aufgrund dessen werden sie als
Teil des angeborenen Immunsystems angesehen. Der am ausfiihrlichsten bekannte Vertreter
der ILC-Gruppe ist die natirliche Killerzelle (NK). Wie auch die CD8* T-Killerzellen gehodren
sie zu den direkt-zytotoxischen Zellen (Murphy&Weaver 2018). IL-23 erhoht die Produktion
des Zytokins Interferon y (IFNy) durch NK-Zellen, wodurch wiederum Makrophagen und Dend-
ritische Zellen aktiviert werden (Ziblat et al. 2018). AuRerdem exprimieren noch ILC der Gruppe
3 (ILC3) den IL-23-Rezeptor an ihrer Oberflache. Sie sind in ihrer Funktion mit den Ty17-Zellen
vergleichbar. Nach Stimulation durch u.A, IL-23, sezernieren sie, wie Tyl7-Zellen, IL-17 (Son-
nenberg&Artis 2015; Kim et al. 2014).

IL-23—@®~"g
o

-

Abbildung 6: Die Rolle von IL-23 im Immunsystem (vereinfacht)

IL-1B

Neutrophile
Granulozyten

2.3.4 Die Rolle von IL-23 bei der Pathophysiologie der Asthmaerkrankung

Obwohl Asthma bronchiale klassischerweise als TH2-vermittelte allergische Atemwegsent-
ziindung dargestellt wird, gibt es immer mehr Hinweise, dass auch andere Mechanismen an
der Pathogenese des Asthmas beteiligt sind (Li & Hua 2014). Demnach scheint es wenig ver-
wunderlich, dass auch die Rolle des proinflammatorischen Zytokins IL-23 hierbei untersucht
wurde. So konnten Ciprandi et al. in einer Studie bei Kindern mit allergischem Asthma bron-

chiale zeigen, dass die Konzentration von IL-23 im Serum invers mit der Einsekundenkapazitat
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(FEV1) korreliert (Ciprandi et al. 2012). Ebenso existieren Hinweise, dass bestimmte Varianten
des IL-23R-Gens protektive bzw. pradisponierende Faktoren fir eine Asthmaerkrankung dar-
stellen kdnnen. (Mosayebian et al. 2015).

IL-23 scheint nach heutigem Wissensstand bei der Pathogenese von Asthma an verschiede-
nen Stellen eine Rolle zu spielen. Bereits zwischen 2006 und 2008 wurde eine Verbindung
des funktionell-verbundenen Interleukins 17 mit der Asthmaerkrankung hergestellt. Als McKin-
ley et al. T-Zellen entweder entsprechend dem Tx2- oder aber dem Ty17-Phanotyp polarisier-
ten und dann Mausen injizierten, konnte bei Tieren der Ty17-Gruppe eine deutliche Rekrutie-
rung neutrophiler Granulozyten erfasst werden. Eine zuséatzliche Beobachtung dieser Studie
war, dass diese Tiere ebenfalls unzureichend auf Corticosteroidgabe ansprachen. Aufgrund
dieser Resultate schlussfolgerte die Arbeitsgruppe, dass Tul7-Zellen vor allem mit neutrophi-
lem, sowie steroidresistenten Asthma in Verbindung stehe (McKinley et al 2008). Ahnliche
Hinweise lieferten auch klinische Studien, indem eine positive Korrelation der IL-17 mRNA-
Expression im Sputum mit dem Anteil neutrophiler Granulozyten an der gesamten Sputum-

Leukozytenzahl beobachtet wurde (Bullens et al. 2006).

Aufgrund der Tatsache, dass IL-23 als wesentlicher Faktor fur die IL-17-Produktion angesehen
wird (Solt&Burris 2012; Molinero et. al 2012; Monin&Gaffen 2018), lag auch die Untersuchung
einer |L-23-Beteiligung an neutrophilen, steroidresistenten Auspragungen der Asthmaerkran-
kung nicht fern. Erste Hinweise konnten Wakashin et al. im Jahre 2008 sammeln, indem sie
mittels cDNA-Transfer eine 1L-23-Uberexpression bei Mausen provozierten. In der Tat wurde
bei entsprechenden Versuchstieren eine Erhéhung, sowohl der IL-17A-Konzentration in der
bronchoalveoldren Lavage als auch eine gesteigerte Atemwegsinflammation gemessen
(Wakashin et al. 2008). Spatere Studien zeigten, dass eine Inhibition von IL-23 mittels small-
hairpin RNA (shRNA) oder lang-wirksamen Autoantikérpern gegen IL-23p40 eine merkliche
Reduktion neutrophiler Granulozyten in der bronchoalveolaren Lavage bewirke (Li et al. 2011;
Guan et al. 2012). Gemeinsam bestétigen diese Ergebnisse, dass die Rolle von IL-23 bei der
Entstehung von Asthma bronchiale vergleichbar mit der Pathogenese anderer Krankheitsbil-
der zu sein scheint (vgl. Abbildung 4): Eine Freisetzung von IL-23 durch v.a. Makrophagen
und Dendritische Zellen bewirkt eine Erhdhung der IL-17-Sekretion. Hieraus resultiert eine
Chemotaxis neutrophiler Granulozyten und die damit verbundene Entzindungsreaktion
(Nakajima&Hirose 2010).

Jedoch scheint sich der Einfluss von IL-23 auf die Pathophysiologie des Asthmas bronchiale
nicht allein auf die neutrophile Komponente zu beschranken. In den beiden Experimenten von
Li et al. 2011 und Guan et al. 2012 konnte durch eine IL-23-Blockade auch ein Rickgang

eosinophiler Granulozyten in der bronchoalveolaren Lavage beobachtet werden (Li et al. 2011,

-22



2. Einleitung

Guan et al. 2012). Der genaue Mechanismus der Wirkung von IL-23 auf eosinophile Gra-
nulozyten ist bis dato noch nicht genau verstanden. Jedoch konnten auch Rezeptoren fir IL-
23 und IL-17 auf der Oberflache dieses Zelltyps nachgewiesen werden. Zusatzlich zeigte sich,
dass die Zugabe von IL-23 zu einer Kultur eosinophiler Granulozyten das Uberleben dieser
verlangert und die Synthese proinflammatorische Zytokine férdert (Cheung et al. 2008). Eben-
falls konnte auch ein positiver Einfluss von IL-23 fur die Differenzierung von Tu2-Lymphozyten,
sowie eine IL-23 abhangige Sekretion der TH2-Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 nachgewiesen
werden (Peng et al. 2010). Diese beiden Mechanismen, kénnten wiederum, analog zur Typl-

Reaktion nach Coombs und Gell, eine eosinophile Atemwegsentziindung bedingen.

Die inhalative Exposition von rekombinantem IL-23 konnte ebenfalls eine Sekretion der beiden
Alarmine, IL-33 und TLSP, férdern. Analog zur in Kapitel 2.2.3 beschriebenen Pathogenese
des intrinsischen eosinophilen Asthmas, scheint nachfolgend eine Aktivierung von ILC2 denk-

bar, was wiederum in der eosinophilen Atemwegsentziindung mindet (Lee et al. 2020).
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2.4. Ziele der Arbeit

Asthma ist eine sehr heterogene Erkrankung mit mehreren Phénotypen und Auspragungen.
Lassen sich milde und moderate Auspragungsformen sehr gut mit inhalativen Corticosteroiden
und Bronchodilatatoren behandeln, so sind schwere Verlaufe oft auf spezifische Therapien
angewiesen. Gerade diese personalisierte Therapie ist auf ein genaues Verstandnis beztiglich

der Pathophysiologie angewiesen.

Anders als bei anderen Formen des schweren Asthmas, ist beim neutrophilen Asthma keine
Antikérpertherapie etabliert. IL-23 wird bereits seit einigen Jahren mit der Entstehung des
neutrophilen Asthmas in Verbindung gebracht. Umso interessanter scheint die Méglichkeit mit
IL-23 ein potenzielles therapeutisches Target identifiziert zu haben. Mit diesem Ausblick be-
schaftigt sich die vorliegende Arbeit mit der Untersuchung der IL-23-Rezeptor-Expression in
der Lunge.

Verandert sich die Konzentration von IL-23 und die Zahl der neutrophilen Granulozyten im
HDM-Mausmodell?

Im HDM-Mausmodell werden Mause gegentiber der Milbe Dermatophagoides pteronyssinus
sensibilisiert, wodurch sich eine allergische Atemwegsentziindung entwickelt. Ein Ziel dieser
Arbeit ist die Bestimmung der IL-23-Konzentration im Lungengewebe bei HDM-exponierten
und Kontrolltieren. Auzerdem soll der Influx neutrophiler Granulozyten in die Lunge quantifi-

ziert werden.

Wie verandert sich die Expression von IL-23R in der Lunge bei allergischer Atemwegsent-

zindung?

Eine IL-23-Sekretion aktiviert verschiedene nachgeschaltete Signalkaskaden. Einer dieser
Wege ist die Hochregulation des Interleukin-23-Rezeptors. In der vorliegenden Arbeit soll
evaluiert werden, welche Zellen IL-23R-positiv sind und in welchem Mal3e sich der Anteil der
IL-23R-positiven Zellen an der Gesamtzahl der einzelnen Immunzellen bei allergischer Atem-

wegserkrankung verandert.

Wie verandert sich die IL-17 Konzentration und welche Zellen sezernieren IL-177

IL-23 fordert die Synthese des proinflammatorischen Zytokins IL-17, welches die Chemotaxis
neutrophiler Granulozyten ausldst. In dieser Arbeit soll die Konzentration von IL-17 im Lun-
genhomogenat gemessen werden. Des Weiteren soll evaluiert werden, welche Zellen fur die
Sekretion von IL-17 in der Lunge verantwortlich sind und ob eine Koexpression von IL-17
und IL-23R besteht, um Hinweise fir eine IL-23 abhangige IL-17-Sekretion in der Lunge zu

sammeln.

-24



3. Material und Methoden

3. Material und Methoden

3.1. HDM-Mausmodell

3.1.1. Versuchstiere

Es wurden bei der vorliegenden Arbeit weibliche C57BI6J Mause verwendet. Um interindivi-
duelle Unterschiede, welche Versuchsergebnisse beeinflussen kdnnten, so gering wie moglich
zu halten, waren alle Versuchstiere genetisch miteinander verwandt. Die Tiere waren bei Be-
ginn der Behandlung 6-8 Wochen alt und korperlich unversehrt. Eine Woche vor Beginn des
Experiments wurden die Mause in die endgultigen Versuchskafige transferiert, um sich bezulg-
lich der neuen Umgebung zu akklimatisieren. Die Haltung erfolgte unter Aufrechterhaltung ei-
nes Tag-Nacht-Rhythmus bei 12h Beleuchtung pro Tag und einer Raumtemperatur von 22°C.
Nahrung und Trinkwasser waren stets verfugbar. Die Richtlinien des Tierschutzgesetzes wur-
den zu jeder Zeit eingehalten und engmaschig, durch die Tierschutzbeauftragte der Universitat

des Saarlandes, kontrolliert.

3.1.2. HDM-Behandlung

Um eine allergische Atemwegsentziindung hervorzurufen wurde den Versuchstieren Haus-
staubmilbenextrakt appliziert. Die Hausstaubmilbe (Dermatophagoides) gehort zu den hau-
figsten Quellen von Allergenen weltweit. Mehr als 30 verschiedene Proteine, welche allergi-
sche Reaktionen bedingen kénnen, sind beschrieben (Shafique et al. 2014). Bei intranasaler
Applikation von HDM wird bei Mausen eine eosinophile, kombiniert mit einer neutrophilen In-

flammation ausgeldst (Pifieiro-Hermida et al. 2017).

Hierfir wurden 25ug HDM in 50ul 0,9%iger Kochsalzl6sung verdinnt. Zur Sedierung wurde
das volatile Anéasthetikum Isofluran verwendet. Hierzu wurde eine Glasbox mit Watte ausge-
kleidet und die Watte nachfolgend mit Isofluran getrankt. Die Versuchstiere wurden in die Box
gesetzt, diese danach verschlossen und eine ausreichende Sedierungstiefe wurde abgewar-
tet. AnschlieRend erfolgte die intranasale Applikation des HDM-Extraktes jeweils alternierend
in beide Nasenlocher. Kontrolltieren wurden an dieser Stelle je 50ul reine 0,9%ige Kochsalz-
I6sung appliziert Die Behandlung erfolgte jeweils an acht bis zehn Tieren pro Gruppe und
wurde an 5 aufeinanderfolgenden Tagen uUber eine Zeitspanne von insgesamt 7 Wochen

durchgefuhrt.

3.1.3. Entnahme und Konservierung der Gewebe

Nach abgeschlossener Behandlung wurden die Mause mittels Inhalation von reinem CO- ge-

tétet. Noch am selben Tag erfolgte die Entnahme der Gewebe. Nach Eréffnung des Thorax
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wurde die Trachea durchtrennt und die Lungen entnommen. Pro Versuchstier wurde ein klei-
ner Teil der Lunge abgetrennt und, ohne vorherige chemische Fixierung, bei -80°C kryokon-
serviert. Zur Fixierung des ubrigen Lungengewebes wurden diese in, mit Zamboni-L6sung
(2%iges Formaldehyd + 15% Pikrins&dure + 0,1M Phosphatpuffer) gefillte Behéaltnisse, gege-
ben und in einem Kdihlschrank bei ca. 8°C aufbewahrt. Nach der Zamboni-Fixierung wurden
die Lungen taglich mit PBS gereinigt bis makroskopisch keine Spuren von Zamboni-Ldsung
mehr sichtbar waren. Zur Kryoprotektion wurden die Lungen nachfolgend fir einen weiteren
Tag in Sucrose-Losung gegeben. Anschlielend an diese chemische Fixierung wurden die
Proben komplett in Tissue-Tek (Sakura) eingebettet und in flissigem Stickstoff kryokonser-

viert. Die hergestellten Kryo-Blécke wurden bei -20°C gelagert.

Parallel zur Enthahme der Lungen wurde pro Maus eine Entnahme des zirkulierenden Blutvo-
lumens durchgefihrt. Hierfir wurde der Bauchraum erdffnet und mit Hilfe einer, mit EDTA
vorbehandelten Spritze, die Vena cava inferior punktiert. Die gewonnenen Proben wurden
nachfolgend zentrifugiert. Durch das Zentrifugieren durch die Fresco21-Zentrifuge (Thermo

Scientific) wurde das Serum von den korpuskularen Bestandteilen des Blutes getrennt. Das

Serum-Proben bei -80°C gelagert.

Waochen |1 | |5

RN

- 25ug HDM in 25pl NaCl intranasal | |- Euthanasie
- Gewebsentnahme

>

>

Abbildung 7: Behandlungsschema des HDM-Mausmodells

-26



3. Material und Method

3.2. Evaluation der allergischen Atemwegsentziindung

3.2.1. Silanisierung von Objekttragern

Vor der Herstellung von histologischen Praparaten wurden Objekttrager mit 3-Ami-
noprpltriethoxysilan (APES) beschichtet. APES sorgt Uber kovalente Bindungen mit der Glas-
oberflache fir eine positive Ladung. Im Gewebe hingegen tberwiegen negative Ladungen in
Form von z.B. Carboxylgruppen, Sulphatestergruppen etc. Die somit entstandene elektrosta-
tische Anziehung zwischen Objekttrager und Gewebe soll dessen Adhéasion erleichtern.

Hierflir wurden die Objekttrager zuerst fir 5min mit Aceton vorbehandelt. Danach wurden sie
in eine mit 2%igem APES gefiillte Glaskuvette gegeben und 5min dort belassen. AnschlieRend
wurden sie fur je weitere 5 Minuten in Aceton und bidestilliertes Wasser gegeben. Trocknung
und Aufbewahrung der nun silanisierten Objekttrager erfolgte bei Raumtemperatur.

3.2.2. Herstellung von Kryoschnitten

Die Lungen wurden mit einem Kryostaten (Leica CM 1950) bei -25°C geschnitten. Zu Beginn
wurden die Kryo-Blocke mittels Tissue-Tek (Sakura) in die Halterungsplattefixiert und solange
geschnitten, bis geniigend Lungengewebe auf der Schnittflache zu sehen war. Danach wurden
8um dicke Schnitte angefertigt und diese auf die silanisiertenObjekttrager aufgebracht. Die

Lagerung der fertiggestellten Kryoschnitte erfolgte bei -20°C.

3.2.3. H&E-Farbung und Analyse der Epitheldicke

Die Farbung mit Hamatoxylin und Eosin (H&E-Farbung) ist ein etabliertes Verfahren zurhisto-
pathologischen Evaluation von allergischen Atemwegserkrankungen (Saetta&Turato 2001).
Bei der H&E-Farbung wird eine Kombination aus basischem Hamatoxylin und saurem Eosin
eingesetzt. Somit werden durch das Hamatoxylin basophile Kompartimente, wie der nuklein-
saureenthaltende Zellkern blaulich angefarbt. Azidophile Bestandteile wie das Zytosol oder die
diversen Bestandteile der extrazellularen Matrix werden in verschiedenen Rot- bzw. Rosat6-

nen angefarbt (Lullmann-Rauch&Paulsen 2012).
Vorgehen: - 20min Trocknung der Kryoschnittebei Raumtemperatur
- Inkubation in Hamatoxylin fur 3min
- Abspilen unter flieBendem Wasser
- Einlage in 1% Essigséure fur 10sek
- Abspulen unter flieBendem Wasser

- Inkubation in Eosin fur 10sek
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- Dehydratation durch aufsteigende Ethanolreihe (70%, 96%, 99%) fir je 1min
- Reinigung in Xylol fir 3min
- Eindecken in Entellan (Merck) und Aufbringen eines Deckglaschens

Fur die Analyse der Epitheldicke erfolgte die Lichtmikroskopie von je 13-15 Bronchiolen pro
Versuchstier. Mit Hilfe der Zeiss AxioVision-Software wurden zwei Konturen gezogen. Kontur
1 wurde um den apikalen Pol der Bronchialepithelzellen gezogen, sodass der Flacheninhalt
Al in etwa dem Bronchiallumenentsrpricht. Kontur 2 wurde um die Basalmembran des Bron-
chiolenquerschnitts gezogen, der Flacheninhalt A2 umfasst demnach das Bronchiallumen und
das Bronchialepithel. Nach der Berechnung der beiden Flacheninhalte A1 und A2 wurde Al
von A2 subtrahiert, sodass diese Differenz in Naherung dem Flacheninhalt des Bronchial-
epithels entspricht (siehe Abb. 6).

Um den Durchmesser der jeweiligen Bronchiolenquerschnitte zu bertcksichtigen, werden die
Ergebnisse in um?/um Basalmembran angegeben. Es wurde darauf geachtet, dass die Bron-
chiolen keine Knorpelanteile in der Wand enthielten, sodass das Risiko einer falschlicherwei-
sen Messung von proximalen Atemwegen minimiert wurde. Subepitheliales Bindegewebe, so-
wie intraluminale Epithelzellen, welche keinen sichtbaren Kontakt mit Nachbarzellen hatten,
wurden beim Ziehen der Konturen nicht beriicksichtigt.

Epithel

Kontur 1

Kontur 2

A2-Al

Abbildung 8: Ndherungsweise Bestimmung der Epitheldicke
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3.2.4. PAS-Farbung und Quantifizierung von Becherzellen

Die periodic-acid-Schiff-Farbung (PAS-Farbung) stellt eine Mdglichkeit zur Darstellung von
Polysacchariden, Glykoproteinen und Muzinen dar. Kohlenhydratreste mit benachbarten 1,2-
Glykolgruppen werden durch Perjodséure zu Aldehydgruppen oxydiert. Durch die Schiff-Rea-
genz werden diese dann nachfolgend violett angefarbt. Folglich werden die muzinproduzie-
renden Becherzellen der Atemwege durch die PAS-Farbung zur Darstellung gebracht (Lull-
mann-Rauch&Paulsen 2012).

Vorgehen: - 90min Trocknung der Kryoschnitte bei Raumtemperatur
- Spulen mit PBS fur 5min
- Inkubation in 0,1% Perjodsaure (MerckMillipore) flr 5min
- Abspiilen unter flieBendem Wasser
- Inkubation in Schiff-Reagenz (Carl Roth) fir 20min
- Auswaschen in destilliertem Wasser fir 5min
- Inkubation in Hamatoxylin fir 6min
- Abspulen unter flieBendem Wasser
- Dehydratation durch aufsteigende Ethanolreihe (70%, 96%, 99%) flr je 1min
- Reinigung in Xylol fir 6min
- Eindecken in Entellan (Merck) und Aufbringen eines Deckglaschens

Fur die Quantifizierung von PAS-positiven Becherzellen wurden 7-8 Bronchiolen pro Ver-
suchstier ausgewertet. Die durch die PAS-Farbung violett angefarbten Becherzellen wurden
manuell ausgezahlt. Um den Durchmesser der Bronchiolenquerschnitte mit einzubeziehen
wurde um die Basalmembran jeweils eine Kontur um die Basalmembran des respiratorischen

Epithels gezogen. Ergebnisse werden in Becherzellen pro mm Basalmembran dargestellt.

Nur eindeutig PAS-positive Zellen und Zellen, die im Querschnitt optisch Kontakt mit anderen
Zellen hatten, wurden bei der Auszahlung beriicksichtigt. Subepitheliales Bindegewebe wurde

beim Ziehen der Kontur nicht beriicksichtigt.

3.2.5 Lungenhomogenisierung

Bei -80°C gelagerte Lungenproben wurden aufgetaut und mittels eines Rihrstabes (Ultra Tur-
rax) homogenisiert. Nachfolgend wurde die Proteinkonzentration der Homogenate bestimmt.

Hierfur wurde das Pierce™BCA Protein Assay Kit (Thermofisher) verwendet, wodurch die Kon-
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zentrationen entsprechend dem vom Hersteller angegebenem Protokoll, durch ein kolorimet-
risches Verfahren gemessen wurden. Danach wurden die Konzentrationen der niedrigsten
Konzentration angepasst, indem die tbrigen hoher konzentrierteren Proben mit PBS verdunnt
wurden. Am Ende der Lungenhomogenisierung lagen somit alle Proben mit der gleichen Ge-

samteiweillkonzentration vor.

3.2.6 Bestimmung von Proteinkonzentrationen mittels ELISA

Bei dem Begriff ELISA handelt es sich um ein Akronym fir enzyme-linked immunosorbent
assay. Ziel des ELISAs ist die quantitative Bestimmung eines bestimmten Proteins. In dieser
Arbeit wurde die Variante des Sandwich-ELISAs angewendet. Dieser Methode liegt folgender

Versuchsablauf zugrunde:

Zuerst wurde ein gegen das zu quantifizierende Antigen gerichteter Capture-Anitkérper auf
eine Festphase gegeben. Bovines Serum-Albumin (BSA) wurde hinzugefiigt, um das Risiko
von nachfolgenden Kreuzreaktionen zu verringern. Danach wird die Probe hinzugegeben,

sodass das in der Probe enthaltene Protein ein Epitop fiir den Capture-Antikérper anbietet und

somit bindet. Durch einen enzymgekoppelten De-
tection-Antikdrper, der gegen ein anderes Epitop SUbSE!’at Pr?;.;c'm(t
des jeweiligen Proteins gerichtet ist, erfolgt der ei- ‘ '
gentliche Nachweis. Ein Substrat wird hinzugege-
ben, welches durch das mit dem Detection-Anti-
korper verbundenen Enzym in ein farbiges Produkt
umgesetzt wird. Das Ausmalfd des Farbumschlags
ist somit direkt proportional zu der Konzentration
des Proteins und kann mittels Photometrie gemes-

sen werden. Die Reaktion wurde durch die Zugabe

von Schwefelsaure (H2SO4) gestoppt.

Das Lambert-Beer‘sche-Gesetz besagt, dass sich

eine im Photometer gemessene Extinktion direkt

proportional zur Konzentration des Proteins ver-

halt (siehe unten). Dadurch dass Extinktionskoeffi-
. . . I% Capture-AK @ Protein

zient und Schichtdicke des gemessenen Kérpers

bekannt sind, kann unter Anwendung dieses Ge- * Detection-AK @) Enzym

setzes die Konzentration des gesuchten Proteins

Abbildung 9: ELISA (modifiziert nach Bioche-

mie&Pathobiochemie Loffler-Petrides 8. Auf-
Loffler-Petrides-Heinrich 8. Auflage). lage)

berechnet werden (Biochemie&Pathobiochemie
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E=cXxeXxl

E: Extinktion c: Konzentration &: Extinktionskoeffizient I: Schichtdicke

Die Konzentration von IgE im Serum wurde mit Hilfe des Mouse IgE ELISA Ready-SET-Go!™
Kits (eBioscience) gemessen. Das bei -80°C gelagerte Serum wurde aufgetaut und vorver-

dinnt. Das vom Hersteller empfohlene Protokoll wurde durchgefiihrt und stets eingehalten.

Konzentrationen von IL-23 und IL-17 wurden mit dem Mouse IL-23 DuoSet ELISA (R&D Sys-
tems) bzw. mit demMouse IL-17 DuoSet ELISA (R&D Systems) ermittelt. Die Lungenhomoge-
nate wurden aufgetaut und die vom Hersteller empfohlenen Versuchsprotokolle angewandt.
Bei der Berechnung der Ergebnisse wurde die Verdinnung der einzelnen Lungenhomogenate

einberechnet.
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3.3. Immunfluoreszenz

3.3.1. Allgemeines Vorgehen

Fur die Immunfluoreszenzfarbungen wurden bei -20°C gelagerte Kryoschnitte verwendet. Vor
der Farbung wurden die Schnitte unter Raumtemperatur fr 15min getrocknet und anschlie-
Rend 5minmit PBS rehydriert. Fur die folgenden Schritte wurden die Kryoschnitte in ein Shan-
donSequenzaSystem (Thermo Scientific, MA, USA) eingespannt. Danach wurden sie zweimal

mit PBS gewaschen und die Flussrate durch die Plates tberprift und ggf. angeglichen.

Es folgte eine Blockung der Schnitte mit 150l 5% Esel-Serum, mit dem Ziel, das Mausgewebe
mit dem Serum des Spendertiers der Sekundéarantikbrper zu benetzten. Hierdurch soll eine
unspezifische Bindung des Priméarantikdrpers mit dem Gewebe verhindert werden. Nach die-
ser Blockung erfolgte die Applikation des Primarantikorpers. Appliziert wurden je 150ul pro
Kryoschnitt, die die diversen Antikorper in der, in Tabelle 5 aufgefuhrten Verdinnung mit PBS,
enthielten.

Nach zwei Waschschritten mit PBS wurden die mit Fluoreszin gekoppelten Sekundérantikor-
per, ebenfalls in 150ul PBS, hinzugefiigt. Die Sekundarantikorper waren jeweils gegen das
Spendertier der Primarantikdrper gerichtet. Mit den Sekundarantikérpern wurde nur in strenger
Dunkelheit gearbeitet, um einem Verblassen des Fluoreszins entgegen zu wirken. Die Sekun-

darantikdrper und ihre jeweilige Verdiinnung sind in Tabelle 5 aufgefiihrt.

In den letzten 15min der Inkubationszeit der Sekundarantikdrper wurden je 80ul des Zellkern-
markers DAPI hinzugefligt. Nach drei weiteren Waschschritten mit PBS, sowie einem mit des-
tilliertem Wasser wurden die Schnitte aus dem ShandonSequenza System ausgespannt, mit
je 70ug Fluoroshield (Sigma Aldrich) fixiert und mit Deckglésern abgedeckt. Danach wurden

die Schnitte fur mindestens flnf Stunden im Dunkeln getrocknet.

Bei Farbungen, die den Einsatz von Primarantikorpern des gleichen Spendertiers nétig mach-
ten, wurde zweizeitig vorgegangen. Zuerst wurde der erste Antikérper zugefihrt, nach zwei
Waschschritten mit PBS erfolgte die Applikation des entsprechenden Fab-Sekundarantikor-
pers. Danach wurden die anderen Primarantikérper, sowie die Sekundarantikdrper in der vor-
herig beschriebenen Weise hinzugefugt. Aufgrund des Fehlens des Fc-Fragments der Fab-
Sekundarantikorper ist eine fehlerhafte Bindung der Sekundarantikdrper des unwahrschein-
lich.

Samtliche Immunfluoreszenz-Farbungen wurden durch eine Isotyp-Kontrolle validiert. Bei ei-
nem Kryoschnitt pro Farbung wurde kein Primarantikorper appliziert, jedoch ansonsten exakt
gleich entsprechend dem oben beschriebenen Protokoll vorgegangen. Dadurch, dass dieser

Schnitt keinen Priméarantikorper enthielt, der gegen ein spezifisches Epitop gerichtet ist, konnte
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durch den Vergleich der Proben mit dem Isotyp eine Reaktion der Sekundarantikorper mit dem
Gewebe Uberprift werden. Fir den Fall, dass dies zu beobachten war, wurden Konzentratio-
nen und/oder Inkubationszeiten angepasst und die Farbung wiederholt.

Primarantikérper Hersteller Verdiinnung
Rat anti-mouse CD3 BioLegend, USA 1:100
Armenian Hamster monoclonal anti mouse CD11c Abcam, UK 1:100
Rat monoclonal anti mouse CD38 Acris, Deutschland 1:100
Goat polyclonal anti c-Myc Novus Biologicals, USA 1:200
Rabbit monoclonal anti mouse F4/80 Abcam, UK 1:150
Rat monoclonal anti mouse F4/80 eBioscience, USA 1:100
Rabbitpolyclonalanti IL17 Abcam, UK 1:200
Goat polyclonal anti-IL23 Receptor - Aminoterminal end | Abcam, UK 1:200
Rabbit polyclonal anti IL23 Receptor Abcam, UK 1:150
RabbitpolyclonalantiiNOS Abcam, UK 1:150
Rabbit polyclonal anti Neutrophil Elastase Abcam, UK 1:200
Rabbitpolyclonalanti PGP9.5 Abcam, UK 1:200
Rabbit polyclonal anti RELM alpha Abcam, UK 1:200
Sekundarantikorper Hersteller Verdiinnung
Donkey anti goat IgG Cyanine Cy3 Jackson, USA 1:200
Donkey anti rabbit 1gG Cyanine Cy3 Jackson, USA 1:300
Donkey anti rabbit 1gG AlexaFluor®488 Jackson, USA 1:400
Donkey ant rabbit IgG Alexa Fluor® 488 - Fab Fragment | Jackson, USA 1:200
Donkey anti rat IgG AlexaFluor®488 Jackson, USA 1:400
Goat Anti-Armenian Hamster Dylight 649 Jackson, USA 1:100
Donkey Anti-Goat IgG Alexa Fluor®647 Jackson, USA 1:100
Donkey anti rat IgG AlexaFluor®647 Jackson, USA 1:200

Tabelle 1: Verwendete Primdr- und Sekunddrantikérper, sowie jeweilige Verdiinnungen

Fur die Analyse der Immunfluoreszenz wurde das Epifluorescencemicroscope HXP 120 V
(Carl Zeiss) verwendet. Die Belichtungszeiten der Aufnahmen wurden so gewéhlt, dass sich
die Proben, bei gleicher Belichtungszeit wie die Isotyp-Kontrolle, deutlich von diesen unter-
schieden. Eine Praabsorption der Sekundarantikérper auf dem Gewebe wurde durch die auf
diese Art und Weise gewahlte Belichtungszeit umgangen. Nur Zellen, die sich im Vergleich mit

der Praabsorption der Isotypkontrolle deutlich positiv zeigten, wurden als positiv gewertet.

Es wurden je zwei, nicht direkt aufeinander folgende Lungenschnitte pro Tier untersucht. Hier-
durch sollte das Risiko, zweimal dieselbe Zelle zu z&hlen, welche zweimal in aufeinanderfol-

genden Schnitten angeschnitten wurde, minimiert werden.
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Blocken: Blocken:

—< Antikdrper

& Antikérper - Fab-Fragment
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A
Primar-Ak: -

Zielantigen 1

|

Zielantigen 2

Fluoreszin

[

(]
l . Sonstiges Antigen
Cc Blocken: 1. Primar-Ak: Fab-Ak: 2. Primar-Ak: 2. Sekundar-Ak:

SVERVYYENTEYY.

Sekundar-Ak: Sekundar-Ak:

Abbildung 10:
A: Prinzip und schematisches Vorgehen bei Immunfluoreszenz
B: Prinzip der Isotypkontrolle

C: Zweizeitiges Vorgehen bei Antikérpern von Spendertier gleicher Spezies

3.3.2. Farbungen im Detail

Quantifikation Neutrophiler Granulozyten:

Fir die Quantifizierung der neutrophilen Granulozyten im Lungengewebe, wurde eine Immun-
fluoreszenz mit einem Antikdrper gegen die Neutrophile Elastase (NE) verwendet. NE eine
Serin-Protease, welche spezifisch fur neutrophile Granulozyten ist (Papayannopoulos et al.
2010). Diese Methode zur Identifikation neutrophiler Granulozyten wurde in der Vergangenheit
von anderen Arbeitsgruppen genutzt (Amanzada et al. 2013, Kouri et al. 2014). Des Weiteren
wurden Zellkerne mittels DAPI angefarbt und nur Zellen mit typischem segmentiertem Zellkern
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als neutrophile Granulozyten gewertet. Das Ergebnis wurde in NE*Zellen pro mm? Lungenpa-
renchym ausgedriickt. Bei Ermittlung der Flache wurden nur Alveolarrdume und keine Bron-
chien oder Bronchiolen ausgemessen.

Identifikation IL-23 produzierender Zellen:

IL-23-produzierende Zellen wurden durch zwei Immunfluoreszenzfarbungen identifiziert. Zu-
erst wurde eine dreifache Farbung mit Antikdrpern gegen IL-23, F4/80 und CD11c durchge-
fuhrt. Das Glykoprotein F4/80 ist ein bekannter Oberflachenmarker fir murine Makrophagen.
Es wird nahezu von allen Gewebsmakrophagen exprimiert und besitzt eine hohe Spezifitat
(Lin et al. 2005). CD11c ist ein Protein aus der Gruppe der Integrine, welches das vorherr-
schende Integrin auf Dendritischen Zellen ist. AuRBerdem wird es in geringeren Mengen auch
von Makrophagen exprimiert, wodurch auch diese vereinzelt eine CD11c-Positivitat besalien
(Murphy&Weaver 2018). Die hieraus resultierenden Konstellationen wurden wie in Tabelle 6

aufgeflihrt, gewertet.

Des Weiteren wurde eine mdgliche IL-23-Expression auf Eosinophilen Granulozyten unter-
sucht. Hierfur wurde eine dreifache Farbung mit Antikdrpern gegen IL-23, Siglec-F und CD11c
durchgefiuhrt. Siglec-F (=CD170) ist ein Transmembranprotein der Immunglobulin-Superfami-
lie, welches vorzugsweise von murinen Eosinophilen Granulozyten exprimiert wird (Zhang et
al. 2004). Zusatzlich wurde CD11c zum Ausschluss eines Miteinbeziehens von antigenpra-
sentierenden Zellen mitgefarbt.

Quantifikation von IL-23R auf verschiedenen Zellen:

Fir die Analyse von IL-23-Rezeptor tragenden T-Lymphozyten wurde eine Immunfluoreszenz-
farbung mit IL-23R und CD3 durchgefuhrt. CD3 ist ein Bestandteil des T-Zell-Rezeptor-Kom-
plexes. Es stabilisiert den T-Zell-Rezeptor (TCR) wahrend der Zusammenlagerung im endop-
lasmatischen Retikulum, sodass dieser an die Zelloberflache transportiert werden kann. Da
CD3 nur an korrekt zusammengelagerte TCRs bindet, wird die korrekte Funktion der T-Zellen

durch diesen Mechanismus sichergestellt.

Folglich handelt es sich bei CD3 um einen Pan-T-Zell-Marker, dh. sowohl CD4* T-Helferzellen
als auch T-Killerzellen und regulatorische T-Zellen werden durch Antikérper gegen CD3 mar-
kiert (Murphy&Weaver 2018). Zellen mit einer Koexpression von CD3 und IL-23R wurden ge-
zahlt und das Ergebnis durch die Gesamtzahl CD3* Zellen pro Versuchstier dividiert. Parallel

wurde die Anzahl an IL-23R*CD3" pro Flache Lungenparenchym bestimmt.

Die Quantifikation von IL-23-Rezeptor tragenden Phagozyten wurde mit einer Dreifach-Im-
munfluoreszenzfarbung mit Antikbrpern gegen IL-23R, F4/80 und CD11c durchgefiihrt. Die

gleiche Strategie zur Demaskierung von Makrophagen und Dendritischen Zellen, wie auch bei
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der Identifikation IL-23 produzierender Zellen wurde verfolgt (siehe Tabelle 6). IL-23R* Zellen
wurden gezéhlt und folgende Quotienten gebildet:

- Makrophagen - n(IL-23R*F4/80%) / n(F4/80%)
- n(IL-23R*F4/80%) / mm?

- Dendritische Zellen - n(IL23R*CD11c*F4/80°) / n(CD11c*F4/80)
- n(IL23R+CD11c+F4/80-) / mm?

Nachfolgend wurde die IL-23R-Ex-

pression auf verschiedenen Mak- | Zelltyp Marker-Konstellation
rophagen-Subpopulationen unter- | NeutrophileGranulozyten | NE”

sucht. Marker fur Makrophagen | EosinophileGranulozyten | Siglec-F*CD11c

der Mé¢1l-Polarisation sind iINOS | T-Lymphozyten CD3*

und CD38. Fur M$2-Makrophagen | DendritischeZellen F4/80CD11c*

wurden die Marker RELMa und c- | Makrophagen (M) F4/80*CD11c",

Myc beschrieben (Jablonski et al. - M1 F4/80*iINOS*, CD38"*
2015). Fur den Nachweis von IL- - M2 F4/80"RELMa*, c-Myc*
23R* M¢1-Makrophagen wurde - M¢0 CD38* c-Myc*

eine Farbung mit Antikérpern ge- Tabelle 2: Strategie zur Identifikation verschiedener Zelltypen
gen IL-23R, F4/80 und iINOS mittels Inmunfluoreszenz

durchgeflhrt.

Der Nachweis von IL-23-Rezeptor tragenden M¢2-Makrophagen wurden Antikorper gegen IL-
23R, F4/80 und RELMa verwendet. Nachfolgend wurde fir die Quantifikation von IL-23R po-
sitiven Makrophagen-Subpopulationen eine weitere dreifach-Immunfluoreszenzfarbung mit
Antikdrpern gegen IL-23R, CD38 und c-Myc durchgefihrt. Die Zellen wurden manuell gezahlt
und der Anteil von IL-23R-positiven Zellen an der Gesamtanzahl von CD38+ M¢1-Makropha-
gen, c-Myc+ M$2-Makrophagen und CD38+c-Myc+ Makrophagen, welche als M$0 bezeichnet

wurden, wurde berechnet.

Analyse einer Koexpression von IL-23R und IL-17:

Um eine Koexpression zwischen dem IL-23-Rezeptor und IL-17 nachzuweisen wurde eine
Immunfluoreszenz mit Antikbrpern gegen diese beiden Antigene durchgefuhrt und nach einer
Koexpression gesucht. Die koexprimierenden Zellen wurden nachfolgend durch eine dreifach-

Immunfluoreszenzfarbung mit Antikbrpern gegen IL-17, F4/80 und CD11cidentifiziert.
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3.4 Statistik

Erhobene Daten werden im Folgenden als Durchschnitt + Standartabweichung angezeigt.

Eine statistische Signifikanz wurde mittels t-Test flr unabhangige Stichproben ermittelt. Be-

nutzt wurde hierfir die Software GraphPad Prism 4.03. Der Grubbs-Test wurde fir die Identi-

fikation von signifikanten Ausreil3ern angewendet. Ergebnisse mit p-Werten von < 0,05 wurden

als statistisch signifikant angesehen. Die unteschiedlichen Signifikanzniveaus wurden in den

Graiken wie folgt codiert:

ns

*%*

*k%

*kkk

p-Wert

>0,05

<0,05

<0,001

<0,0001

<0,00001

Tabelle 3: Zuordnung p-Werte und graphische Darstellung
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4. Ergebnisse

4.1 Evaluation der allergischen Atemwegsentziindung

Zu Beginn der Arbeit wurde die Induktion der allergischen Atemwegsentziindung tberprift und
quantifiziert. Dies wurde durch die Bestimmung der Konzentration des Immunglobulins E (IgE)
im Serum, sowie der histopathologischen Analyse des entnommenen Lungengewebes reali-
siert. Des Weiteren wurde durch die Bestimmung der Anzahl von neutrophilen Granulozyten
pro mm? Lungenparenchym die neutrophile Komponente der, durch HDM ausgelosten, aller-

gischen Atemwegsentziindung kontrolliert.

4.1.1. Bestimmung Gesamt IgE

Die HDM-behandelten Versuchstiere zeigten im Vergleich mit der Kontrollgruppe eine deutli-
che Erhdhung der Serum-IgE-Konzentration (p<0,0001). Die durchschnittliche IgE-Konzentra-
tion betrug in der HDM-Gruppe 7792 + 990.4ng/ml (n=7), wohingegen bei der Kontrollgruppe

eine mittlere IgE-Konzentration von 639.4 + 61.65ng/ml (n=7) ermittelt wurde.

1.5%104-

*kk
|

w 1.0x1044

K=

T ~fr

D

C  5.0x10°-
|

Saline HISM ELISA Gesamt-IgE im Se-
rum (*** p<0,001)

4.1.2. Histopathologische Analyse

Asthma bronchiale fuhrt zu morphologischen Verdnderungen im Lungenparenchym, welche
mit dem Grad der Entziindungsaktivitat korrelieren und somit fuir die semiquantitative Evalua-
tion der Erkrankung genutzt werden konnen (Saetta&Turato 2001). Der erste verwendete Pa-
rameter war die Dicke des respiratorischen Epithels, inklusive der Basalmembran. Der néhe-
rungsweise Flacheninhalt des Bronchialepithels wurde gemessen und durch den Umkreis der

entsprechenden Basalmembran geteilt.
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4. Ergebnisse

Die Atemwegswande der mit HDM-behandelten Tiere wiesen einen Flacheninhalt von durch-
schnittlich HDM 15.16 + 0.9596um?/um (n=5), wobei bei Kontrolltieren nur ein durchschnittli-
cher Flacheninhalt von 11.26 + 0.3187um?/um (n=5) ermittelt wurde. Somit fiihrte die HDM-
Behandlung zu einer signifikanten Hypertrophie von Epithel und Basalmembran (p=0,0048).
Ebenfalls kam in der H&E-Farbung der Influx verschiedener Entziindungszellen zur Darstel-

lung.
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Abbildung 12: A: Messung der Epitheldicke (** p<0,01), B: HE-Férbung Kontrolltier (Messbalken =
500 um), C: HE-Fdrbung HDM-behandeltes Tier (Messbalken = 500 um)
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4. Ergebnisse

Nachfolgend wurde die PAS-Farbung zur Ermittlung der Becherzellhyperplasie eingesetzt. Bei
Asthma bronchiale findet eine Dyskrinie, eine vermehrte Mukussekretion in die Bronchien und
Bronchiolen statt, sodass dieser die kleinen Atemwege obstruiert und den Atemwegswider-
stand erhoht. Die Hyperplasie, also eine Zunahme der Becherzellen im respiratorischen
Epithel ist eine Ursache dieser Dyskrinie (Saetta&Turato 2001). Die durch die PAS-Farbung
violett angefarbten Becherzellen wurden manuell gezahlt und das Ergebnis durch die Lange
der Basalmembran geteilt. Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigten HDM-behandelte Tiere ei-
nen deutlich erhéhten Wert von Becherzellen pro mm Basalmembran (HDM 37.91 + 6.745
Zellen/mm n=5 vs. Kontrolle 0.2865 + 0.1759 Zellen/mm n=5 p=0,0005).

80-

60+

40-

204

Goblet cells / mm
of basement membrane

Abbildung 13:

A: Anzahl der Becherzellen
pro mm Basalmembran (***
p<0,001)

B: PAS-Fdrbung eines Haupt-
bronchus (Pfeile markieren
PAS-positiven Becherzellen)
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4.1.3 Quantifizierung Neutrophiler Granulozyten

Die Exposition von Hausstaubmilben ist als Ausloser einer eosinophilen und ebenfalls einer
neutrophilen Atemwegsinflammation beschrieben (Ho et al. 2014; Pifieiro-Hermida et al.
2017). Aufgrund dessen wurde die Dichte von Zellen, welche sich positiv fir die neutrophi-
leElastase (NE) zeigten, bestimmt. Im Folgenden werden NE-positive Zellen als neutrophile

Granulozyten bezeichnet.

Kontrolltiere, welchen lediglich PBS intranasal verabreicht wurden, zeigten im Durchschnitt
22,36 + 2.671neutrophile Granulozyten pro mm? Lungenparenchym (n=5). Die Behandlung mit
HDM konnte diesen Wert um den Faktor 3,26 erhéhen. Die durchschnittliche Dichte neutro-
philer Granulozyten pro mm? Lungenparenchym HDM-behandelter Tiere betrug 72,98 + 7.614
Zellen/mm? (n=5, p=0,0002).
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Abbildung 14: A: Anzahl NE* Zellen pro mm? Lungenparenchym (*** p<0,001)

B: Immunfluoreszenz NE (Messbalken = 100 um)

-43



4. Ergebnisse

4.1.4 Messung von Interleukinen

Im Rahmen einer allergischen Atemwegsentziindung kommt es zu zahlreichen Interaktionen
verschiedenster Entziindungszellen. Diese Kommunikation wird unter Anderem durch die Sek-
retion von Interleukinen realisiert, welche in diversen Koérperflissigkeiten messbar sind. Die
Messung von Interleukinen kann somit Aufschluss von sowohl der Quantitat der ablaufenden

Entzindungsreaktion als auch von der Qualitéat der solchen, liefern.

Aufgrund dessen wurden in dieser Arbeit zwei Interleukine gemessen. Die Interleukine 23 und
17 werden, wie in Kapitel 1 thematisiert, haufig mit der Rekrutierung neutrophiler Granulozyten
und somit fur die Entwicklung von neutrophilem, sowie schwerem, steroidresistentem Asthma

verantwortlich gemacht.

Die mittels ELISA bestimmte durchschnittliche Konzentration von IL-23 im Lungenhomogenat
entsprach bei HDM-exponierten Tieren 854.5 + 166.4 pg/ml (n=5), wobei Kontrolltiere eine
durchschnittliche Konzentration von 318.3 + 47.76 pg/ml (n=5) aufwiesen. Woraufhin eine er-

hohte Sekretion von IL-23 bei allergischer Atemwegsentziindung bestatigt wurde(p=0,0195).

Die durchschnittliche Konzentration des Interleukins 17 wurde ebenfalls durch ELISA am Lun-
genhomogenat bestimmt. Auch hier zeigte sich eine Erhdhung der Konzentration bei, mit
HDM-behandelten Tieren. Die durchschnittlich gemessene Konzentration von IL-17 betrug
hier 274.6 + 53.43pg/mi(n=5), bei Kontrolltieren konnte lediglich ein durchschnittlicher Wert
von 77.70 = 13.37pg/ml (n=5) gemessen werden (p<0,01).
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Abbildung 15: A: ELISA IL-23 im Lungenhomogenat(*p<0,05)

B: ELISA IL-17 im Lungenhomogenat(**p<0,01)
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4.2 Charakterisierung IL-23 produzierender Zellen

In der Literatur sind verschiedene Zellen als Quelle von IL-23 beschrieben (vgl. Kapitel 2.2).

Um die Hauptquellen von IL-23 bei HDM-induzierter muriner Atemwegsentziindung zu identi-

fizieren, wurden Immunfluoreszenzfarbungen mit,
zum einen CD11c, F4/80 und IL-23, zur Demaskie-
rung von IL-23 produzierenden antigenprasentie-
renden Zellen, durchgefiihrt. Die Kombination aus
Antikoérpern gegen Siglec-F, CD11c zur Gegenfar-
bung und IL-23 wurde zur Suche von IL-23 produ-
zierenden eosinophilen Granulozyten, welche in ei-
ner Quelle beschrieben wurde (Guerra et al. 2017),

verwendet.

Eine sehr hochfrequente Koexpression von IL-23
und F4/80 konnte gezeigt werden, wobei sowohl
CD11c*F4/80*-, als auch CD11cF4/80* Zellen IL-23
exprimierten. Auch bei einigen CD11c*F4/80 Zellen
wurde eine IL-23 Positivitdt beobachtet, was darauf
hinweist, dass im HDM-Mausmodell, unter den Pha-
gozyten, sowohl Makrophagen als auch Dendriti-
sche Zellen IL-23 produzieren. Makrophagen sind
voraussichtlich, aufgrund ihres héheren Anteils an
IL-23-Paositiven, fur den Hauptteil des IL-23-Pools in

der Lunge verantwortlich.

Weder bei Siglec-F'CD11c eosinophilen Gra-
nulozyten, noch bei respiratorischen Epithelzellen

konnte eine IL-23-Positivitatbeobachtet werden.

Abbildung 16: Immunfluoreszenz F4/80, CD11c und IL-
23 (Messbalken = 50 um)

Rote Pfeile: IL-23*Makrophagen

Blauer Pfeil: IL-23* Dendritische Zelle
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IL-23

Abbildung 17: Immunfluoreszenz CD11c, Siglec-F und IL-23 (Messbalken = 50 um)
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4. Ergebnisse

4.3. Expression von IL-23R bei allergischer Atemwegsentziindung

Interleukin 23 ist ein Zytokin, welches in der Lage ist, sein eigenes Rezeptormolekil, beste-
hend aus IL-12RM31 und IL-23R hochzuregulieren (Bandaru et. al. 2014). Aufgrund dieser Tat-
sache wurde die IL-23R-Expression von T-Lymphozyten, Makrophagen und Dendritischen
Zellen bei HDM-behandelten Mausen analysiert und mit der Kontrollgruppe verglichen. Hierbei
wurde sowohl der Anteil der IL-23R Positiven an den verschiedenen Immunzellpopulationen,
sowie die Veranderung dieses Anteils bei allergischer Atemwegsentziindung bestimmt.

Mit diesen Zielen wurden zwei Immunfluoreszenzfarbungen durchgefuhrt. Zuerst wurde die
die Koexpression von CD3 und IL-23R untersucht. Da es sich bei CD3 um einen T-Zell-Marker
handelt wurde somit der Anteil der IL-23R tragenden T-Lymphozyten bestimmt. Uberra-
schenderweise waren nur sehr wenige T-Lymphozyten IL-23R positiv (HDM 0.81 £ 0.75 n=5
vs. Saline 1.01 £ 0.26 n=5 p=0,66) und der Anteil der IL-23R positiven war in HDM-behandel-
ten Mausen nicht signifikant erhéht (HDM: 0.42 = 0.20% n=7; PBS: 0.88 + 0.28% n=7
p=0,2033).

Als nachstes wurde eine dreifache Immunfluoreszenz mit Antikérpern gegen CD11c, F4/80
und IL-23R durchgefiihrt. Makrophagen, welche durch die Expression von F4/80 definiert wur-
den, zeigten den hdchsten prozentualen Anteil an IL-23R-Positiven. Kontrolltiere wiesen einen
durchschnittlichen Anteil von 40.31% + 4.57% (n=5) auf, bei, mit HDM-behandelten Versuchs-
tieren konnte ein Anteil von 82.38% + 2.39% (n=5) ermittelt werden, was einer Erhéhung des
Anteils um den Faktor 2,04 entspricht (p<0.0001). In der Kontrollgruppe konnten durchschnitt-
lich 16,92 + 4.44 IL-23R*F4/80* Zellen pro mm? Lungenparenchym beobachtet werden (n=>5).
In HDM-behandelten Tieren lag diese Anzahl deutlich héher (p<0.0001) bei 58,04 + 6,6 Zel-

len/mm? (n=5).

CD11c*F4/80 Zellen, voraussichtlich Dendritische Zellen, wiesen einen moderaten Anteil an
IL-23R exprimierenden Zellen auf, der bei Kontrolltieren 16.05% + 3.81% (n=5), bei HDM-
exponierten Tieren 19.73% + 2.58%, betrug. Die Veranderung dieses Prozentsatzes an Dend-
ritischen Zellen prasentierte sich als nicht signifikant (p= 0,4468). Jedoch konnte ein signifi-
kanter Influx an IL-23R*F4/80*CD11c* Zellen beobachtet werden (p<0.0038). Pro mm? Lun-
genparenchym zeigten sich in der Kontrollgruppe 4,0 + 1.05 (n=5) und in der HDM-Gruppe
8,53 £ 2.28 Zellen (n=5).
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Abbildung 18:

A: IL-23R positive T-Lymphozyten relativ ("*p>0,05)

B: IL-23R positive T-Lymphozyten absolut ("p>0,05)

C: IL-23R positive Makrophagen relativ (***p<0,0001)

D: IL-23R positive Makrophagen absolut (****p<0,00001)
E: IL-23R positive Dendritische Zellen relativ ("p>0,05)

F: IL-23R positive Dendritische Zellen absolut (**p<0,01)
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Saline:

Abbildung 19: Immunfluoreszenz CD3 und IL-23R (Messbalken obere Reihe je 100um, untere Reihe je
50um)
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T
A

Abbildung 20:
A: Immunfluoreszenz F4/80 und IL-23R (Messbalken = 100um)
B:Immunfluoreszenz CD11c, F4/80 und IL-23R (Messbalken = 50 um)
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4. Ergebnisse

4.4.Charakterisierung IL-23R positiver Makrophagen

Basierend auf dem vorherigen Ergebnis, dass die Gruppe der Makrophagen die am haufigsten
IL-23R positiv war, war nun die genaue Charakterisierung der IL-23R-positiven Makrophagen
das Ziel. Makrophagen werden anhand ihres Zytokinprofils und ihrer biologischen Funktion in
den M¢1- und den M¢$2-Phanotyp eingeteilt. Durch Immunfluoreszenzfarbungen gegen ver-
schiedene, jeweils phénotypspezifische Antigene wurde der Phanotyp bestimmt und eine
Koexpression der Marker mit IL-23R Uberprift. Die verwendeten Antikdrper sind in Tabelle 6
aufgefihrt.

Sowohl bei F4/801INOS* M$1-Makrophagen, als auch bei F4/80*RELMalpha* M$2-Makropha-
gen war eine IL-23R-Positivitat zu beobachten. Nachfolgend wurde eine Analyse vorgenom-
men, inwiefern sich die Expression von IL-23R der verschiedenen Phanotypen durch bei aller-
gischer Atemwegsentzindung verandert. Hierfir wurde eine erneute dreifache Immunfluores-
zenzanalyse mit dem M¢1-Marker CD38, dem M$2-Marker c-Myc, sowie IL-23R durchgefihrt.
durchgefuhrt.

Uberraschenderweise zeigten sich die meisten Zellen CD38- und c-Myc-positiv. Diese Be-
obachtung deutet auf das Vorliegen von Hybrid-Makrophagen hin, die héchstwahrscheinlich
Eigenschaften von M¢1 und zuséatzlich von M$2 besitzen. Der Anteil der IL-23*CD38*c-Myc*
Zellen an der Gesamtanzahl der CD38*c-Myc* Zellen betrug bei Kontrolltieren 42.62 + 2.19%
(n=5) und zeigte sich bei HDM-behandelten Tieren auf 80.65 + 1.92% (n=5) erhdht (p<0.0001).

Bei CD38*c-Myc" Zellen, voraussichtlich M$1-Makrophagen, wurden &hnliche Beobachtungen
gemacht. Hier betrug der Anteil der IL-23R-exprimierenden Zellen 23.58 + 2.65% (n=5) bei
Kontrolltieren, mit HDM-behandelte M&use wiesen einen durchschnittlichen Wert von 55,76 +
2,65% (n=5) auf, was ebenfalls einer signifikanten Erhdhung entspricht (p<0.0001). Keine sig-
nifikante Veranderung (p=0,1749) konnte bei CD38*c-Myc" Zellen, voraussichtlich M$2, nach-
gewiesen werden. Hier wiesen Kontrolltiere einen durchschnittlichen Prozentsatz von 3.87

2.7% (n=5), Versuchstiere einen entsprechenden Wert von 13.29 + 5.72% (n=5) auf.
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Abbildung 21: Anteil von IL-23R+ Zellen an jeweiliger Gesamtanzahl (***p<0,001; "p>0,05)
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Abbildung 22:

Immunfluoreszenz c-Myc CD38 und IL-23R (oben: Messbalken = 100um, unten: Messbalken =50um)
- roter Pfeil: c-Myc*CD38*
- griiner Pfeil: c-Myc CD38*
- blauer Pfeil: c-Myc*CD38

Immunfluoreszenz links iNOS, F4/80 und IL-23R (Messbalken = 50 um), rechts RELMalpha, F4/80, IL-
23R (Messbalken = 50 um)
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Nachfolgend wurde eine mdgliche Koexpression von IL-23R und dessen Effektor-Zytokin IL-
17 analysiert. Hierfur wurde eine Immunfluoreszenzfarbung mit Antikérpern gegen IL-23R und
IL-17 durchgefiuhrt. Eine sehr deutliche Koexpression der beiden Marker war zu verzeichnen.
In einer anschlieenden dreifachen Immunfluoreszenzfarbung mit Antikdrpern gegen IL-17,
F4/80 und CD11c konnte gezeigt werden, dass die IL-17*Zellen ebenfalls F4/80 positiv waren,
und somit am ehesten der Gruppe der Makrophagen zuzuordnen sind. IL-17* Dendritische
Zellen (CD11c*F4/80°) wurden nicht gefunden, was ein Hinweis darauf ist, dass Makrophagen

IL-23R und IL-17 zusammen exprimieren, Dendritsche Zellen dies jedoch nicht tun.

In beiden Farbungen waren grin-fluoreszierende Punkte zu sehen, welche in der Isotypkon-
trolle nicht nachzuweisen waren. Folglich scheint es sich um extrazellulare, IL-17-positive Nes-

ter, also sezerniertes IL-17, zu handeln.

Abbildung 23: Immunfluoreszenz IL-23R und IL-17 (Messbalken = 100um)
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Abbildung 24: Immunfluoreszenz F4/80, CD11c und IL-17 (Messbalken links = 100um; Messbal-
ken rechts = 50um)
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5. Diskussion

5.1. HDM-Mausmodell zur Untersuchung des schweren Asthmas bronchiale

Zur Erforschung des Asthmas bronchiale existieren mehrere Mausmodelle. Die am langsten
bekannte und bis heute an der haufigsten eingesetzten Methode ist das OVA-Mausmodell. Als
Allergen fungiert hier das aus Vogeleiern stammende Protein Ovalbumin, welches, da es in-
halativ nicht immunogen ist, systemisch, typischerweise intraperitoneal verabreicht wird. Hier
liegt eine wesentliche Schwéache des OVA-Mausmodells, da eine intraperitoneale Allergenauf-
nahme beim Menschen keine Rolle spielt und das Ovalbumin daher nicht als ein klinisch rele-
vantes Allergen anzusehen ist. Aus diesem Grund entschied man sich bei der vorliegenden
Arbeit fir die Verwendung des HDM-Mausmodells. Im Gegensatz zu Ovalbumin kénnen Haus-
staubmilbenproteine intranasal verabreicht werden. AuRerdem gehéren diese Allergene zu
den weltweit haufigsten Auslésern der allergischen Atemwegsentziindung des Menschen,
wodurch dem HDM-Mausmodell eine héhere klinische Relevanz zugesprochen wird (Debeuf
et al. 2016; Aun et al. 2017).

Die Behandlung mit HDM fuhrte in dem, im Abschnitt ,Methoden® ausfiihrlich beschriebenen,
Versuchsaufbau zu einer allergischen Atemwegsentziindung, welche dem Asthma bronchiale
nahekommt. Dies zeigte sich sowohl in der deutlichen Erh6hung des Gesamt-IgEs im Serum
als auch in der histopathologischen Analyse der Mauslungen. Die Verdickung des Atemweg-
sepithels und auch die Hyperplasie von Becherzellen sind in der Literatur beschriebene Pha-
nomene, die bei allergischer Atemwegsentziindung vorkommen und als morphologisches Kor-
relat der Atemwegsobstruktion angesehen werden kénnen (Saetta&Turato 2001). Dement-
sprechend deutlich konnte die Entwicklung einer allergischen Atemwegserkrankung im vorlie-
genden Versuchsaufbau bestatigt werden. Der Influx mehrerer Entziindungszellen, v.a. peri-
vaskular, verdeutlicht die Entziindungsreaktion, die der HDM-assoziierten Atemwegserkran-

kung zu Grunde liegt).

Interessanterweise konnte zuséatzlich eine signifikante Erhdhung der Anzahl neutrophiler Gra-
nulozyten beobachtet werden. Dies kann als Hinweis darauf gedeutet werden, dass eine Pro-
vokation mit HDM zu immunologischen Mechanismen fuhren, welche wiederum die Chemota-
xis der Neutrophilen bewirken. Erhdhte Werte neutrophiler Granulozyten in der bronchoalveo-
laren Lavage (BAL) konnten schon friiher von der gleichen Arbeitsgruppe (Le et al. 2014, Sch-
mitt et al. 2017), sowie von anderen Gruppen mit variierenden Methoden beobachtet werden
(Turner et. al. 2018, Castafieda et al. 2018).

Der in dieser Arbeit verwendete Nachweis direkt im Gewebe, via Immunfluoreszenz mit Anti-

korpern gegen NE ist zwar eine etablierte Methode (Amanzada et al. 2013, Kouri et al. 2014)

-55



zur Identifikation neutrophiler Granulozyten wurde aber, soweit bekannt, zum ersten Mal am

HDM-Mausmodell und ebenfalls zum ersten Mal zur quantitativen Auswertung, angewandt.

Im Vergleich mit dem Nachweis in der BAL gibt es bei dem Immunfluoreszenznachweis neutro-
philer Granulozyten einige Unterschiede. Zum einen wirkt der direkte Nachweis neutrophiler
Granulozyten im Lungengewebe genauer, da Zellen direkt in-vivo ausgezahlt werden. Jedoch
birgt die Immunfluoreszenz immer die Gefahr der Kreuzreaktion: Antikorper kdnnen an Epitope
binden, welche eine ahnliche Proteinstruktur wie das Zielepitop haben, binden. Dies fuhrt zu

einer falsch-positiven Bestimmung der entsprechenden Zelle als neutrophilen Granulozyten.

Durch das Blocken mit Esel-Serum und die Durchfiihrung von Isotypenkontrollen, wurde die-
ses Risiko zwar minimiert, jedoch bleibt auch bei gré3ter Sorgfalt ein gewisses Restrisiko be-
stehen. Des Weiteren ist die neutrophile Elastase ein Enzym, was spezifisch fir neutrophile
Granulozyten ist (Papayannopoulos et al. 2010), jedoch kann keineswegs ausgeschlossen

werden, dass, wenn auch in geringerem Mal3e, andere Zellen diesen Marker exprimieren.

Der Vergleich der hier erhobenen Daten mit den bereits veréffentlichten Arbeiten zeigt jedoch,
dass beide Methoden zum Nachweis der neutrophilen Granulozyten zu &hnlichen Ergebnissen
fuhren. Die absoluten Werte, die bei dem Nachweis in der BAL in Zellen pro ml und in der
vorliegenden Arbeit in Zellen/mm? Lungenparenchym ausgedrickt sind, konnen jedoch nur
sehr eingeschrankt miteinander zu verglichen werden. Die semiquantitative Aussage, dass die
Behandlung mit HDM zum Influx neutrophiler Granulozyten in die Lunge fihrt, kann jedoch
auch unter Betrachtung vorheriger Arbeiten mit hoher Sicherheit getroffen werden (Turner et.
al. 2018, Castafieda et al. 2018). Die Theorie der durch HDM-ausgel6sten Chemotaxis NE-

positiver neutrophiler Granulozyten kann somit in der vorliegenden Arbeit bestétigt werden.

Wie Lambrecht&Hammad 2015 berichteten, ist Asthma bronchiale zwar als typische Tu2-as-
soziierte Erkrankung bekannt, jedoch weisen manche Patienten, vor allem diese mit relativ
spat-aufgetretenen und manifesteren Formen, eine neutrophile Komponente der Atemwegs-
entziindung auf (Lambrecht&Hammad 2015). Besonders aufgrund dieser Tatsache und der
nachgewiesenen Erhchung neutrophiler Granulozyten pro mm? Lungengewebe stellt das
HDM-Mausmodell ein interessantes Modell zu dem Verstandnis der Neutrophilie innerhalb der

Asthmaerkrankung dar.
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5.2. Erhdhung der Konzentrationen von IL-23 und IL-17 im Lungenhomogenat

Das proinflammatorische Zytokin 1L-23 erhdht nachweislich die Konzentration von IL-17 wel-
ches wiederum die Migration neutrophiler Granulozyten in das Zielorgan fordert. Dieser, als
IL-23/IL-17-Achse benannte, Mechanismus wurde bei verschiedenen inflammatorischen Er-
krankungen beschrieben (Gaffen et al. 2014, Onishi&Gaffen 2010). Auch im hier verwendeten
HDM-Mausmodell konnten erhdhte Konzentrationen von IL-23 und IL-17 detektiert werden.

Die Konzentration von IL-23 im allergisch entziindeten Lungengewebe wurde in der Vergan-
genheit durch verschiedene Methoden evaluiert. Im OVA-Modell wurde sowohl eine Steige-
rung der relativen Expression von IL-23 mRNA (Wakashin et al. 2008), als auch der IL-23-
Protein im Lungengewebe beobachtet (Durrant&Metzger 2010). Lee et al. fihrte 2018 ein ahn-
liches Experiment am HDM-Mausmodell durch, in dem auch die Konzentration von IL-23 in
der Lunge bestimmt wurden. Auch hier wurde eine Erhdhung der IL-23-Konzentration bei al-
lergischer Atemwegsentziindung festgestellt. Insofern decken sich die hier ermittelten Ergeb-
nisse mit der aktuellen Forschungslage.

Die Konzentration von IL-17 wurde ebenfalls mittels ELISA im Lungenhomogenat bestimmt.
Ahnlich wie bei IL-23, zeigte sich eine signifikante Steigerung in der HDM-exponierten Gruppe.
Sowohl in der BAL (Chen et al. 2018) als auch im Lungenhomogenat wurden in der Vergan-
genheit vergleichbare Daten erhoben (Li et al. 2014).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Sekretion der beiden Zytokine IL-23 und IL-17
gesteigert wird. Es ist somit denkbar, dass die, durch HDM-Exposition stimulierte, IL-23-Sek-
retion wiederum eine IL-17-Sekretion fordert. Jedoch ist es nicht méglich durch die hier ge-
machten Beobachtungen einen definitiven kausalen Zusammenhang zwischen der Erhéhung

der beiden Zytokine herzustellen.

IL-23 stimuliert die IL-17-Expression vermutlich durch den JAK-STAT-Signalweg. So konnte
gezeigt werden, dass STAT3-knockout-Mause sowohl geringere Mengen an IL-17 produzieren
(Oike et. al. 2017; Zhou et. al. 2007), als auch eine niedrigere Anzahl an IL-17 exprimierenden
TH-17-Zellen aufweisen (Harris et. al 2007).

Umgekehrt kann eine erhdhte STAT3-Aktivitat auch zu erhéhtem Vorkommen von IL-17 pro-
duzierenden TH17-Zellen (Yang et. al. 2007) und ebenfalls zur gesteigerten IL-17-Sekretion
dieser Zellen, fuhren (Aggarwal et al. 2003; Mathur et al. 2007). Hierbei kann STAT3 zum
einen direkt an den Promotor fur IL-17 (Chen et. al. 2006) oder zum anderen an die Gense-
guenz Rorc, binden. Rorc codiert fir den Transkriptionsfaktore RORyt. RORyt induziert die
Transkription von IL-17, sowie die Differenzierung, und die Stabilisierung von Ty17-Phanotyp
(Solt&Burris 2012; Yoon et. al. 2015; Ivanov et al. 2006).
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Eine Inhibition von STAT3 mittels small-interferring RNA (siRNA) konnte zusatzlich zur IL-17-
Suppression auch noch eine verminderte Transkription von IL-23R selbst aufzeigen (Bandaru
et. al. 2014), was eine autokrine Hochregulation von IL-23R, durch den IL-23R/STAT3-Signal-
weg belegt.

Es existieren zudem Hinweise, dass ebenfalls der NFkB-Signalweg an der Synthese von IL-
17, IL-23R und zudem an der Differenzierung von TH17-Zellen involviert ist (Molinero et. al
2012).

Im Milzhomogenat konnte an IL-23-knockout-Mausen festgestellt werden, dass die Konzent-
ration von IL-17 im Vergleich zu Wildtypen stark vermindert war. Fuhrte man diesen Tieren
dann exogen IL-23 zu, erhohte sich auch die IL-17-Konzentration (da Silva et al. 2016). Eine
vergleichbare Studie an der Lunge liegt bisher nicht vor. Jedoch konnten Cheng et al. 2015
zeigen, dass Mause, denen OVA und zusétzlich monoklonale Antikdrper gegen IL-23 gegeben
wurden, eine signifikant niedrigere IL-17-Produktion als Mausen, die nur OVA bekamen, auf-
wiesen (Cheng et al. 2015). Eine IL-23-abhéangige IL-17-Produktion bei allergischer Atemweg-

serkrankung ist also anzunehmen.

5.3. IL-23R-Expression in der gesunden Lunge und bei allergischer Atemwegsentziin-
dung

Ein zentrales Ziel dieser Arbeit war die Analyse der Verteilung von IL-23-Rezeptoren innerhalb
der Lunge. In einer kirzlich veroffentlichten Arbeit von Lee et al. 2020 konnte eine erhéhte
Anzahl an IL-23R exprimierenden Zellen bei Atemwegsinflammation gezeigt werden. Genutzt
wurde hierfiir ein Mausmodell zur Untersuchung des nicht-allergischen eosinophilen Asthmas.
Nachgewiesen wurde eine erhdhte wurde eine erhthte Rate von IL-23R-positiven Zellen pro

Flache Lungenparenchym (Lee et al. 2020).

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht zu Uberprifen, welche Zelltypen den IL-23-Rezeptor
exprimieren und ob, bzw. bei welchen Zellen eine veranderte Expression im HDM-Mausmodell
stattfindet. Als IL-23R-tragende Zellen wurden v.a. T-Lymphozyten, Makrophagen und Dend-
ritische Zellen beschrieben (Langrish et al. 2004). Diese drei Zelltypen wurden jeweils mit den
in Tabelle 6 aufgefuhrten zellularen Marker demaskiert und tber eine mdgliche Koexpression
mit IL-23R Uberprift.

Hierfir wurden die zellularen Marker jeweils mit Anti-IL-23R kombiniert. Dieses Procedere
wurde sowohl bei Kontrolltieren als auch bei HDM-exponierten Tieren durchgefuhrt und eine
maglicher IL-23R-Hochregulation untersucht. Diese Hochregulation stellt eine Antwort auf den
erhohten IL-23-Spiegel unter inflammatorischen Bedingungen dar, wie es in verschiedenen
Studien beschrieben ist (Che Mat et al. 2011; Ghoreschi et al. 2010).
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Auch wenn naive T-Zellen in sehr geringem Mal3e IL-23R exprimieren, entspricht der Phanotyp
IL-23R*CD3* am ehesten der Population der Ty17-Zellen (Muranski&Restifo 2013). Uberra-
schenderweise konnten nur sehr wenige IL-23R-positive CD3*T-Lymphozyten im Lungenge-
webe gefunden werden. Obwohl Ty17-Zellen nur eine kleine Subpopulation an der Gesamt-
zahl der CD3* Zellen ausmachen, so wurde doch eine Erh6hung dieses Anteils an der Gesamt-
T-Zell-Zahl, bei allergischer Atemwegsentziindung beschrieben (Ming et al. 2016). Im vorlie-
genden Versuchsaufbau konnte jedoch keine Erhéhung des Quotienten IL-23R*CD3*/CD3* in
der HDM-Gruppe festgestellt werden. Somit scheint keine signifikant erhéhte Migration oder

Differenzierung zu Ty17-Zellen nach HDM-Exposition stattgefunden zu haben.

Zu beachten ist jedoch, dass die Immunfluoreszenz als Methodik ein gewisses Detektionslimit
aufweist. Folglich ist es denkbar, dass eine gewisse Anzahl an Zellen, IL-23R exprimierten,
dies aber im so geringen Mal3e, dass sie sich in der Immunfluoreszenz nicht als IL-23R-positiv
zeigten. Moglicherweise war auch die Fluoreszenzintensitat so gering, dass keine Unter-
schiede gegentber der Isotypenkontrolle wahrnehmbar waren. Allerdings wére dieser Bias in
beiden Gruppen aufgetreten, sodass zwar die absoluten Quotienten aus IL-23R*CD3*/CD3*
falsch-niedrig sein konnten, die semi-quantitative Aussage, dass keine signifikante Erhéhung
dieses Quotienten nach HDM-Exposition stattfand, jedoch trotzdem getroffen werden kann.

Folglich scheint die erhdhte IL-17-Konzentration im Lungenhomogenat nicht durch eine Erho-
hung von Tyl7-Zellen bedingt zu sein. Eine Mdéglichkeit dies zu erklaren, kénnte in der ver-
mehrten IL-17-Sekretion der bereits vorhandenen Ty17-Zellen sein, ohne dass sich der Anteil
der Tul7-Zellen signifikant veranderte. Ein solcher Vorgang hatte in der Immunofluores-
zenzanalyse nicht detektiert werden kénnen. Zukiinftige Projekte waren zur Uberprifung die-

ser Hypothese notwendig.

Jedoch ist auch eine IL-17-Sekretion durch andere Zellen denkbar. Song et al. 2008 konnten
mittels Durchflusszytometrie von Zellen, welche aus mit OVA-behandelten Tieren stammten,
Hinweise auf diese Thl7-unabhangige IL-17-Produktion sammeln. In dieser Arbeit erwiesen
sich CD11b*F4/80* Alveolarmakrophagen als die Hauptquelle des Interleukins-17 (Song et al.
2008). Demzufolge konnte die Gruppe der Makrophagen auch in dem in diesem Projekt ver-

wendeten HDM-Mausmodell verantwortlich fur die IL-17-Produktion sein.

In der Population der CD11"F4/80 Zellen, vermutlich Dendritische Zellen, konnte ein hdherer
Anteil von IL-23R* Zellen im Vergleich mit den T-Lymphozyten nachgewiesen werden. Eine
signifikante Hochregulation von IL-23R konnte jedoch auch hier nicht beobachtet werden. In
Kontrast hierzu konnte eine erhdhte absolute Zellzahl von Dendritischen Zellen pro mm2 Lun-
genparenchym gezeigt werden. Die Kombination aus erhohter absoluter Zellzahl und unver-
andertem Anteil IL-23R-tragenden Dendritischen Zellen deutet auf einen gesteigerten Influx

von Dendritischen Zellen, ohne signifikante Hochregulation von IL-23R hin.
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Interessanterweise deckt sich diese Beobachtung mit der bereits erwahnten Publikation von
Lee et al. 2020. Dort wurde per Durchflusszytometrie kein erhéhtes Auftreten von IL-23R-po-
sitiven CD11"F4/80 Zellen in einem Mausmodell zur Untersuchung des nicht-allergischen eo-
sinophilen Asthmas beobachtet (Lee et al. 2020). In Kombination mit den in dieser Arbeit er-
hobenen Daten, kann also modell- und methodenlbergreifend von einer nicht signifikanten
Erhéhung der IL-23R-Expression von Dendritischen Zellen bei Atemwegsinflammation ausge-

gangen werden.

Da die wesentliche Funktion der Dendritischen Zellen in der Migration in Lymphknoten und
Antigenprasentation besteht (Murphy&Weaver 2018), spielt die Sekretion von proinflammato-
rischen Zytokinen vor Ort vermutlich eine untergeordnete Rolle. Da der IL-23/IL-23R-Signal-
weg am ehesten diese lokale, dem angeborenen Immunsystem zuzuordnenden Entziindungs-

reaktion unterstitzt, scheint eine IL-23R-Hochregulation hier nicht stattgefunden zu haben.

Makrophagen, charakterisiert durch den Marker F4/80" wiesen den hdchsten Anteil von IL-
23R-positiven, sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der HDM-Gruppe, auf. Des Weiteren
zeigte sich in HDM-behandelten Tieren ein deutlicher Anstieg des Prozentsatzes IL-23" Zellen.
Diese beiden Ergebnisse deuten auf die Bedeutung eines autokrinen IL-23/IL-23R-Signalwe-
ges hin. Makrophagen setzen IL-23 frei, welches an den IL-23-Rezeptor bindet, was zur Hoch-

regulation des solchen fihrt.

Diese Beobachtung deutet auf einen autokrinen bzw. parakrinen loop der IL-23-abhéngigen
Makrophagen-Aktivierung hin: Makrophagen sezernieren IL-23, eine Bindung am IL-23R auf
der gleichen Zelle fordert die Expression weiter proinflammatorischer Zytokine. Ein vergleich-
barer Mechanismus ist bereits durch die Untersuchungen von Cua et al. 2003 fir die Zytokine
IL-18 und TNF beschrieben worden (Cua et al. 2003).

Diese autokrine Makrophagen-Stimulierung kénnte einer ,Verstarkerfunktion“ des angebore-
nen Immunsystems gegentber eindringenden Pathogenen entsprechen: Gelangt ein solches
in die Alveole, wird es durch eine residente Makrophage phagozytiert, die daraufhin IL-23 aus-
stof3t. Benachbarte Makrophagen, welche keinen Antigen-Kontakt hatten, werden nun durch
das sezernierte IL-23 aktiviert und kénnen durch den Ausstol? weiterer proinflammatorischer

Zytokine (z.B. IL-1B und TNF) die lokale Entztindungsreaktion fordern.

Die sessilen Makrophagen der Lunge kdnnte somit rasch auf inhalative Noxen reagieren und
Krankheitserreger kénnten durch die hochregulierte Immunantwort, rasch nach dem Eindrin-
gen in die Lunge eliminiert werden. Im Umkehrschluss kdnnte aber auch eine Makrophage,
nach Aufnahme eines Allergens, z.B. HDM, IL-23 freisetzen und somit benachbarte Makro-
phagen im allergischen Kontext aktivieren, was eine allergische Atemwegsentzindung fordern

kdnnte.
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Der durch diesen Mechanismus ausgeldste Effekt ist noch nicht in Ganze geklart und durch
den in dieser Studie verwendeten Versuchsaufbau nicht vollstandig zu beweisen. Um Hin-
weise zu sammeln, welche Art von Reaktion der hochregulierte 1L-23-Makrophagen-Pathway
vermeintlich anst63t, wurde im néchsten Schritt die IL-23R-Expression der verschiedenen

Makrophagen-Phanotypen eruiert.

A Allergen @IL-23R ({3 Makrophage

Abbildung 25: Hypothese des parakrinen IL-23-Signalwegs

Nach Phagozytose des Allergens sezerniert die Makrophage IL-23. IL-23 stimuliert dieselbe und be-
nachbarte Makrophagen zur Sekretion der proinflammatorischen Zytokine IL-1B und TNF.
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5.4. IL-23R-Expression verschiedenener Makrophagen-Phanotypen

Es konnte sowohl eine Koexpression von IL-23R mit dem klassischen M¢1-Marker iNOS, so-
wie dem M¢2-Marker RELMalpha nachgewiesen werden. Da diese beiden Antikorper jeweils
mit dem Makrophagen-Marker F4/80 kombiniert wurden, kdnnen die positiven Zellen als Mak-
rophagen bestimmt werden. Zur quantitativen Auswertung von IL-23R-positiven Zellen beider
Makrophagen-Phanotypen wurde nachfolgend eine dreifache Immunfluoreszenzfarbung
durchgefuhrt.

IL-23R wurde am haufigsten vom Phéanotyp c-Myc*CD38" exprimiert. Daneben wiesen c-Myc
CD38* Zellen, am ehesten der Gruppe der M¢1l-Makrophagen zuzuordnen, eine hochfre-
quente IL-23R-Expression auf. Die Gruppe der M¢2-Makrophagen, charakterisiert durch den
c-Myc*CD38" Phanotyp, wiesen nur einen geringen Anteil an IL-23R-positiven Zellen auf. In
HDM-behandelten Tieren wurde diese Rate in der Population der c-Myc*CD38" und der M¢1-
Makrophagen signifikant gesteigert. Bei M$p2-Makrophagen konnte dies nicht beobachtet wer-

den.

Wie im vorherigen Abschnitt erwahnt, spiegelt diese Erhéhung vermutlich die Bedeutung des
jeweiligen Zelltyps als IL-23-Zielzellen in der Lunge bei allergischer Atemwegsentziindung wi-
der. Besonders auffallig war die sehr haufige IL-23R-Expression der c-Myc*CD38* Makropha-
gen. Welcher Gruppe diese Zellen angehdren, und welche Bedeutung diese haben, ist zu-
nachst unklar. Interessanterweise prasentierte sich dieser Ph&notyp, in beiden, der Kontroll-
und der HDM-Gruppe, als der zahlreichste. Es ware denkbar, dass es sich bei ihnen um Hyb-
ride zwischen dem M¢é1 und dem M¢é2-Phanotyp handelt. Dementsprechend scheint es wahr-
scheinlich, dass naive Makrophagen detektiert wurden, die sich, je nach Antigenexposition, in
Mé1 oder M¢2 differenzieren.

Sie kdnnten den IL-23-Rezeptor als Teil eines Sets fundamentaler Proteine tragen, welche sie,
je nach weiterer Differenzierung verlieren, oder vermehrt exprimieren. Eine Erhohung des An-
teils an IL-23R-positiven Zellen in HDM-behandelten Tieren kénnte hier durch eine Partizipa-
tion dieser Zellen in der Entziindungsreaktion anzeigen, ohne dass sie sich eindeutig in M¢1

oder M¢2 zu differenzieren.

Jedoch existieren auch Belege, dass das Modell der M¢p1/M¢2-Polarisation zu eindimensional
fur die komplexen Vorgange der Makrophagen-Physiologie ist. In-vivo Studien zeigen eine
Koexpression bestimmter typischer M1 oder M2 Marker, sodass auch die Existenz von Hybri-
den zwischen dem M1 und M2-Phanotyp mdglich ist. Folglich konnte es sich bei den in dieser
Arbeit gefundenen c-Myc*CD38" Zellen auch um diese intermedidren Makrophagen handein
(Pettersen et al. 2011, Vogel et al. 2013).

Ebenfalls existieren Belege fiir ein alternatives, dynamisches Modell. So wurde beobachtet,

dass Makrophagen, in Abhangigkeit verschiedener Zytokine, zwischen der M¢$1- und der M¢2-
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Polarisation wechseln kénnen (Davis et al. 2013; Gratchev et al. 2005). Gleichermal3en konnte
auch ein Zurtcksetzen bereits polarisierter Makrophagen in den M¢$0-Status beobachtet wer-
den (Tarique et al. 2015).

Zusammenfassend ist zu sagen, dass diese Studie nicht den endgultigen Nachweis liefern
kann, ob es sich bei den c-Myc*CD38* um naive oder ausdifferenzierte Makrophagen, welche
nicht eindeutig dem M1 oder M2-Phanotyp zuzuordnen sind, handelt. Des Weiteren ist eben-
falls darauf hinzuweisen, dass die Immunfluoreszenz gewisse Schwachen in der genauen Be-
stimmung des Makrophagen-Phanotyps aufweist. So ist es moglich, dass auch andere Zellpo-
pulationen und nicht nur Makrophagen angefarbt wurden. Deshalb wurde bei der quantitativen
Auswertung auf Grol3e und orientierende Morphologie der Zellen geachtet und Zellen, und nur
Zellen deren Morphologie den Makrophagen entsprachen, ausgezéahlt und somit das Risiko
dieses systematischen Fehlers minimiert (siehe 3.3.2.).

Mé1l-Makrophagen wurden durch die Expression CD38 und gleichzeitige Negativitat fir c-Myc
charakterisiert (Jablonski et al. 2015). Bei dieser Gruppe zeigte sich eine signifikante Erhdhung
des IL-23R-tragenden Anteils, sodass auch hier vermutlich eine Hochregulation stattfand. In-
teressanterweise konnte in Mausmodellen zur Untersuchung anderer chronisch entzundlicher
Erkrankungen eine gewisse Korrelation zwischen dem Auftreten von M¢1-Makrophagen und
Tul7-Zellen gefunden werden. Somit sind Belege vorhanden, dass M¢1-Makrophagen den
Tul7-Phanotyp stabilisieren (Geng et al. 2014; Li et al. 2012).

Auch wenn, wie im vorherigen Abschnitt naher erlautert, die Ty17-Zellen aus dem Fokus der
vorliegenden Arbeit gerlickt sind, konnte dies einen Hinweis auf eine Verbindung zwischen der
Mé1- und der IL-17-assoziierten Immunreaktion liefern. Zuséatzlich wurde die M¢1-Polarisation
auch als der Phanotyp beschrieben, der hauptsachlich verantwortlich fir die IL-23-Produktion
ist (Verreck et al. 2004). Eine Verbindung zwischen M¢1-polarisierten Makrophagen und der

IL-23/IL-17-Achse ist somit anzunehmen.

M¢2-Makrophagen, welche durch den Phanotyp c-Myc*CD38" definiert wurden, waren nur zu
einem geringen Prozentsatz IL-23R positiv. Vergleicht man die HDM-Gruppe mit der Kontroll-
gruppe, so ist kein signifikanter Unterschied des Anteils der IL-23R* Zellen an der Gesamtzahl
der M¢2-Makrophagen festzustellen. Aufgrund dieser Ergebnisse kann darauf geschlossen
werden, dass der IL-23/IL-23R-Signalweg in der M$2-assoziierten Immunantwort eine eher

untergeordnete Rolle spielt.
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5.5. IL-17 positive Zellen in der Lunge

Aufgrund der Beobachtung, dass unter den CD3" T-Lymphozyten nur wenige das Zytokin IL-
17 exprimierten, wurde die Frage gestellt, welche Zellen fir die IL-17-Produktion in der Lunge
verantwortlich sind. Song et al. 2008 konnten F4/80* Makrophagen als die hauptsachliche
Quelle von IL-17 bestimmt werden (Song et al. 2008). Diese Grundlage, zusammen mit dem
Ergebnis, dass die Makrophagen am zahlreichsten den IL-23-Rezepor trugen, veranlassten
zur Testung einer moglichen Ko-Lokalisation von IL-23R und IL-17.

Interessanterweise zeigte sich eine strenge Koexpression dieser beiden Proteine, was sugge-
riert, dass IL-23R-positive Zellen ebenso IL-17 produzieren. Analog zur, bei TH17-Zellen be-
schriebenen IL-23/IL-17-Achse, kdnnte IL-23 an den IL-23-Rezeptor binden und so die Tran-
skriptionsrate von IL-17 erhéhen (Aggarwal et al. 2003; Mathur et al. 2007). Jedoch stellte sich
nun Frage, welche Zellen diese IL-23*IL-17* Zellen entsprechen. Zur Beantwortung dieser Fra-
gestellung wurde eine dreifache Immunfluoreszenzanalyse mit Antikbrpern gegen CD11c,
F4/80 und IL-17 durchgefiihrt.

Das Ergebnis dieser Farbung offerierte, dass, wie in der Arbeit von Song et al. 2007, F4/80*
Makrophagen, IL-17 exprimierten (Song et al. 2007). CD11c*F4/80" zeigten sich in dieser Un-
tersuchung allesamt IL-17 negativ, was nahelegt, dass die Dendritischen Zellen in der Lunge
kein IL-17 produzieren. Somit scheint die IL-17 Sekretion innerhalb der Lunge von der Popu-
lation der Makrophagen zu stammen, womit die von Song et al. 2007 aufgestellte Hypothese
der IL-17-produzierenden Makrophagen, durch die in dieser Arbeit unterstiitzt werden kann
(Song et al. 2007). Die Tatsache, dass in der vorherigen Farbung annahernd alle IL-23R* Zel-
len auch IL-17 ko-exprimierten, machte eine nachfolgende Férbung mit zusétzlichen IL-23R-
Antikdrpen obsolet.

Abschlieend demonstrieren die hier durchgefiihrten Experimente, dass eine Information, die
IL-23 den Makrophagen sendet, die Induktion der IL-17-Expression, durch den IL-23R-Signal-
weg, sein kénnte. Es scheint mdglich, dass die Sekretion von IL-23 eine ,Verstarkerfunktion®
innerhalb der Entziindungsreaktion der Lunge darstellt: Nach der Aktivierung sezernieren re-
sidente Makrophagen und Dendritische Zellen IL-23 (Bosmann et al. 2013; Oriss et al 2014),
was andere Makrophagen zur Expression von IL-17 anregt. Das somit freigesetzte IL-17 fuhrt
nun zu nachgeschalteten Effekten, welche v.a. in der Rekrutierung Neutrophiler Granulozyten
resultieren (He et al. 2007; Wilson et al. 2009).

Folglich wére es vorstellbar, dass dieser soeben skizzierte Mechanismus ohne die Beteiligung
der Lymphozyten und somit ohne Komponenten des adaptiven Immunsystems ablauft. Es
kdnnte sich also um eine Art ,Abkirzung® des Immunsystems der Lunge handeln mit dem Ziel,
schnell auf eingedrungene Erreger zu reagieren. Ebenfalls scheint es naheliegend, wenn man

diese These der IL-17 produzierenden Makrophagen fortsetzt, eine IL-17-Sekretion direkt
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durch die aktivierte Makrophage, nach der Phagozytose eines Pathogens bzw. Allergens,
stattfindet.

A Allergen
@® IL-23R

M¢ Macrophage

IL-17

IL-17

Neutrophil
Recruitment

Abbildung 26: Hypothese der makrophagenabhdéingigen IL-17-Sekretion

Allergen-Uptake durch Makrophagen (A). IL-17-Pathway (griin): Aktivierung der Makrophage for-
dert die IL-17-Produktion, was in der Rekrutierung neutrophiler Granulozyten resultiert (B). IL-23-
Pathway (rot): Aktivierung der Makrophage flihrt zur IL-23-Sekretion, welches an IL-23R auf ande-
ren, noch nicht aktivierten Makrophagen, bindet. Der IL-23/IL-23R-Signalweg hat zwei Effekte. Zum
einen wird IL-23R hochreguliert, was die spatere Bindung von weiterem IL-23 fordert (C1). Zum an-
deren wird die IL-17-Sekretion dieser Makrophagen ausgel6st und so die Inflammation gesteigert
(C2).

Hinweise fir die oben beschriebene Kaskade finden sich auch bei der Untersuchung anderer
Organsysteme. In einem Mausmodell zur Untersuchung von Malaria konnte nachgewiesen
werden, dass, bei Infektion mit Plasmodium berghei, hauptséchlich Makrophagen fir die Sek-
retion von IL-17 verantwortlich sind. Ein parakriner Effekt deutet sich auch dort an, indem IL-
23-knockout-Mause eine deutlich reduzierte Anzahl an Makrophagen in der Milz, nach Plas-

modien-Infektion zeigten (Ishida et al. 2013)

Auch wenn diese Hypothese der IL-23-abhé&ngigen IL-17-Produktion durch alveolare Makro-
phagen durch die dargestellten Ergebnisse untermauert wird, so ist die Kolokalisation von IL-
23R und IL-17 dennoch nur ein Hinweis und kein direkter Beleg fur die vorherig dargestellte
IL-17-Sekretion durch Makrophagen. In Zukunft wird es erforderlich sein, eine IL-23 abhangige

IL-17-Sekretion in-vitro, in einer Alveolarmakrophagen-Zellkultur, ohne die Einfliisse anderer
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Zelltypen nachzuweisen und einen zeitlichen Zusammenhang zwischen IL-23 und IL-17-Sek-

retion darzustellen.

5.6. IL-23 als therapeutisches target bei Asthma bronchiale

Wie bereits in vorherigen Abschnitten erwahnt, konnte in einigen Tiermodellen die Blockade
von IL-23 mittels Anti-IL-23-Antikérpern (Cheng et al. 2016, Lee et al. 2017), shRNA (Li et al.
2011) oder lang-wirksamen Autoantikérpern gegen IL-23p40 (Guan et al. 2012) allergische
Atemwegsentziindungen deutlich verbessern. Jedoch konnte auch eine Studie von Ogawa et
al. eine Verschlechterung der Entziindungsreaktion bei IL-23 knockout-M&usen (IL-23KO) im
Vergleich zu Wildtypen nachweisen (Ogawa et al. 2015). Ein méglicher Grund hierfur kdnnte
eine, durch diesen Versuchsaufbau, sehr drastisch verringerte Konzentration von IL-17 sein,
die aus dem Fehlen von IL-23 resultiert.

IL-17 stabilisiert die Integritat der Epithelbarriere, durch die Reparation von tight-junctions zwi-
schen den einzelnen Epithelzellen, sodass dieser Schutz gegeniiber dem Eindringen von An-
tigenen bieten. In Experimenten mit dem Einsatz Anti-1L-17-Antikérpern bei entziindlichen Dar-
merkrankungen konnten ahnliche Beobachtungen gemacht werden, die sich auf die Resultate
von Ogawa et al. Ubertragen lassen: Durch die Gabe von Anti-IL-17, bzw. bei IL-17-knockout
Mausen, kam es nicht zu Verbesserungen, sondern zur Exazerbation der Darmerkrankungen.
Hieraus schlussfolgerte man, dass die IL-17-Blockade die Epithelbarriere so stére, dass Anti-
gene diese leichter passieren kbnnen, was zur Hochregulation der Entzindungsreaktion fiihrte
(Whibley&Gaffen 2016, Lee et al. 2018). Nach dem gleichen Prinzip kdnnte auch eine starke
Reduktion von IL-17 bei IL-23KO zur Verschlechterung der allergischen Atemwegsentzindung

gefuihrt haben.

Interessanterweise zeigte sich diese Verschlechterung bei IL-23KO antigenabhangig. Die Ex-
position von Antigenen, die eine reine eosinophile Entziindung ausldsten, fuhrte bei IL-23KO
zur Verbesserung der allergischen Atemwegsentziindung. Die genaue Ursache fir diese Be-
obachtungen ist unbekannt (Ogawa et al. 2015). Lee et al. verwendeten das gleiche Antigen
zur Auslésung der allergischen Atemwegserkrankung wie Ogawa et al. 2015, jedoch blockier-
ten sie IL-23 mit Antikdrpern anstatt IL-23KO zu verwenden. In diesem Experiment wurde eine
Verbesserung der allergischen Atemwegserkrankung beobachtet (Lee et al. 2017), was einen
maglichen Hinweis darauf geben kdnnte, dass eine Blockade von IL-23 im Gegensatz zu vol-
ligem Fehlen bei IL-23KO, moglicherweise die IL-17 Konzentration nur so verringert, dass die

Epithelbarriere intakt bleibt, aber die Entziindungsreaktion trotzdem vermindert wird.

Ergebnisse wie diese zeigen wie kontrovers der Einsatz von Anti-IL-23 in der Asthmatherapie
ist. Zum einen kdnnte die Reduktion der IL-23-Konzentration zu einer Verbesserung der Atem-

wegsinflammation, vor allem bei schwerem, steroidresistentem Asthma bronchiale bewirken,

-66



jedoch koénnte die zu starke Erniedrigung von IL-23 auch zu Stérungen der Epithelintegritat

fuhren, womit die Verschlechterung der Asthmaerkrankung einhergeht.

Jedoch zeigten Studien bei Patienten mit der chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen,
dass Anti-IL-23-Antikdrper eine Verbesserung der Symptome, wobei Anti-IL-17-Antikdrper
eine Verschlechterung mit sich fuhrten. Folglich gelingt Anti-IL-23 der Spagat zwischen Pro-
und Antiinflammation zumindest in Bezug auf chronisch entziindliche Darmerkrankungen
(Hueber et al. 2012; Deepak&Loftus Jr. 2016; Whibley&Gaffen 2016) In wie fern sich dies auf
die Lunge und allergische Atemwegserkrankungen Ubertragen lasst und vor allem wie hoch

der Benefit dieser Therapiestrategie ist, ist unklar und bedarf definitiv weiterer Evaluation.
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5.6. Konklusion

Bei der vorliegenden Dissertation handelt es sich um eine préklinische Arbeit. Die Expression
und Ko-lokalisation von IL-23, IL-23-Rezeptoren und IL-17 auf Immunzellen der Lunge wurde
im HDM-Mausmodell untersucht. Die allergische Atemwegsentziindung wurde durch die Kon-

zentration von Serum-IgE und histopathologische Parameter quantifiziert.

Entgegen den Erwartungen wies nur ein geringer Prozentsatz der CD3* T-Lymphozyten eine
Ko-Lokalisation mit IL-23R auf. Auf antigenprasentierenden Zellen, den Makrophagen und
Dendritischen Zellen, war dieser Anteil wesentlich héher. Bei den Makrophagen zeigte sich
eine deutliche Hochregulation von IL-23R. Nachfolgend konnte gezeigt werden, dass im We-
sentlichen M¢1- und Hybridmakrophagen IL-23R tragen. Besonders interessant erscheint die
strikte Ko-Lokalisation von IL-23R und IL-17, welche wiederum anders als angenommen auf

Makrophagen nachgewiesen wurde.

Von klinischer Relevanz ist das wachsende Verstandnis Uber die Rolle von IL-23 in der Im-
munabwehr der Lunge. So wird haufig diskutiert, ob mit dem proinflammatorischen Zytokin IL-

23 ein potenzielles Targed fir zukiinftige Therapien vorliegt.

Asthma bronchiale ist eine Erkrankung mit einer sehr komplexen Pathophysiologie, welche
multiple inflammatorische Signalkaskaden beinhaltet. Jedoch scheint der IL-23/IL-17-Signal-
weg von besonderem Interesse, vor allem als therapeutischer Angriffspunkt bei schwerem,
neutrophilem Asthma zu sein. Die Erkenntnisse dieser Arbeit tragen womdglich einen Teil an
dem Verstandnis der Asthmaerkrankung, v.a. des neutrophilen Phanotyps bei. Ein mdglicher
Einsatz von IL-23-Antikdrpern in der Therapie dieser, oft sehr fulminanten und therapieresis-

tenten Form, scheint ein hoffnungsvoller Blick in die Zukunft zu sein.

Nichtsdestotrotz befindet sich dieser Ansatz noch in der Grundlagenforschung, weitere Stu-
dien sind notwendig, um das Verstandnis beziglich der Rolle von IL-23 an der Pathogenese
von Asthma bronchiale klarer werden zu lassen. In der Hoffnung zu diesem Verstandnis bei-

zutragen wurde diese Arbeit durchgefiihrt und diese Dissertation niedergeschrieben.
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