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Abstract

Recent studies show that the Ty17 pathway, particularly Interleukin (IL-)17A and
22, plays a crucial role in chronic airway inflammation in cystic fibrosis (CF). IL-17A
regulates the expression of proinflammatory cytokines, while IL-22 can have both a
protective or destructive role which depends among other factors on the presence of IL-
17A. The aim of this study is to characterize IL-17A and IL-22 producing T-lymphocytes
in endstage lung disease with a focus on their characteristics in endstage CF-lung

disease.

Lymphocytes of hilar lymph nodes and lung tissue from patients undergoing lung
transplantation due to endstage CF, emphysema or fibrosis and lung donors providing
their tissues for transplantation into the recipient patients were isolated and restimulated.
To characterize IL-17A and/or IL-22 producing T-cells (CD4* and CD8*) fluorescence
activated cytometry sorting (FACS)-analyses were conducted. Ty17 cytokines and matrix
metalloproteases (MMPs) as secreted factors involved in tissue destruction were

detected by bioplex analyses of the cell supernatants.

Our FACS-data showed an increased secretion of IL-17A, IL-17F and IL-22 in CF
lymph nodes compared to other disease entities and lung donor-derived lymph nodes.
Within the CD3* CD4* and CD8* populations we identified IL-17A and IL-17A/IL-22 high
producing CF patients in lymph nodes and lung tissue. We could also find elevated levels
of IL-17A/IL-22* Tnaive in CF lung tissue compared to tissue samples from other endstage
disease entities and lung donor-derived lung tissue. Several Ty17 associated cytokines,
particularly pro-inflammatory (IL-1B, IL-31), Tu17 inducible (IL-6, IL-23) and anti-
inflammatory (IL-10, IL-25) cytokines, were found significantly increased in the
supernatants of CF patients. Further we could show an increased expression of MMPs
(MMP-7, -8) and TIMPs (TIMP-4) in CF samples compared to samples from other

disease entities and lung donor-derived samples.

Our results identify various conventional T-cells and memory T-cells, especially
Thaive, @s producers of IL-17A and IL-22 in CF and show a difference between endstage
lung diseases in the local cytokine network. Further we could reproduce published data
on increases of Ty17 lymphocytes in CF. This project will contribute to a more detailed
understanding of the local cytokine network in CF and the interaction of IL-17A and IL-

22 during inflammation in the lung.
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1  Einleitung

1.1 Zystische Fibrose

Die Zystische Fibrose (CF), auch Mukoviszidose genannt, ist eine autosomal-
rezessiv vererbte Multiorganerkrankung, der ein genetischer Defekt des Cystic Fibrosis
Conductance Transmembrane Regulafor (CFTR)-Gens zugrunde liegt. Dieses Gen
kodiert fir einen cAMP-abhangigen Chlorid- (Cl-) Transporter, ein Kanalprotein der
apikalen Membran der Epithelzellen exokriner Driisen. Hiervon betroffene Organe sind
insbesondere die Lunge, das Pankreas, die Leber, der Gastrointestinaltrakt sowie die
Schweil’drisen und die Fortpflanzungsorgane (Elborn, 2016). In der Lunge reguliert der
CFTR-Kanal die epitheliale Sekretion von Cl-lonen und nachfolgend von Wasser in die
die Atemwege auskleidende FlUssigkeitsschicht, die als Airway Surface Liquid (ASL)
bezeichnet wird. Die korrekte Funktion des CFTRs ist essentiell fur eine effiziente
Séauberung der Atemwege durch das Zusammenspiel von ASL und Zilienschlag der
Epithelzellen, die sogenannte mukozilidre Clearance der Atemwege. (Vankeerberghen,
et al., 2002)

Der angeborene Defekt im CFTR-Gen flhrt zu einer verminderten Cl-Sekretion
und somit zu einem Anstieg der Viskositat des ASL, wodurch die Bewegung des ASL
nach oral gehemmt wird und es zu einer Akkumulation des Mukus in den Atemwegen
kommt. Dies bedingt eine Atemwegsobstruktion sowie in Folge chronisch bakterielle
Infektionen mit verschiedenen Keimen, die einem altersspezifischen Muster folgen.
(Vankeerberghen, et al., 2002) Als Leitkeim der bakteriellen Besiedlung gilt das
gramnegative, ubiquitar vorkommende Bakterium Pseudomonas aeruginosa (Gaspar, et
al., 2013). Der Korper reagiert mit einer chronischen, jedoch dysregulierten
Entzindungsreaktionen in der Lunge, die zur Bildung von Bronchiektasen und zur
Zerstorung des Parenchyms fiihrt und damit verbunden eine progressive, schliellich
lebensbedrohliche Abnahme der Lungenfunktion bedingt. (Vankeerberghen, et al., 2002)
Die Entziindungsreaktion in der Lunge von Mukoviszidosepatienten umfasst
verschiedene immunologische Mechanismen, die Inhalt der aktuellen Forschung sind
und deren Verstandnis essentiell fir die weitere Entwicklung von moglichen anti-

entzindlichen Therapieoptionen ist.

1.1.1 Pathogenese der chronischen Inflammation bei CF

Zahlreiche Stérungen der physiologischen Entziindungsreaktion, wie die

Dysregulation des angeborenen und des erworbenen Immunsystems, kénnen auf den
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Defekt des CFTR-Gens zurlickgefiihrt werden. Ein defekter CFTR-Kanal fiihrt neben der
Stérung der mukozilidaren Clearance zu einer verminderten Bikarbonatsekretion und
folglich zu einer Ansauerung des ASL. Diese Abnahme des pH-Werts des ASL bewirkt
eine Inaktivierung von antimikrobiellen Peptiden und somit eine verminderte Abwehr der
Lunge gegeniber pathogenen Keimen. (Cantin, et al., 2015)

Als Reaktion auf die chronisch bakterielle Infektion, aber auch auf die Mukostase
selbst (Rosen, et al., 2018), sezernieren Epithel- und Immunzellen proinflammatorische
Zytokine und Chemokine, die eine massive Neutrophilenrekrutierung auslésen. Die
chronische Inflammation des Lungenepithels ist gekennzeichnet durch eine
bronchoalveolare Neutrophilie und eine submukése Lymphozytose. (Tan, et al., 2011)

Diese neutrophilen Granulozyten setzen lokal in groRen Mengen
Neutrophilenelastase sowie weitere Proteasen frei, welche Strukturproteine spalten und
so zu Bronchiektasen fuhren. Gleichzeitig sezernieren sie proinflammatorische Zytokine,
Chemokine und Proteasen, fordern deren Sekretion durch andere Zelltypen und halten
so eine floride, chronische Entzindung aufrecht, wodurch der Progress der Erkrankung
geférdert wird. (Elizur, et al., 2008)

1.2  Angeborene Abwehrmechanismen der Lunge

Die physiologische Abwehrfunktion der Lunge basiert auf einem engen
Zusammenwirken von Epithelzellen, extrazellularer Matrix, Mukus sowie einer Vielzahl
an Immunzellen. Das Lungenepithel bildet dabei eine natlrliche Barriere gegen eine
pathogene Kolonisation der Lunge und produziert den Mukus. Dieser bindet fremde
Partikel und wird durch die Zilienbewegung der Epithelzellen aus der Lunge befbrdert.
Gleichzeitig wirken in den Mukus sezernierte Peptide, wie R-Defensine und Lysozyme,
stark antimikrobiell. Erreger, die dennoch bis in die Alveolen vordringen, werden dort von
residenten Alveolarmakrophagen eliminiert. In das Lungengewebe vordringende
Pathogene werden schlief3lich von neutrophilen Granulozyten, die in hohem Malf in der
Frihphase der Abwehrreaktion in das Lungengewebe rekrutiert werden, durch
Phagozytose und sezernierte, zytotoxische Mediatoren eliminiert. Die angeborene
Immunitat agiert vorrangig direkt am Ort der Infektion und demnach im Lungengewebe
selbst. Gelingt es nicht, Erreger bereits durch das angeborene Immunsystem zu
eliminieren, werden Zellen und Effektormechanismen des erworbenen, adaptiven
Immunsystems zentral in den Lymphknoten aktiviert und in die Lunge rekrutiert. (Murphy,
et al., 2018)



1.3  Erworbene Abwehrmechanismen der Lunge

Insbesondere bei Vorliegen von persistierenden Entziindungen oder Infektionen,
wie dies bei verschiedenen chronischen Lungenerkrankungen wie CF oder Emphysem
der Fall ist, Ubernehmen Zellen und Effektormechanismen des erworbenen
Immunsystems zentrale Funktionen. Diese adaptive Immunitat braucht im Gegensatz zu
dem unmittelbar nach Antigenkontakt einsetzenden angeborenen Immunsystem
mehrere Tage, um sich zu entwickeln, kann dann jedoch antigenspezifisch und somit
hochwirksam interagieren und ein langwirksames immunologisches Gedachtnis
ausbilden. Die Hauptakteure der adaptiven Immunantwort bilden die T-Lymphozyten und
B-Lymphozyten. B-Lymphozyten sind Zellen der humoralen Immunabwehr und
reagieren auf eine Aktivierung durch extrazellulare Pathogene mit einer Differenzierung
in aktive Plasmazellen und mit einer Sekretion von antigenspezifischen Antikdrpern.
(Murphy, et al., 2018)

1.3.1 T-Lymphozyten und ihre Rolle in der adaptiven Immunitét

Die zelluldare Immunantwort des adaptiven Immunsystems wird hauptsachlich
durch  T-Lymphozyten gesteuert, die durch die Expression definierter
immunphanotypischer Oberflachenmerkmale, den Cluster of Differentiation (CD) 3 sowie
CD4 oder CD8, abhangig von den jeweiligen Subtypen, gekennzeichnet sind. Naive T-
Zellen (Tnaive) finden sich insbesondere in den sekundar lymphatischen Organen wie den
Lymphknoten und werden durch den Kontakt mit Antigenen durch die
antigenprasentierenden Zellen oder die Erkennung von Major Histocompatibility
Complex (MHC)-Molekilen auf der Oberflaiche von infizierten Zellen aktiviert. Nach
Antigenkontakt entwickeln sie sich zu T-Effektor-Lymphozyten, die in mehrere Typen
unterteilt werden. Hierzu zahlen die zytotoxischen T-Effektorzellen (CD3* CD8*), die mit
Viren oder intrazelluldaren Bakterien befallene Zellen, die Antigene dieser
Krankheitserreger an ihrer Zelloberflache prasentieren, téten. T-Helferzellen (CD3*
CD4+*) dagegen liefern Signale, haufig in Form von spezifischen Zytokinen und
Interleukinen (IL), die andere Immunzellen aktivieren und so zur Beseitigung von
Pathogenen beitragen. Die regulatorischen T-Zellen (CD3* CD4*) unterdriicken die
Aktivitdt anderer Lymphozyten und kontrollieren somit die Immunabwehr. Zudem
entwickeln sich einige Lymphozyten nach Antigenkontakt zu Gedachtnis-T-Zellen und
bilden eine langanhaltende Immunitat gegen spezifische Krankheitserreger. (Murphy, et
al., 2018)



1.3.2 Die Ausbildung der Gedachtnis-T-Zellen

Durch die Aktivierung der adaptiven Immunitdt kann eine langanhaltende
Immunitat gegen spezifische Erreger ausgebildet werden. Hierzu kénnen sowohl die B-
Lymphozyten als auch die T-Lymphozyten Gedéachtniszellen ausbilden, die bei erneutem
Antigenkontakt schnell und spezifisch agieren und eine erneute Infektion mit einem
vorbekannten Erreger verhindern koénnen. Nach Aktivierung der Thave in den
lymphatischen Organen erfolgt die Ausbildung von T-Effektorzellen und Gedachtnis-T-
Zellen, die CD3* CD4* oder CD3* CD8* sein kénnen. (Murphy, et al., 2018)

Im Laufe des Lebens finden verschiedene Stadien der Gedachtnisausbildung
statt. Zum Zeitpunkt der Geburt finden sich ausschlief3lich Thave im peripheren Blut.
Durch Antigenkontakt in den ersten zwei Lebensdekaden wird das immunologische
Gedachtnis ausgebildet, sodass zum Ende der zweiten Dekade Gedachtnis-T-Zellen bis
zu 35% der T-Zellen im peripheren Blut ausmachen. Es folgt eine lange Phase der
Homoostase, in der durch Zellaustausch die Menge der Gedachtnis-T-Zellen

aufrechterhalten wird. (Farber, et al., 2014)

Die Subtypen der Ged&chtnis-T-Zellen, die durch die fehlende Expression des
Oberflachenmarkers CD45-Rezepfor-a (CD45RA) von Traive abgegrenzt werden, kénnen
anhand der Expression des flir Lymphknoten spezifischen CC-Chemokine-Rezeptors 7
(CCRY7) in weitere Subtypen differenziert werden. Tnaive (CD45RA* CCR7*) exprimieren
den CCR7 einheitlich als Zeichen firr ihre Lokalisation in lymphoiden Geweben.
Gedachtnis-T-Zellen kdénnen anhand dieses Markers in CD45RA- CCR7+ zentrale
Geddchinis-T-Zellen (Tcw), die vorwiegend in Lymphknoten wirken, und CD45RA-CCR7-
Effektor-Geddachitnis-T-Zellen (Tem), die in multiple periphere Gewebe migrieren,
unterteilt werden. Eine Effektorfunktion kann jedoch bei beiden Subtypen beobachtet
werden, da beide Zellreihen als Antwort auf Viren, Antigene oder andere Stimuli mit der
Sekretion von Zytokinen reagieren. Tcm zeigen dabei eine hohere proliferative Kapazitat.
(Farber, et al., 2014) Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber die verschiedenen T-
Lymphozyten, ihre Funktion und phanotypische Zellmarker (Tab.1).

Im peripheren Blut von gesunden Individuen produzieren die meisten
Gedachtnis-T-Zellen /nterferon y (IFNy), IL-2 und Tumornekrosefakfor-alpha (TNFa)
nach Stimulation, wohingegen nur ein geringer Anteil der CD3* CD4* Gedachtnis-T-
Zellen IL-4, IL-10 oder IL-17 produziert (Farber, et al., 2014).



Tabelle 1. Funktion und phanotypische Marker verschiedener T-Zellpopulationen

Population Funktion Zellmarker
Thaive naiv, vor Antigenkontakt CD3* (CD4* oder CD8*) CCR7* CD45RA*
CD8*T-Zellen  zytotoxisch CD3*CD8*
CD4*T-Zellen  T-Helferzellen CD3* CD4*

- TH1 produziert als Leitzytokin IFNy

-Th2 produziert als Leitzytokine IL-4, IL-5, IL-13

-Th17 produziert als Leitzytokine IL-17A, IL-17F, IL-

22

Tom zentrale Gedachtnis-T-Lymphozyten CD3* (CD4* oder CD8*) CD45RA- CCRT7*
Tem Effektor-Gedachtnis-T-Lymphozyten CD3* (CD4* oder CD8*) CD45RA- CCR7-

1.3.3 T-Helferzellen koordinieren die angeborene und adaptive Immunabwehr

Bereits seit Mitte der 1980er Jahre werden Immunzellantworten der T-Zellen des
adaptiven Immunsystems nach dem vorrangig sezernierten Zytokinmuster der 7-
Helferzellen (Tw), unterschieden. Ty sind durch die Oberflachenexpression des T-
Zellrezeptors CD3 und des Ko-Rezeptors CD4 gekennzeichnet und sind zentral fur die
Unterhaltung von chronischen Entzindungsreaktionen. Historisch erfolgte in den 80er
Jahren des letzten Jahrhunderts zunachst eine dichotome Unterscheidung der T-
Helferzellantworten in die zellular vermittelte Typ-1 Reaktion zur Abwehr intrazellularer
Pathogene und in die humorale Typ-2 Reaktion, die der Abwehr extrazellularer Erreger
und Parasiten dient. (Mosmann, et al., 1986) Erstere umfasst die Produktion von
Zytokinen wie Interferon vy, Interleukin 2, TNF und Lymphotoxin-a durch T7yp7-7-
Helferzelle (Tu1) und agiert gegen Pathogene, die in Makrophagen Uberleben kénnen,
wie z.B. bestimmte Viren, Protozoen und intrazellulare Bakterien wie Mykobakterien.
Effektorzellen, die in die Tu1 Reaktion eingebunden sind, sind v.a. neutrophile
Granulozyten, natirliche Killerzellen und Makrophagen. Die Typ-2 Reaktion wird durch
Typ2-T-Helferzelle (Tu2) bestimmt, deren Hauptzytokinprodukte die Interleukine IL-4, IL-
5, IL-9 und IL-13 sind. Effektorzellen sind eosinophile Granulozyten, Mastzellen sowie
B-Lymphozyten, in denen ein Isotypenwechsel zu /mmunglobulin (1g) E angeregt wird.
Hierdurch kann eine Infektion mit extrazellularen Parasiten, wie Helminthen, unter

Kontrolle gebracht werden. (Murphy, et al., 2018)

Diese dichotome Unterscheidung der T-Helferzellen wurde vor einigen Jahren
durch die Typ17-T-Helferzelle (Tu17) erweitert, die die Typ-3 Reaktion triggern. Ty17
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werden als Reaktion auf extrazellulare Bakterien, wie Pseudomonas aeruginosa, und
Pilze, wie Aspergillus fumigatus, induziert und initiieren und unterhalten durch ihre
Zytokine IL-17A, IL-17F und IL-22 die Reaktion und Rekrutierung von neutrophilen Zellen
sowie die Produktion von opsonisiernden IgG2 und IgG3 Antikdrpern durch B-Zellen.
Gleichzeitig werden im Rahmen der Typ-3 Reaktion die Barriere bildenden Epithelzellen
in den Atemwegen aktiviert und zur Bildung von antimikrobiellen Peptiden zur Abwehr
von Pathogenen angeregt. Effektorzellen sind Neutrophile, Stromazellen, Epithelzellen

und myeloische Zellen. (Murphy, et al., 2018)

1.3.4 IL-17 und IL-22 polarisieren die angeborene und adaptive Immunantwort

Die Zytokine IL-17A und IL-22 koordinieren die pulmonale Immunantwort und
sind zentral fur die friihe Infektionsabwehr gegeniiber verschiedenen extrazellularen
Pathogenen, u.a. Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus und Aspergillus
fumigatus, die zu den Leitkeimen bei CF zahlen. Diese zentrale Rolle Uben die Zytokine
durch verschiedene Effektormechanismen aus. Tu17 werden zur Freisetzung von IL-17A
und IL-17F stimuliert, sobald sie an Infektionsherden auf Antigene treffen. IL-17A und IL-
22 wirken beide auf das Lungenepithel, wo sie die Sekretion antimikrobieller Peptide
auslésen und so Bakterien, die an das Lungenepithel geheftet sind, direkt téten kdnnen.
IL-17A  fordert aulRerdem die Neutrophilenrekrutierung an den Ort des
Entziindungsgeschehens durch die Stimulation von lokalen Stroma- und Epithelzellen
zur Ausschuttung von Chemokinen. Gleichzeitig werden diese Zielzellen durch IL-17A
zur Produktion des Granulozyfen Kolonie stimulierenden Fakfors (G-CSF) angeregt,
wodurch die Neubildung von Neutrophilen im Rickenmark stimuliert wird. (Murphy, et
al., 2018)

Die Neutrophilen kénnen vor Ort durch Phagozytose und Sekretion zytotoxischer

Substanzen aufgenommene Erreger eliminieren (Kolls, et al., 2008).

IL-17A stimuliert zusatzlich Makrophagen und Dendritische Zellen, die als
antigenprasentierende Zellen die Lymphozyten der adaptiven Immunantwort aktivieren
und ihr Zytokinprofil polarisieren. Dendritische Zellen, die mit Bakterien oder Pilzen
stimuliert werden, sezernieren IL-1B und IL-23, beides potente Induktoren fir die
Proliferation von weiteren Ty17, wodurch eine positive Verstarkung der IL-17A und IL-
22 Sekretion erfolgt. IL-22 fordert die epitheliale Proliferation und Reparatur des
Gewebes nach Verletzungen. Durch die verstarkte Teilung und Ablésung der
Epithelzellen wird die Besiedlung von mukosalen Oberflachen durch Bakterien gestort.
(Murphy, et al., 2018)
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1.3.5 Die Regulation des Tn17 Signalwegs

Neben IL-17A und IL-22 gibt es weitere Zytokine, die den Tu17 Signalweg auf
direkte oder indirekte Weise beeinflussen. Hierzu zahlen unter anderem IL-1j3, IL-4, IL-
6, IL-10, IL-21, IL-23, IL-25, IL-31, IL-33, IFNy, /dslicher CD-40 Ligand (sCD40L) und
TNFa, die wir in dieser Arbeit in einem Multiplextestsystem, einem sogenannten bioplex
assay untersucht haben. Diese Mediatoren greifen in unterschiedlichem Male in den
komplexen Signalweg ein und geben so Hinweise auf die Regulation des IL-17A

getriggerten Entziindungsgeschehens. (Gaffen, et al., 2014)

IL-1B ist ein Interleukin, das primar mit akuter und chronischer Inflammation
assoziiert ist, da der IL-1 Rezeptor eine TOLL-IL-1-Rezeptor Domane besitzt und so,
vergleichbar mit den 7o//-Like Rezeptoren des innaten Immunsystems, auf mikrobielle
Produkte und Viren reagieren kann. IL-1B dient als therapeutischer Angriffspunkt fiir eine
antiinflammatorische Therapie zahlreicher autoimmuner Erkrankungen. Eine
Antagonisierung von IL-1B kann dabei eine effektive Minderung der
Erkrankungsschwere erwirken. (Dinarello, 2011) IL-23 tragt eine grof3e Bedeutung in der
Pathogenese autoimmunologischer Prozesse, insbesondere zahlreiche innate
Immunzellen, wie ydT-Zellen, natirliche Killerzellen und /innate lymphoide Zellen (ILCs)
reagieren auf IL-23. Eine Stimulation von Ty17 mit IL-1 oder IL-23 induziert eine lokale
Gewebsentziindung durch Ausschuttung von IL-17A, IL-17F, IL-22, IL-10, IFNy und
Granulozyten Monozyten Kolonie stimulierenden Fakfor (GM-CSF). Wahrend eine
Stimulation der Th17 mit dem eher protektiv wirkenden IL-6 die mukosale Abwehr sowie
die Integritat der Schleimhautbarriere fordert und die Immunantwort begrenzt, fuhrt die
Stimulation mit IL-23 zu der Entwicklung einer chronischen Inflammation im Gewebe,
der Formation von Granulomen und der Ausbildung von Autoimmunitat. (Gaffen, et al.,
2014)

In der friihen Pragung der Thaive fihrt die Stimulation mit IL-6 zu einer Aktivierung
von Tu17 zelllinienspezifischen Genen und somit zur Ausbildung von Tu17. In
Mausmodellen zeigten /L-6-/-Mause sogar die Unfahigkeit zur Ausbildung einiger Ty17-
assoziierter autoimmunen Erkrankungen, sodass anti-IL-6 als Therapie dieser

entzundlichen Erkrankungen dienen kann. (Gaffen, et al., 2014)

IL-10 ist essentiell fiir die Aufrechterhaltung der Integritat und Homéostase von
epithelialem Gewebe, indem es die angeborene Immunantwort zur Begrenzung von
Gewebsschaden durch virale oder bakterielle Infektion steuert und gleichzeitig die

Reparation des Gewebes nach Inflammation erleichtert. IL-10 kann eine UbermaRige
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Entziindungsreaktion unterbinden und stellt somit ein protektives, antiinflammatorisches
Zytokin dar. (Ouyang, et al., 2011)

Die Produktion von IL-25 (auch IL-17E genannt) durch epitheliale oder
myeloische Zellen wird durch Parasiten und Allergene getriggert und flhrt zur
Aktivierung einer Ty2- Immunantwort durch Typ2-T-Helferzellen und ILC2s, wohingegen
die Tu1 und Tu17 Antwort eher unterdriickt werden. Im Gegensatz zu IL-17A, welches
eine Vielzahl an Immunzellen aktiviert, begrenzt sich die Wirkung von IL-25 auf
hamatopoetische Zellen, die T2 Zytokine wie IL-4, IL-5, IL-9 and IL-13 sezernieren.
(Song, et al., 2016)

IL-4 wird hauptsachlich durch T-Zellen, Mastzellen und ILC2s produziert und
bewirkt eine B-Zell-Aktivierung und einen IgE-Wechsel sowie eine Induktion der
Differenzierung zu Tw2. IL-33 wird durch Endothelzellen, glatte Muskelzellen und
Epithelzellen sezerniert und induziert Th2 assoziierte Zytokine wie IL-4, IL-5 und IL-13.
(Murphy, et al., 2018)

Die Sekretion von IL-21 erfolgt vorwiegend durch Tu2 und sich entwickelnde
Tu17. Es induziert die Proliferation von B- und T-Lymphozyten und Natdrlichen Killer
(NK)-Zellen. (Murphy, et al., 2018)

IL-31 ist ein bisher wenig untersuchtes Zytokin, welches hauptsachlich durch
CD3* CD4* Tu2 die Sekretion proinflammatorischer Zytokine induziert, die
Zellproliferation reguliert und in Airway Remodelling Prozessen involviert ist. (Di Salvo,
et al., 2018)

IFNy, durch eine Vielzahl an Immunzellen gebildet, aktiviert Makrophagen, erhdht
die Expression von MHC-Molekiilen, flhrt zu einem Ig-Klassenwechsel und hemmt T2
und Tu17. sCD40L wird durch T-Zellen und Mastzellen sezerniert und bewirkt eine B-
Zell Aktivierung und einen Isotypenwechsel von Antikérpern. Der durch Makrophagen,
NK-Zellen und T-Zellen sezernierte TNFa wirkt hingegen allgemein proinflammatorisch
und aktiviert das Endothel. (Murphy, et al., 2018)

14 Die Rolle der Matrix-Metalloproteinasen und T7issue Inhibitors of
Metalloproteinases in CF

Das progressive Airway Remodelling, die strukturelle Umbildung der Atemwege,
stellt eine Hauptursache flir die erhdhte Morbiditdt und Mortalitat in CF dar. Der

strukturelle Schaden beruht hierbei auf vermehrter freier proteolytischer Aktivitat durch

sezernierte Serin-Proteasen (z.B. Elastase) und Matrix-Metalloproteasen (MMPs) durch
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Neutrophile und Makrophagen. MMPs werden unterteilt in Uber 20 verschiedene
Subgruppen mit variablen Eigenschaften, gemeinsam ist ihnen jedoch ihre
physiologische Beteiligung an zahlreichen Prozessen der Homdostase sowie eine
Zunahme der proteolytischen Aktivitat wahrend Inflammation und Remodelling. Die
Regulation erfolgt Gber verschiedene Zytokine wie IL-1 und TNFa. Gleichzeitig gibt es
sowohl unspezifische wie auch spezifische Inhibitoren der MMPs, zu letzterem gehoéren
die Tissue Inhibifors of Metalloproteinases (TIMPs). Mit zunehmendem Lebensalter und
im fortgeschrittenen Krankheitsverlauf steigt die proteolytische Aktivitat durch die MMPs,
die antiproteolytische Kapazitat der Atemwege wird Uberschritten und es kommt zur
chronisch progressiven Destruktion des Lungenparenchyms. In einer Vielzahl
pulmonaler Erkrankungen, wie der chronisch obstruktiven Lungenerkrankung (COPD)
oder dem Asthma bronchiale, konnte bereits eine Dysbalance zwischen MMPs und
TIMPs als Pathomechanismus flr pulmonales Remodelling nachgewiesen werden.
(Gaggar, et al., 2011)

1.5 Pathogenese weiterer terminaler Lungenerkrankungen

1.5.1 Die pulmonale Fibrose

Neben CF stellt die pulmonale Fibrose eine weitere chronische
Lungenerkrankung dar, die zu terminalem Lungenversagen fiihrt, und somit eine haufige
Transplantationsursache darstellt. Die Erkrankung ist charakterisiert durch die
UbermaRige Akkumulation von extrazellularer Matrix und einem Remodelling der
Lungenarchitektur. Es gibt verschiedene Formen, wie die diffuse fibrosierende Alveolitis,
die diffuse interstitielle Fibrose und die /idiopathische pulmonale Fibrose (IPF).
Insbesondere letztere ist mit einer schlechten Prognose assoziiert, wobei mit einem
medianen Uberleben von 3 Jahren gerechnet werden kann. Die Lungentransplantation

stellt die einzige kurative Therapieoption dar. (Todd, et al., 2012)

Die Atiologie der Erkrankung bildet eine Kombination zweier Pathomechanismen
mit  gestorter  physiologischer  Funktion nach  einer  vorrangegangenen
Gewebsschadigung: Zunachst ist die Proliferation und die Apoptose von Fibroblasten
zugunsten der Proliferation, insbesondere der Myofibroblasten, verschoben. Gleichzeitig
kommt es zu einer vermehrten Akkumulation und einem verminderten Abbau von
extrazelluldrer Matrix (EZM), die durch Fibroblasten und andere pulmonale Zellen
gebildet wird, sowie einem Verlust von Alveolarepithelzellen. Eine mdgliche Ursache fur

diesen Prozess ist sowohl das akute wie auch chronische Entziindungsgeschehen in der
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Lunge, welches durch die Prasenz von inflammatorischen Zytokinen und einer Vielzahl
an Immunzellen bereits mehrfach nachgewiesen werden. (Todd, et al.,, 2012) Im
Mausmodell konnte nach Bleomycin-induzierter Lungenschadigung und daraus
resultierender pulmonaler Fibrose aullerdem eine Hochregulation des IL-17A als
proinflammatorisches Zytokin nachgewiesen wurde. Au3erdem induzierte eine exogene
Zufuhr von IL-17A in vivo eine Fibrosebildung bei Mausen. Bei Patienten mit pulmonaler

Fibrose zeigte sich IL-17A ebenfalls hochreguliert. (Wilson, et al., 2010)

Weitere Studien suggerieren jedoch, dass diese Inflammation keine
Schlusselrolle in der pulmonalen Fibrose spielt, da antiinflammatorische Therapien,
insbesondere mit Corticosteroiden, ineffektiv in der Verbesserung der Lungenfunktion

oder dem medianen Uberleben sind. (Richeldi, et al., 2003)

1.5.2 Das Lungenemphysem

Neben der pulmonalen Fibrose stellt das Lungenemphysem als destruktive
chronische  Lungenerkrankung eine der haufigsten Ursachen fir eine
Lungentransplantation dar. Die Erkrankung tritt durch eine Schadigung des
Lungengewebes durch Zigarettenrauch, insbesondere im Rahmen einer COPD, und
Luftverschmutzung auf und hat ein mittleres Erkrankungsalter zwischen 45-60 Jahre. Es
kommt zu einer definitionsgemalen VergrolRerung des Atemraums durch eine
Destruktion des Lungenparenchyms. Dies geschieht durch die Zerstorung epithelialer
und endothelialer Zellen in den Alveolen durch proteolytische Enzyme. (Taraseviciene-
Stewart, et al., 2008) Es konnte aulBerdem eine Beteiligung des adaptiven
Immunsystems gezeigt werden. In der Anwesenheit von pathogenetischen CD3* CD4+*
T-Zellen sowie nach Transfer dieser Zellen in die Lunge im Mausmodell kam es zur
Entwicklung eines Emphysems. Bei einem Mangel an CD3* CD4* T-Zellen blieb diese

Entwicklung dagegen aus. (Taraseviciene-Stewart, et al., 2005)
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1.6  Stand der Forschung

IL-17A  spielt eine wichtige Rolle in zahlreichen entzindlichen
Lungenerkrankungen. Eine gesteigerte Sekretion wurde bereits in CF und COPD
nachgewiesen (Di Stefano, et al., 2009). Aujla et al. konnten auRerdem eine vermehrte
Sekretion von IL-17A durch lungendrainierende Lymphknoten in CF im Vergleich zu
Nicht-CF Patienten nach Stimulation mit Concanavalin A zeigen (Aujla, et al., 2008).
Weitere Untersuchungen brachten die Ty17 als IL-17A Produzenten mit pulmonaler
Exazerbation und Neutrophilie in CF in Verbindung und demonstrierten, dass eine
Infektion mit Pseudomonas aeruginosa, einem extrazellularen Bakterium und damit
einem Angriffspunkt der Th17 Reaktion, zur Exazerbation bei CF fiihren kann (Dubin, et
al., 2011). Dubin et al. zeigten weiterhin, dass CF Patienten mit aktiver Pseudomonas
aeruginosa Infektion erhohte Level an Tw17 assoziierten Zytokinen im Sputum
aufwiesen. Das Tw17 induzierende Zytokin IL-23 wurde dabei als maligeblicher
Triggerfaktor einer Pseudomonas aeruginosa induzierten pulmonalen Inflammation
beschrieben. (Dubin, et al., 2007)

In CF resultiert die Unfahigkeit zur Beseitigung einer Pseudomonas aeruginosa
Infektion, die durch Abnormalitaten im ASL und der Zilienfunktion bedingt ist, in einer
persistierenden Aktivierung von Entziindungssignalwegen, die eine chronische IL-17A
Produktion und damit die Entwicklung des Tnv17 Phanotyps bewirken. Trotz chronischer
Neutrophilenaktivierung wird keine effektive Elimination der Erreger erreicht, wodurch
weiteres Neutrophilenrekruitment sowie eine chronische Entziindungsreaktion geférdert
werden. (Dubin, et al., 2011)

Im Mausmodel zeigten lannitti et al., dass eine Ty17 Antwort auch die Clearance
von Aspergillus fumigatus in der Lunge verminderte und so zur allergischen
bronchopulmonalen Aspergillose flihrte, wodurch eine Exazerbation in CF getriggert
werden kann. (lannitti, et al., 2013) Kushwabh et al. wiesen in ihren Versuchen nach, dass
Thaive in CF Patienten und CFTR* Mausen, im Vergleich zu anderen Helfer-T-Zelllinien,
eine angeborene Pradisposition zur Differenzierung zu Tu17 Zellen zeigen (Kushwah, et
al., 2013).

Die Arbeit von Chan et al., die die IL-17A Produktion in humanen Lymphknoten
und Lungengeweben bei CF und Nicht-CF Patienten nach Stimulation mit Pseudomonas
aeruginosa, Aspergillus Spezies und Candida Spezies untersuchte, konnte einen
starken IL-17A Phanotyp und vermehrt IL-17A/IL-22 koproduzierende T-Zellen in CF

nachweisen. Zusatzlich zeigte sich eine gesteigerte Tpu17 Antwort in
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lungendrainierenden Lymphknoten ohne Steigerung im Lungengewebe selbst. (Chan, et
al., 2013)

Eine Erhdhung verschiedener MMPs konnten in ersten Untersuchungen von
Atemwegsepithel, Sputum und Serum bei CF nachgewiesen werden, u.a. die MMP-7 in
Atemwegsepithelien (Dunsmore, et al., 1998) sowie die MMP-8 im Sputum und Serum
(Ratjen, et al.,, 2002) von CF-Patienten. Vergleichbar mit anderen chronischen
pulmonalen Erkrankungen wird auch bei CF eine Dysbalance zwischen MMPs und
TIMPs erwartet, genauere Untersuchungen stehen hier bisher noch aus (Gaggar, et al.,
2011).

Erst kdrzlich konnte unsere Arbeitsgruppe in einem Kooperationsprojekt die
erhdhte Produktion von IL-17A durch innate und adaptiven Lymphozyten in der Lunge
und im Blut von CF Patienten zeigen. Im Mausmodell sahen wir eine durch IL-17A
gesteigerte  Neutrophilenrekrutierung, Atemwegsinflammation und  strukturelle
Lungenschadigung in Mausen mit CF-ahnlicher Lungenerkrankung. (Hagner, et al.,
2020)
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2 Zielsetzung

In der aktuellen Literatur finden sich zunehmend Hinweise fir eine Beteiligung
des IL-17A bei verschiedenen Lungenerkrankungen. Die Rolle des Tu17 Signalweges
bei der Abwehr pneumotroper Bakterien und Viren, bei nicht-entziindlichen Prozessen
sowie Fibrosierungsvorgdngen der Lunge rickt aktuell starker in den Fokus der
Forschung. Zunachst wurden die klassischen T-Zellen als IL-17A Produzenten erkannt,
zunehmend werden auch weitere IL-17A produzierende Lymphozytenpopulationen
beschrieben. Bisher ist jedoch noch unklar, in welchem Rahmen die Prozesse um die
Interleukine 17 und 22 und den damit verbundenen Signalwegen am chronischen
Entzindungsprozess der Lunge bei Zystischer Fibrose beteiligt und ob hier relevante

Unterschiede zu anderen Lungenerkrankungen oder Lungengesunden zu finden sind.

Als internationales Transplantationszentrum verfigt die Medizinische
Hochschule Hannover Uber eine hohe Fallzahl an Lungentransplantationen pro Jahr,
wodurch uns der Zugang zu humanem Lungen- und Lymphknotenmaterial von
transplantationspflichtigen endgradigen Lungenerkrankungen (Endstage) mdglich
wurde. Aufgrund der Vielzahl an Proben, die wir zur Verfliigung hatten, konnten wir einen
Vergleich zwischen IL-17A produzierenden Zellsubpopulationen und dem Zytokinprofil
von Lymphozyten im Material von CF Patienten und weiteren Lungenerkrankungen im
Endstadium, wie Emphysem und Fibrose, sowie zu weitgehend lungengesunden
Organspendern ziehen. Hauptziel dieser Dissertation ist es, die Produktion von IL-17A
und IL-22 durch verschiedene Subpopulationen der konventionellen CD3* CD4* und
CD3* CD8* T-Zellen der erworbenen Immunantwort in vivo in lungendrainierenden
Lymphknoten und Lungengewebe zu klassifizieren. Es erfolgte der Vergleich zwischen
Proben von CF-Patienten und Proben von Patienten mit Fibrose oder Emphysem, sowie
im Fall der Lymphknotenproben mit lungengesunden Organspendern. Zur Detektion von
Unterschieden zwischen CF und den anderen Entitdten fassten wir diese zunachst als
Kontrollen zusammen. Gleichzeitig verglichen wir lungengesunde Spender mit den drei

endgradigen Lungenerkrankungen, zusammengefasst als Endsitage.

Fir eine umfassende Analyse gliederten wir unseren Ansatz in drei

Kernhypothesen:

1. Die Sekretion von IL-17A, IL-17F und IL-22 durch Lymphknoten- und
Lungengewebszellen unterscheidet sich quantitativ zwischen CF und den anderen

Entitaten.
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2. Bei CF erfolgt die Produktion von IL-17A und/oder IL-22 durch andere T-Zellen-
Subpopulationen des erworbenen Immunsystems, u.a. durch verschiedene Gedachtnis-
T-Zellen.

3. Die Effektormechanismen einer Immunabwehr, insbesondere die Sekretion
weiterer Zytokine des Tu17 Signalweges, und die Produktion von MMPs und TIMPs

variiert zwischen CF und den anderen Entitaten.

Hierzu isolierten wir Lymphozyten aus lungendrainierenden Lymphknoten sowie
Lungengewebe und bestimmten anschlieRend durchflusszytometrisch verschiedene T-
Zellpopulationen und ihre IL-17A/IL-22 Produktion. Ergédnzend wurden die isolierten
Zellen zur Sekretion von Zytokinen stimuliert und es erfolgte die quantitative Bestimmung
von IL-17A, IL-17F, IL-22, verschiedenen weiteren am Tn17 Signalweg beteiligten

Zytokinen sowie MMPs und TIMPs mittels Immunoassay.

Ein wesentliches Ziel unserer Arbeit ist es, die Entzindungsprozesse der Lunge
bei CF besser zu verstehen, insbesondere durch die Identifikation der Hauptakteure der
Tu17 Immunantwort und durch differenzierte Erkenntnisse Uber das Zytokinprofil der
Lunge, um hierdurch langfristig neue Therapieansatzpunkte zu finden. Das detaillierte
Verstandnis des Ty17 und IL-17A Signalwegs ist dabei notwendig, um eine mogliche
direkte oder indirekte Anti-IL-17A Therapie zur Pravention inflammationsbedingter
Lungenschadigung zu evaluieren. Hierzu bedarf es der Identifikation und der weiteren
Charakterisierung von IL-17A und IL-22 produzierenden Lymphozytenpopulationen

sowie dem Versténdnis des komplexen Zytokinnetzwerkes der Lunge.
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3  Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Tabelle 2: Chemikalien

Bezeichnung

Bezugsquelle

Amphotericin B

DNAse

EDTA

Ethanol

FCS

H2S04

IMDM

lonomycin

KCI (Kaliumchlorid)

KH2PO4 (Kaliumdihydrogenphosphat)
KHCOs; (Kaliumhydrogencarbonat)
Kollagenase Typ llI

L-Glutamin

Na2HPOs (Dinatriumhydrogenphosphat)
NaCl (Natriumchlorid)

NaNs (Natriumazid)

NH4Cl (Ammoniumchlorid)

PBS

PenStrep

PMA

Polysorbat 20

RPMI 1640

Sputolysin @ (Dithiothreitol)
Trypanblau

Voriconazol

Sigma
Sigma

Roth
Chemsolute
Lonza
Chemsolute
Lonza
Sigma
Merck

Roth

Roth
Worthington
Gibco

Roth

Roth

Merck
Sigma
Sigma
Biochrom
Sigma
BioLegend
Lonza
Milipore
Gibco
Sigma
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B-Mercaptoethanol

Sigma

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Bezugsquelle

Aluminiumfolie
Biobankroéhrchen
FACS-Rdhrchen 5mi
Mikrotiterplatte

Parafilm

Petrischalen

Pipetten

Pipettenspitzen
Reaktionsgefalie 1,5ml
Separierungsfilter 70um
Spritzen 5ml

Zahlkammer
Zellkulturflasche
Zellkulturplatte, 24 Vertiefungen
Zellsieb 100pum
Zentrifugenréhrchen, 15ml

Zentrifugenréhrchen, 50ml

CeDo

ThermoFisher Scientific

BD

Sarstedt
Pechiney Plastic
Greiner bio-one
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
Miltenyi Biotec
Braun
Marienfeld

TPP

TPP

Greiner bio-one
Greiner bio-one

Greiner bio-one

3.1.3 Gerite

Tabelle 4: Gerdte

Bezeichnung

Bezugsquelle

Bio-Plex handheld magnetic washer
Bio-Plex MAGPIX™ Multiplex Reader
Brutschrank

Durchflusszytometer FACSCanto™ I

Mikroskop

Bio-Rad
Bio-Rad
Labotec
BD
Olympus
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Mikrotiterplatten-Schittler HLC

Mulitkanalpipetten Eppendorf
Photometer fiir ELISA ThermoFisher Scientific
Pipetten Gilson

Pipettierhilfe

Vortex

Zentrifuge

Hirschmann
Scientific Industries

ThermoFisher Scientific

3.1.4 Kommerziell erhaltliche Systeme und Kits

Tabelle 5: Kommerziell erhéltliche Systeme und Kits

System / Kit Hersteller
Avidin-HRP BioLegend
Bio-Plex Pro™ Human MMP Panel, 9-plex Bio-Rad
Bio-Plex Pro™ Human Tu17 Cytokine Panel 96-well Bio-Rad
premixed 15-plex™ kit

Bio-Plex Pro™ Human TIMP Panel Bio-Rad
ELISA Coating Buffer (5x) BioLegend
GolgiPlug™ Protein Transport Inhibitor BD
Human TNFa ELISA MAX™ Capture Antibody BioLegend
Human TNFa ELISA MAX™ Detection Antibody BioLegend
Human TNFa Standard BioLegend
Human TruStain FcX™ (Fc Receptor Blocking Solution) BioLegend
LEGEND MAX™ Human IL-1B ELISA Kit BioLegend
LEGEND MAX™ Human IL-6 ELISA Kit BioLegend
TMB Substratlésung BioLegend
True-Nuclear™ Transcription Factor Buffer Set BioLegend

3.1.5 Puffer, Lésungen, Nahrmedium

Tabelle 6: Puffer, Losungen, Nahrmedium

Lésung Zusammensetzung

ELISA-Beschichtungspuffer Aqua destillata

+ 20% ELISA Coating Buffer (5x)
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ELISA-Verdunnungslésung PBS
+10% FCS
ELISA-Waschpuffer PBS

+ 0,05% Polysorbat 20

Erylyse-Puffer

Aqua destillata

+ 153mM Ammoniumchlorid NH4CI

+ 10mM Kaliumhydrogencarbonat KHCOs3
+0,1mM EDTA

FACS-Puffer

PBS
+5% FCS

+ 1% Natriumazid

Fixierungslésung

True-Nuclear™ Fix Diluent

+ 25% True-Nuclear™ 4X Fix Concentrate

Kulturmedium:

IMDM

+10% FCS

+ 1% PenStrep

+ 2mM L-Glutamin

+ 0,5% [-Mercaptoethanol

Permeabilisierungspuffer

Aqua destillata
+ 10% True-Nuclear™ 10X Perm Buffer

Restimulationslosung 1 PBS

+ 1% PMA

+ 13,3% lonomycin
Restimulationslésung 2 PBS

+ 1% PMA

+ 7,5% lonomycin
+ 10% BD GolgiPlug™

Trypanblaufarbelésung PBS
+ 0,5% Trypanblau
Verdauungspuffer RPMI 1640
+2,5% FCS

+ 4mg/ml Kollagenase Typ I
+ 20pg/ml DNAse

Waschmedium

RPMI 1640
+2,5% FCS
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3.1.6 Fluoreszenzmarkierte Antikdrper und Fluorochrome fiir die Durchflusszytometrie

Tabelle 7: Antikérper

Antigen Fluorochrom Klon Isotyp Verdinnung Firma
huCD4 FITC RPA-T4  Maus-IgG1 1/50 BioLegend
huCD8 FITC RPA-T8 Maus-IgG1 1/100 BioLegend
huCD45Ra PerCP/ Cy5.5 HI100 Maus-IgG2b  1/100 BioLegend
huCD197 PE/Cy7 GO043H7 Maus-IgG2a  1/20 BioLegend
(CCR7)
hulL-17A BV421 BL168 Maus-lgG1 1/25 BioLegend
huCD3 APC/Cy7 UCHT1 Maus-lgG1 1/50 BioLegend
hulL-22 APC IL22JOP Ratte-IgG2a  1/20 eBioscience
huCD8a PE RPA-T8  Maus-IgG1 1/100 BioLegend
PacO AmCyan

3.1.7 Software

Tabelle 8: Software

Software Hersteller

Bio-Plex Manager™ Bio-Rad

Excel Microsoft

FACSDiva™ Software BD

FlowJo Single Cell Analysis™ FlowJo

Gen 5™ Bio-Tek Instruments
GraphPad Prism 5™ GraphPad Software, Inc.

3.1.8 Patientenmaterial

Als Patientenmaterial wurden bronchiale (Lungenexplantate von Patienten) und
tracheale (Lungenexplantate von lungengesunden Spendern) Lymphknoten sowie
Lungengewebe aus Lungenexplantaten von Patienten verwendet, die durch die
Pathologie-Plattform der Medizinischen Hochschule Hannover (MHH) zur Verfigung
gestellt wurden. Wir untersuchten Explantate der drei haufigsten Krankheitsentitaten, die
zur Lungentransplantation flihren: Zystische Fibrose, pulmonales Emphysem und
pulmonale Fibrose (Tab.9). Lymphknoten von Spenderlungen wurden als lungengesund

bezeichnet, da diese unmittelbar pra-Explantation internationale Qualitatskriterien fir
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eine ausreichende Lungenfunktion fir die Transplantation aufwiesen, die durch das
Entnahmeteam der MHH am Entnahmeort sichergestellt wurde und anamnestisch nach
Angabe des Uber Eurotransplant anbietenden Krankenhauses frei von chronischen
Lungenerkrankungen waren. Die Aufarbeitung der Proben erfolgte nach einem
genehmigtem Ethikverfahren (Nr.8602_BO_K_2019) und nach Einverstandnis. Im Falle
der Organspender handelte es sich ausschliellich um Restmaterial, welches fiir die

Transplantation nicht bendétigt wurde.

Tabelle 9: Anzahl (n) der analysierten Proben nach Krankheitsentitét

Zystische Fibrose Emphysem Fibrose Organspender
Durchflusszytometrie 20 15 14 17
Zytokinanalyse (Bioplex) | 13 7 10 15

3.1.9 Eigenanteil der Dissertantin

Die zeitintensive Aufarbeitung der Proben erfolgte im Gesamtteam der
Arbeitsgruppe, zu dem die Verfasserin dieser Dissertation tiber 14 Monate aktiv gehorte.
Die Verfasserin der Dissertation fihrte wahrend dieser Zeit alle hier beschriebenen
Arbeitsschritte selbststandig durch. Die Proben wurden hinsichtlich T-Zellen, aber auch
weiterer Zellpopulationen in  einem mehrschrittigen durchflusszytometrischen
Farbeverfahren untersucht, wobei sich die Dissertantin analytisch lediglich mit der
Subpopulation der CD3* CD4*und der CD3* CD8* T-Zellen beschéftigte. Im Rahmen der
Datenanalyse erfolgte eine stringente Qualitatskontrolle durch eine erfahrene
Postdoktorandin aus der Arbeitsgruppe. Die Dissertantin erhielt im Anschluss alle
Rohdaten der Farbungen fir die CD3* CD4* und der CD3* CD8* Subpopulationen, die
sie anschlieBend unter Anleitung der Postdoktorandin analysierte. Weiterhin flihrte sie
in Zusammenarbeit mit der Postdoktorandin die Immunoassays durch und wertete die

entstandenen Rohdaten unter Anleitung aus.
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3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Zellextraktion und Aufarbeitung

3.2.1.1 Isolation von Lymphknotenzellen

Die Lymphknoten wurden durch Mitarbeiter der Pathologie der MHH aus
peribronchialer Lokalisation aus den Lungenexplantaten sowie im Fall der
Spenderlungen von den Tracheen der Spenderlungen abprapariert und vor Herstellung

der Einzelzellsuspensionen in Waschmedium bei 4°C flr maximal 8 Stunden gelagert.

Fir die Herstellung von Einzelzellsuspensionen wurden die Lymphknoten unter
sterilen Bedingungen in ein Metallsieb in einer Petrischale mit 10ml Waschmedium
Uberflhrt und die Kapsel zunachst mit einer Schere er6ffnet. AnschlieRend wurden die
Lymphknotenzellen mithilfe eines Spritzenstempels durch das Sieb gedrickt und
dadurch von dem Bindegewebe getrennt. Die entstandene Zellsuspension wurde durch
ein Zellsieb mit 100pum Durchmesser gegeben, um weiteres Uberschissiges Gewebe
sowie Zellklumpen zu entfernen. Im Anschluss wurden die Zellen bei 1200
Umdrehungen pro Minute (rpm) flir 5min bei 4°C abzentrifugiert. Daran schloss sich eine
Lyse der Erythrozyten mit 10ml Erylysepuffer fir 5min bei Raumtemperatur an. Nach
Beenden der Erylyse durch Zugabe von 10ml Waschmedium folgte eine weitere
Zentrifugation (1200rpm, 4°C, 5min). Das entstandene Zellpellet wurde mit 20ml
Waschmedium resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. SchlielRlich wurden die Zellen
erneut abzentrifugiert und mit IMDM-Kulturmedium auf eine Konzentration von 1x107
Zellen pro 1ml Kulturmedium eingestellt. Die Zellsuspension wurde abschliel3end in eine
Zellkulturflasche Gberfuhrt und Gber Nacht bei 37°C im Brutschrank gelagert. Die weitere

Verarbeitung folgte am nachsten Tag.

3.2.1.2Isolation von Lungengewebszellen

Lungengewebsstlicke mit einer Grolke von etwa 3x3x1cm wurden aus den
Lungenexplantaten durch Mitarbeiter der Pathologie prapariert und ebenfalls in
Waschmedium, welches zuvor zur antibiotischen und antimykotischen Prophylaxe mit
2% Penicillin/Streptomycin, Voriconazol (1pg/ml) und Amphotericin B (2,5ug/ml)

angereichert wurde, bei 4°C fur maximal 8h gelagert.

Zur Isolation der Zellen aus dem Lungengewebe war zunachst eine Verdauung
des Gewebskollagens notig. Hierfir wurde ein Verdauungspuffer aus RPMI-

Waschmedium mit 4mg/ml Kollagenase Typ Il sowie 20pg/ml DNAse angesetzt. Das
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Gewebsstlick wurde mit 5ml Waschmedium in einer Petrischale mit einer Schere in ca.
0,2x0,2cm kleine Stiicke zerkleinert und der Verdauungspuffer hinzugegeben. Nach
einer Inkubation Uber 35min bei 37°C wurde die Verdauung durch die Zugabe von
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) und einer Kuhlung auf Eis beendet. Die weiteren
Schritte entsprachen den Aufarbeitungsschritten der Lymphknotenzellen: Zunachst
wurde das bereits zerkleinerte Lungengewebe mithilfe eines Spritzenstempels durch ein
Metallsieb gedriickt. Dann wurde die Zellsuspension in ein weiteres Zellsieb mit 100um
Durchmesser gegeben und anschlieRend abzentrifugiert. Zu dem Zellpellet wurde 5mi
Erylysepuffer gegeben, bei Raumtemperatur fir 5min inkubiert und die Lyse der
Erythrozyten durch Zugabe von Waschmedium beendet. Nach einem Waschschritt
(1200rpm, 4°C, 5min) wurde das Zellpellet in Waschmedium resuspendiert und die
Zellzahl bestimmt. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellen mit IMDM-
Kulturmedium auf eine Konzentration von 1x107 Zellen pro 1ml Kulturmedium eingestellt
und in einer Zellkulturflasche bis zum nachsten Morgen bei 37°C im Brutschrank
gelagert. Zur Vermeidung von Pilzinfektionen und bakterieller Kontamination der
Zellkultur wurde das Kulturmedium zusatzlich mit 2% Penicillin/Streptomycin sowie 1ug

Voriconazol und 2,5ug Amphotericin B pro 1ml Kulturmedium angereichert.

3.2.1.3 Zellzahlbestimmung vitaler Zellen

Fir die Zellzahlbestimmung wurde die Zellsuspension zunachst abzentrifugiert
und das resultierende Zellpellet mit einer definierten Menge Waschmedium (20ml)
resuspendiert. 10ul dieser Zelllbsung wurden in einer Mikrotiterplatte mit 90ul
Trypanblau-Farbelésung gefarbt (10-fache Verdinnung) und anschlieRend 10ul der
entstandenen Suspension auf eine Zahlkammer aufgetragen. Unter einem
Lichtmikroskop wurden die intakten Zellen, die den Farbstoff Trypanblau nicht
aufgenommen haben, in vier grolen Eckquadraten gezahlt. Die ermittelte Zellanzahl
wurde durch die Anzahl der gezahlten Quadrate (4) geteilt und mit dem
Verdinnungsfaktor (10), dem Kammerfaktor (104) sowie dem Volumen der zu Beginn
verwendeten Menge Waschmedium (20ml) multipliziert. Das kalkulierte Ergebnis

entsprach der Gesamtzahl der in der Zellsuspension enthaltenen Zellzahlen.

3214 Qualitatskriterien fiir den Einschluss der Proben in die weiteren Analysen

Zum Einschluss der Patientenproben in die weitere Analyse wurden einige
Kriterien entwickelt, die die Qualitat der Ergebnisse garantieren sollten. Hierzu erforderte

es zunachst einer ausreichend groRRen Zellzahl nach Zellisolation sowie einer
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kontaminationsfreien Kultivierung der Zellen bis zur FACS-Farbung und Analyse.
Zusatzlich war die eindeutige Zuordnung zu den Krankheitsentitdten CF, Emphysem
oder Fibrose fir alle Patientenproben eine Voraussetzung fiir den weiteren Einschluss
der Probe, ausgenommen hiervon waren die Spenderorgane von gesunden
Organspendern. Aus Qualitdtsgrinden wurden von der anschlielenden Analyse alle
Proben ausgenommen, bei denen in der durchflusszytometrischen Analyse weniger als

70% lebendige Zellen und weniger als 90% Einzelzellen nachgewiesen wurden.

3.2.2 Restimulation der Immunzellen

3.2.2.1 Unspezifische Restimulation

Am folgenden Tag wurden insgesamt 1x107 Zellen pro Probe durch Zugabe einer
Restimulationslosung aus Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (finale Konzentration
1/100) und lonomycin (finale Konzentration 1/13,3) in phosphatgepufferter Salzlésung
(PBS) uber 4h bei 37°C unspezifisch restimuliert, um eine /n vifro Zytokinproduktion zu
induzieren. Diese unspezifische Restimulation aktivierte die Zytokinproduktion der Zellen
unabhéngig der Antigen-Spezifitdt und gab so einen allgemeinen Uberblick (iber das
Zytokinproduktionspotential der Zellen. Die produzierten Zytokine wurden in diesem
Ansatz sezerniert und befanden sich am Ende der vierstiindigen Restimulation und nach
einer Zentrifugation im Uberstand. Dieser wurde in Biobankréhrchen (iberfiihrt und bei
-80°C bis zur weiteren Analyse mittels Multiplex-Zytokinanalyse eingefroren, wahrend
das Zellpellet z.T. verworfen, z.T. fur Ribonukleinsdure (RNA) Analysen eingefroren

wurde.

3.2.2.2 Protein-Transport-Inhibition

Die restlichen Zellen, die nicht der Analyse der sezernierten Zytokine dienten,
wurden ebenfalls unspezifisch mit PMA und lonomycin restimuliert, zusatzlich wurde der
Protein-Transport-Inhibitor BD GolgiPlug™ der Restimulationslésung hinzugefugt. Dies
bewirkte eine intrazelluldre Retention der induzierten Zytokinexpression. Die auf diese
Weise intrazellular mit Zytokinen angereicherten Zellen wurden nach der vierstindigen

Inkubation fur die fluoreszenzbasierte Durchflusszytometrie aufgearbeitet.
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3.3 Immunbiologische Methoden

3.3.1 Fluoreszenzbasierte Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren zur qualitativen und quantitativen
Differenzierung von Zellen. Es kdnnen dabei verschiedene Zelltypen je nach Gréfie und
Granularitdt unterschieden sowie ihre Expression von Oberflachenmolekiilen und
intrazellularen Proteinen untersucht  werden. Der  fluoreszenzbasierten
Durchflusszytometrie liegt eine Antigen-Antikérper-Reaktion zugrunde, bei der die mit
einem Fluoreszenzfarbstoff markierten Antikérper an bestimmte Zellmarker spezifisch
binden. Die hier beschriebenen Zellen wurden im FACSCanto™ Il Durchflusszytometer
analysiert. Hierfir wurden die restimulierten Zellen als Einzelzellsuspension mit
verschiedenen fluoreszenzmarkierten Antikbrpern gefarbt. Fir die Analyse durchliefen
die Zellen in hoher Geschwindigkeit einzeln hintereinander eine Durchflusszelle, wo sie
fokussierte Laser passierten. Gemessen wurden das Streulicht des Lasers sowie die
Fluoreszenzintensitat der verschiedenen Farbstoffe. In kurzer Zeit konnte so eine hohe

Zellzahl analysiert werden.

Das Streulicht des Lasers wurde bei der Durchflusszytometrie in zwei Ebenen
gemessen: die Vorwartsstreuung (Forward Scatter, FSC), welches sich proportional zum
Volumen der gemessenen Zelle verhalt und somit die Zellgréfie identifiziert, sowie die
Seitwértsstreuung (Side Scatter, SSC). Diese ist ein Mal} fur die seitliche Brechung des
Lichtes und hangt von der Granularitdt und der intrazelluldren Struktur der Zelle ab.
Erganzend wurde die durch Laser angeregte Fluoreszenzintensitat der Zelle detektiert,
die entsteht, wenn Proteine auf der Oberflache der Zellen oder intrazellular spezifisch
durch fluoreszenzmarkierte Antikdrper gebunden werden. Durch Verwendung
verschiedenfarbiger Laser und Filter konnten Mehrfachmessungen von mehreren
Antikérpern pro Zelle gleichzeitig durchgefiihrt werden. Die Messergebnisse wurden
bereits am Messgerat durch die FACSDiva™ Software graphisch als Dot Plot oder

Histogramm dargestellt und spater mittels der Auswertesoftware FlowJo™ analysiert.

3.31.1 Auswahl der Antikdrper

Die isolierten und stimulierten Zellen wurden einer zelllinien-spezifischen
Farbung unterzogen. Durch diese Farbung wurde die Expression der Zytokine IL-17A
und IL-22 durch CD3* CD4* sowie CD3* CD8* Tnaive, Tcm Und Tem gemessen. Dabei
verwendeten wir insgesamt 8 Fluoreszenzfarbstoffe, die jeweils einen Zellmarker

markierten. Tabelle 10 zeigt die dreiteilige Farbung mit Markierung der extrazellularen
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Antikorper, einer Lebend-Totfarbung sowie der Farbung intrazelluldrer Zellmarker und
dem jeweils dazugehdrigen Fluoreszenzfarbstoff (Tab.10). Die gleichen Proben wurden
parallel mit weiteren Antikdrperpanels gefarbt, die Farbungen fiir verschiedene andere
Lymphozytenpopulationen darstellten. Die Analyse dieser Panels ist jedoch nicht

Gegenstand dieser Dissertation und wird daher hier nicht weiter ausgefiihrt.

Tabelle 10: Antikérperpanel fir T-Zellfdrbung mit Zellmarkern und Fluoreszenzfarbstoff

Extrazellulére Farbung Lebend- Intrazelluldre Farbung
Totfarbung
Fluoreszenz- | FITC APC- PE- PerCP- AmCyan FITC PE Bv421  APC
farbstoff Cy7 Cy7 Cy5.5
Zellmarker CD3 CCR7 CD45RA | PacO CDh4 CD8 IL-17A  IL-22

Eine Verdinnung der Antikérper, um einen optimalen Farbeerfolg zu erzielen,
wurde individuell in Vorversuchen titriert. Musste ein neues Lofbezogen werden, erfolgte

eine erneute Titration, um die optimale Verdinnung aller Antikdrper zu gewahrleisten.

Die Zytokine IL-17A und IL-22 wurden intrazellular markiert, um ihre Produktion

durch die jeweiligen Zelltypen nach Proteintransportinhibition zu untersuchen.

Mittels des Oberflachenmarkers CD3 wurden T-Zellen identifiziert und mittels
CD4 und CDS8 als spezifische T-Zellmarker unterteilt. Um eine weitere Differenzierung in
die einzelnen Gedachtnis-T-Zellgruppen (Thaive, Tcm, Tem) zu ermdglichen, wurden
zusatzlich CCR7 sowie CD45RA markiert (Tab.1). Zur Selektion lebendiger Zellen wurde
eine Lebend-Totfarbung mit Pacific Orange (PacO) durchgefiihrt (Tab.10).

3.3.1.2 Antikérperfarbung

Fir die Fluoreszenz aktivierte Zellsortierung (FACS) wurden die Zellen in Kultur
mit PMA, lonomycin und dem Protein-Transport-Inhibitor BD GolgiPlug™ restimuliert,
nach 4h Inkubation abzentrifugiert und schlieBlich in FACS-Puffer resuspendiert. Die
Zellen wurden in drei Schritten mit verschiedenen, zelllinienspezifischen Antikdrpern

gefarbt.

3.31.3 Extrazellulare Farbung

Zunachst wurden die Zellen mit 200ul FACS-Puffer gewaschen. Darauf folgte das

Blockieren der humanen Fc-Rezeptoren mit der Fc-Rezeptor-Block-Lé6sung Human
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TruStain FcX™, Diese Fc-Rezeptoren sind auf einer Vielzahl von Zellen exprimiert und
kbnnen durch Fc-Rezeptor-vermittelte unspezifische Antikérperbindung eine
Immunfluoreszenzfarbung verfalschen. Aus diesem Grund wurden die Fc-Rezeptoren
vor Beginn des Farbeprozesses geblockt und 10min bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach einem erneuten Waschschritt wurden 50pl der jeweiligen Antikdrperlésung,
bestehend aus FACS-Puffer und der bendétigten Antikdrperkonzentration, nach dem in
Tabelle 11 dargestellten Schema (Tab.11) zu den Zellen gegeben und 15min bei 37°C
inkubiert. Nach Ende der Inkubation wurde die Farbung durch Zugabe von FACS-Puffer
und Zentrifugation beendet, die Uberstédnde verworfen und die Zellen erneut mit FACS-

Puffer gewaschen.

Tabelle 11: Extrazelluldre Férbung

Antikdrper gegen extrazellulare Marker
T-Zellen, Gedéachtniszellen CD3 CD45Ra CCR7

3.3.14 Lebend-Totfarbung

Im zweiten Farbeschritt wurden die Zellen zunéchst in PBS resuspendiert und
gewaschen. Anschlielend wurde in jedes Réhrchen eine Farbelbsung, bestehend aus
PacO und PBS, hinzugefligt. Die Interaktion dieser Farbung mit den freien Aminen der
Zellen liel’ eine Differenzierung zwischen lebendigen Zellen sowie abgestorbenen Zellen
zu. Aufgrund des Zellmembranuntergangs der abgestorbenen Zellen kann neben den
membranstandigen Aminen eine Anfarbung von zuvor intrazellularen, nun frei von extern
zuganglichen Aminen erfolgen, wodurch es zu einem deutlichen Anstieg der
Fluoreszenzintensitat bei toten Zellen kommt. Es folgten eine Inkubation fur 20min bei

4°C im Dunkeln und ein erneuter Waschschritt mit PBS.

3.3.1.5 Intrazellulare Farbung

Im dritten Schritt wurden die Zellen zun&chst mit dem True-Nuclear™
Transcription Factor Buffer Set fixiert und permeabilisiert, um eine intrazellulare Farbung
zu ermdglichen. Zu jeder Probe wurden 1ml der Fixierungslésung hinzugegeben, um die
Zellmembran zu stabilisieren und die zelluldren Bestandteile, insbesondere die Bindung

der Oberflachenantigene an die fluoreszenzmarkierten Antikérper, zu fixieren. Nach
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30min Inkubation wurde der Permeabilisierungspuffer hinzugegeben, welcher die
Permeabilitdt der Zellmembran erhohte und diese somit fur fluoreszenzmarkierte
Antikorper gegen intrazellulare Antigene durchlassig machte. Nach einer Zentrifugation
bei 1200rpm fiir 5min bei Raumtemperatur wurden die Uberstande verworfen und 50ul
der jeweiligen Farbeldésung aus Antikdérpern und Permeabilisierungspuffer zu den
Zellpellets hinzugefigt (Tab.12,13). Im Anschluss an eine 30-minitige Inkubationszeit
wurde erneut Permeabilisierungspuffer  hinzugefiigt, die Zellsuspensionen
abzentrifugiert und anschliefend mit FACS-Puffer gewaschen. Die entstandenen
Zellpellets wurden in 600ul FACS-Puffer resuspendiert, abgedeckt und bei 4°C bis zur

Messung am FACSCanto™ |l Durchflusszytometer gelagert.

Tabelle 12: Intrazelluldr angefarbte Antikorper

Intrazellular angeférbte Antikérper

T-Zellen, Gedachtniszellen IL-17A IL-22

Tabelle 13: Intra- und extrazellular angeféarbte Antikorper

Intra- und extrazellulér angeférbte Antikérper

T-Zellen, Gedachtniszellen CD4 CD8

3.3.1.6 Kompensationskontrollen

Zur Kontrolle des Farbeerfolges wurde zu Beginn der Arbeit fiir jeden Antikdrper
eine Einzelfarbkompensation mit OneComp eBeads™ durchgefihrt. Hierbei handelt es
sich um kugelférmige Partikel, die mit Antikbrpern reagieren und auf diese Art gefarbt
werden kénnen. Zu einem Tropfen OneComp eBeads™ wurde eine definierte Menge
des zu testenden Antikdrpers hinzugeflgt. Insgesamt wurden 12 Kompensationen
durchgefuhrt. Die Beads-L6sung enthielt jeweils eine anfarbbare, positive Population
sowie eine nicht-anfarbbare, negative Population. Dies resultierte in einer zweigipfligen
Verteilung der Populationen in der Durchflusszytometrie. Fir jeden Antikérper wurden
so die jeweiligen Grenzen zwischen positiver und negativer Population fiir das spatere

Gating festgelegt.

Zusatzlich wurden ungefarbte Zellen gemessen, um die FSC und SSC
Einstellungen vorzunehmen, sowie Isotypkontrollen mit Isotypen-Antikérpern als

Negativkontrollen, um das AusmafR der unspezifischen Bindungen zu beurteilen.
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3.3.1.7 Gating

Das Durchflusszytometer zeigt die Verteilung der Fluoreszenzintensitaten als
relative Verteilung. Dabei ist eine eindimensionale Darstellung eines einzelnen
Parameters als Histogramm oder eine zweidimensionale Darstellung von zwei
Parametern als Dot Plof moglich. Um eine entsprechende Zellpopulation beurteilen zu
kénnen, wird ein Bereich eingegrenzt, dessen populationsspezifische Merkmale,
Ublicherweise die Fluoreszenzintensitat, im Vergleich zu den negativen Kontrollen positiv
sind. Definiert wird dies typischerweise im Vergleich zu negativen, da ungefarbten Zellen
oder Zellen, die mit einem fluoreszenzmarkierten Antikérper der gleichen Subklasse und
des gleichen Fluorochroms gefarbt werden, der kein Oberflachen- oder intrazellulares
Protein erkennt, das von den zu untersuchenden Zellen exprimiert wird, einer
sogenannten Isotypkontrolle. Die Abgrenzung zwischen Zellen, die das zu
untersuchende Protein exprimieren und denjenigen, die dies nicht tun, wird als Gatfe
bezeichnet. Dieses Gate grenzt somit eine definierte Zellpopulation ein, die in weiteren

Schritten hinsichtlich verschiedener Parameter untersucht werden kann.

Zunachst wurden alle gemessenen Signale nach Forward Scatter (FSC-A) und
Side Scatter (SSC-A), also nach ZellgroRe und Granularitat, als Dot Plot dargestellt
(Abb.1A). Das gewahlte Gate markierte die Region, in der die zu untersuchenden Zellen
lagen. Von diesen Zellen wurden im zweiten Gating die Zellen nach der FSC-W (widith,
Zellweite) eingegrenzt, wodurch Zellverbindungen und Zellklumpen von Einzelzellen
differenziert wurden (Abb.1B). Eine weitere Auftragung der Einzelzellen mit FSC-A und
der Lebend-Totfarbung (PacO/AmCyanA dead) erlaubte schliel3lich den Ausschluss der
toten Zellen aus den weiteren Analysen (Abb.1C). Dieser erste Schritt bildete die
Grundlage fir alle weiteren Analysen der Zellpopulationen hinsichtlich ihrer Zytokin- und

Zellmarkerexpression.
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Abbildung 1: Erster Schritt des Gatings zur Detektion von lebenden Einzelzellen
anhand von Grol3e und Granularitdt (A), Weite (B) und Lebend-Tod-Férbung (C)

Fur die Festlegung der Gates wurde neben den zuvor beschriebenen
Kompensationskontrollen als  Negativkontrollen auch die Darstellung als
eindimensionales Histogramm gewahlt. Dabei konnte die Verteilung der
fluoreszierenden und somit Zellmarker positiven Zellen im Vergleich zu den nicht
fluoreszierenden, Zellmarker negativen Zellen aus diesen Histogrammen genutzt
werden, um die jeweiligen Gates festzulegen und auf die mehrdimensionale Darstellung
im Dot Plotzu Ubertragen. In Abbildung 2 wird anhand des Zellmarkers CD3 ein Beispiel
fur dieses Verfahren demonstriert (Abb.2).

AAOK— B

30K

20K

woK-r/\

0 Lol IR T T T T LA |
o 10? 10° 10* 10° o 10 ? 10¢ 10°
<APC-CyT-A>: CD3 <APC-Cy7-A>: CD3

# Cells
<FITC-A>: CD4

Abbildung 2: Festlegung der Gatinggrenzen mithilfe der Darstellung als Histogramm
(A) und Ubertragung dieser Grenzen auf die Darstellung als mehrdimensionaler Dot

Plot (B), demonstriert anhand des Zellmarkers CD3.

3.3.1.7.1 Gating der klassischen CD3* CD4+ und CD8* T-Zellen

Die wie zuvor beschriebenen detektierten lebendigen Einzelzellen wurden
anhand der Expression des CD3 Markers sowie der T-Zellmarker CD4 (Abb.3) und CD8
(Abb.4) weiter differenziert. Die doppeltpositiven Zellen (CD3* CD4* sowie CD3* CD8*)

wurden mit einem Gate markiert (Abb.3A, 4A) sowie in einem weiteren Schritt ihre
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Expression von IL-17A und IL-22 dargestellt (Abb.3B, 4B). Die quantitative Bestimmung
erfolgte anteilig in Prozent der IL-17A*, IL-22* oder IL-17A/IL-22* Zellen.
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Abbildung 3: Gating der CD3* CD4* Zellen (A) und weitere Detektion der IL-17A und
IL-22 sowie der IL-17A/IL-22 koproduzierenden CD4* T-Zellen (B).
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Abbildung 4: Gating der CD3* CD8* Zellen (A) und weitere Detektion der IL-17A und IL-
22 sowie der IL-17A/L-22 koproduzierenden CD8* T-Zellen (B).

3.3.1.7.2 Gating der Ged&chtniszellen

Aus der Gruppe der CD3* CD4+ Zellen erfolgte die Subtypisierung der
Gedé&chtniszellen. Es wurde anhand der Zellmarker CD45RA und CCR7 zwischen Thaive
(CD45RA* CCRY7*), Tem (CD45RA- CCR7*) und Tew (CD45RA- CCR7-) differenziert
(Abb.5).
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Abbildung 5: Geddchtniszell-Gating anhand der Expression von CD45RA und CCR7
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Die Verteilung der einzelnen Gedéachtniszelltypen wurde erganzend innerhalb der
fur IL-17A* (Abb.6A), IL-22* (Abb.6C) oder IL-17A/IL-22* (Abb.6B) CD3* CD4*
gemessen.
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Abbildung 6: Vergleich der Differenzierung der Gedéchtnis-T-Zellen innerhalb der IL-
17+ (A), IL-17A4L-22" (B) und IL-22* (C) CD3* CD4* T-Zellen

3.3.1.8 Durchflusszytometrische Analyse

Die Messung erfolgte auf einem FACSCanto™ |l Durchflusszytometer unter
Verwendung der Software FACSDiva™. Die graphische Analyse wurde mit FlowJo™
Single Cell Analysis Software durchgeftihrt. Die statistische Auswertung erfolgte mit der
GraphPad Prism 5™ Software. Proben mit weniger als 70% lebenden Zellen in der

Auswertung wurden in der weiteren Analyse nicht berticksichtigt.

3.3.2 Nachweis von sezemierten Zytokinen mittels Multiplexanalyse

3.3.2.1 Bio-Plex Pro™ Human T+17 Cytokine Assay

Die in den Zelliberstadnden enthaltenen sezernierten Zytokine wurden mit dem
Bio-Plex Pro™ Human Tx17 Cytokine Assay gemessen. Dabei handelt es sich um ein
kommerziell erhéltliches Immunoassay, welches pro Probe je 15 humane Zytokine aus

dem Bereich der Tu17-vermittelten Immunantwort (Tab.14) quantitativ detektieren kann.

Tabelle 14: Humane Ty 17 Zytokin Analyten der Multiplexanalyse

Analyten
Interleukin-1 Interleukin-17F Interleukin-31
Interleukin-4 Interleukin-21 Interleukin-33
Interleukin-6 Interleukin-22 IFNy
Interleukin-10 Interleukin-23 sCD40L
Interleukin-17A Interleukin-25 TNFa
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In einer 96-Loch-Platte befanden sich kovalent an magnetische Kigelchen
gebundene monoklonale Antikdrper gegen die 15 Analyten. Die in den Uberstéanden
enthaltenen Zytokine reagierten mit diesen Antikdrpern als Antigen-Antikérper-Komplex.
Durch mehrere magnetische Waschschritte wurden alle nicht gebundenen Proteine
entfernt. Ein biotinylierter, sekundarer Antikérper wurde hinzugegeben und erkannte die
durch Bindung entstandenen Komplexe. Durch die Zugabe des Fluoreszenzmarkers
Streptavidin-Phykoerythrin wurden die Komplexe fir die folgende Analyse markiert.
Mittels des Bio-Plex MAGPIX™ Multiplex Reader wurde flir jede Probe und jeden
Analyten die mediane Fluoreszenz Intensitédt (MFI) ermittelt. Die zur MFI proportionale
Konzentration (in pg/ml) konnte dann anhand zytokinspezifischer Standardreihen

quantifiziert werden.

3.3.2.2 Standardkurven

In einer dem Kitbeigelegten Standardlésung waren alle Analyten enthalten. Von
dieser wurden insgesamt 8 Verdinnungen nach dem folgenden Schema (Tab.15)
hergestellt, die der Konstruktion einer Standardkurve fur jeden Analyten dienten.
Zusatzlich wurde der Blank ermittelt, indem die Standardverdiinnungslésung ohne
Analyten gemessen wurde. Die durch das Kit festgelegten oberen und unteren
Grenzwerte variierten je nach Analyten und reichten von min. 0,2 pg/ml (IL-18) bis max.

147023 pg/ml (IL-21).

Tabelle 15: Standardkurve der Bioplex Verdinnungsstufen

Standard S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 Blank
Verdiinnung 1:1 1:4 1:16 1:64 1:256 1:1024 1:4096 1:16384 /

3.3.2.3 Durchfiihrung des Bio-Plex Pro™ Human Tx17 Cytokine Assays

Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte nach Herstellerangaben. Insgesamt wurden
45 Lymphknotenproben untersucht sowie eine doppelte Standardkurve (je 2x S1 bis S8)

und zwei Blanks angelegt.

In jedes Loch der Mikrotiterplatte wurden 50ul der magnetischen Kigelchen
gegeben und die Platte zweimalig mit dem magnetischen Waschinstrument gewaschen.

AnschlieRend wurden je 50pl der Standardlésung oder der Ubersténde in einzelne
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Lécher gegeben und die Platte eine Stunde im Dunkeln auf einem Schittler inkubiert.
Anschlieend folgten zwei weitere Waschdurchlaufe, um nicht gebundene Proteine zu
entfernen. Nach der Zugabe von 25pl der biotinylierten, sekundaren Antikérper pro Loch
erfolgte eine weitere 30-minltige Inkubation und erneut zweifaches Waschen. 50pl
Streptavidin-Phykoerythrin wurden hinzugegeben und nach 10min Inkubation die Platte
erneut zwei Mal gewaschen. AbschlieRend wurde 125ul der Pufferldsung pro Loch
hinzugegeben und die L6ésung auf dem Schuttler resuspendiert. Die Platte wurde in den

Bio-Plex MAGPIX™ Multiplex Reader gegeben und die Analyse gestartet.

3.3.3 Nachweis von MMPs mittels Multiplexanalyse

Mittels eines weiteren Analysekits wurde in den Uberstidnden die Konzentration
von MMPs und TIMPs untersucht. Dies erfolgte mit dem Bio-Plex Pro™ Human MMP
Panel und dem Bio-Plex Pro™ Human TIMP Panel, welche dem Prinzip sowie dem
Versuchsablauf des Tn17 Zytokinassays entsprachen und die Uberstande auf insgesamt
6 MMPs und 3 TIMPs testete (Tab.16). Der Messbereich reichte von 24pg/ml bis
179505,12pg/ml. Die Analyse erfolgte ebenfalls mit dem Bio-Plex MAGPIX™ Multiplex

Reader.

Tabelle 16: MMP- und TIMP-Analyten in der Mulfiplexanalyse

Analyten
MMP-2 MMP-9 TIMP-1
MMP-7 MMP-10 TIMP-2
MMP-8 MMP-12 TIMP-4

3.3.4 Bestimmung der TNFa-, IL-1B und IL-6 Sekretion mittels ELISA

Die quantitative Bestimmung der sezernierten TNFa, IL-1B und IL-6 in den
Zellkulturiberstanden erfolgte zunachst in der Bioplexanalyse. Da ein Grofteil der
Proben in diesem Versuch oberhalb der Messgrenze der fiir diesen Assay verfligbaren
Standardkurve lag, wurden die Proben erneut mittels Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) gemessen. Hierzu wurden die Proben 10-fach (TNFa), 20-fach (IL-6)
oder 100-fach (IL-1B) in RPMI verdinnt und mit dem Human TNFa ELISA MAX™
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Standard Set, dem LEGEND MAX™ Human IL-1B ELISA Kit sowie dem LEGEND
MAX™ Human IL-6 ELISA Kit ausgewertet. Die Analyten wurde dabei durch
monoklonale Mausantikérper gegen humane Liganden gebunden. Auf diesen Komplex
wurde im Sinne eines Sandwich-ELISAs ein weiterer biotinylierter Detektionsantikdrper
gegen den entsprechenden humanen Liganden gegeben, wodurch ein Antikorper-
Antigen-Antikérper Komplex entstand. Mittels  Avidin-HR-Peroxidase und
Tetramethylbenzidin (TMB) Substratldsung wurden diese Komplexe farbig markiert und
konnten so durch eine Absorptionsmessung bei 450nm in einem Photometer gemessen

werden.

3.3.4.1 Durchfiihrung der ELISAs

Am Vortag des Versuches wurden die primaren Antikérper mit
Beschichtungspuffer in die Mikrotiterplatte gegeben und die Lésung Uber Nacht bei 4°C
inkubiert. Nach 4-fachem Waschen mit 300ul ELISA-Waschpuffer wurde zunachst 200l
ELISA-Verdinnungslésung hinzugegeben, um unspezifische Bindungen zu blockieren.
Wahrend der einstindigen Inkubation auf dem Schittler wurde die
Standardverdiinnungsreihe (7 Standards: 500pg/ml, 250pg/ml, 125pg/ml, 62,5pg/ml,
31,3pg/ml, 15,6pg/ml, 7,8pg/ml, Blank: Opg/ml) hergestellt und die zu messenden
Proben in RPMI 1:10 verdinnt. Nach der Inkubation und einem erneuten Waschschritt
wurden je 100ul der Standards und der Proben in das entsprechende Loch gegeben und
die Platte fir 2h auf dem Schuttler inkubiert. Die folgenden Schritte verliefen wie folgt:
Waschen, Zugabe von Detektionsantikérpern, 1h Inkubation, Waschen, dann Zugabe
von Avidin-HRP mit 30min Inkubation, Waschen. AnschlieRend wurde TMP-
Substratlésung hinzugegeben und die Platte 30min im Dunkeln inkubiert, bis eine blaue
Farbung entstand. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Schwefelsdure (H2SOs4)
gestoppt, wobei sich die Farbe der positiven Proben von blau zu gelb anderte. Die Platte
wurde anschlieRend bei 450nm im Photometer gemessen und mithilfe der Gen 5

Software™ ausgewertet.
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3.4 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung erfolgte mittels der GraphPad Prism™ Software flr
Windows 10™. Statistische Signifikanz wurde durch den parameterfreien Kruskal-
Wallis-Test mit anschlieBendem Dunn-Bonferroni-Posttest oder dem Mann-Whitney
Test geprift, je nach Anzahl der zu vergleichenden Gruppen. Die Darstellung erfolgte
als Mittelwert mit Standardfehler. Es wurde ein Signifikanzniveau von 95% gewahlt und
das Ergebnis bei einer berechneten Fehlerwahrscheinlichkeit von p<0,05 als signifikant
bewertet. Statistische Ausrei3er wurden mit dem Ausrei3ertest nach Grubbs identifiziert
und aus der Auswertung herausgenommen. Zur detaillierteren Auswertung wurden die
Entitdten zusatzlich zu den Gruppen Kontrollen (alle Nicht-CF-Entitaten) und Endstage
(CF, Emphysem, Fibrose) zusammengefasst. Dies ermdglichte eine genauere

Betrachtung der Gemeinsamkeiten und Unterschieden zwischen den Entitaten.
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4  Ergebnisse

4.1 Studienpopulation

Insgesamt 65 der aufgearbeiteten Patientenproben erfiiliten die Qualitatskriterien
fir eine weitere Analyse im FACS oder Multiplex (Kap.3.2.1.4), die sich in CF (n=20),
Emphysem (n=15), Fibrose (n=14) und Spender (n=16) unterteilen lieRen. Ein Uberblick
Uber die Entitaten mit Geschlechtsverteilung, durchschnittlichem Alter sowie geringstem
und héchstem Alter bei Transplantation und Anzahl der Analysen von Lymphknoten oder
Lungengewebe in FACS oder Multiplex zeigt Tabelle 17. Aufgrund der Anonymitat der
personenbezogenen Daten der Organspender konnte in dieser Gruppe beziglich

Geschlechtes und Alter keine Aussage getroffen werden.

Tabelle 17: Eingeschlossene Patientenproben (n) in die weitere Analyse (FACS,
Bioplex) nach Krankheitsentitat mit Geschlecht (m = mannlich, w = weiblich), Alter bei
Transplantation (d=Mittleres Alter, min=geringstes Alter, max.=hdchstes Alter) und
Probenart (Lymphknoten (LK), Gewebe).

Entitat n Geschlecht Alter (in Jahren) Proben in Analysen
m w %) min. | max. FACS Bioplex
LK Gewebe LK Gewebe
CF 20 9 11 26,6 7 46 11 5 13 7
Emphysem 15 8 7 57,3 49 62 5 8 7 6
Fibrose 14 11 3 53,6 32 64 8 5 10 6
Spender 16 unbekannt 5 0 15 0

Das Patientenalter bei Transplantation variierte zwischen sieben Jahren (CF) und
64 Jahren (Fibrose). In der Altersverteilung zeigte sich ein signifikanter Unterschied
(p<0,001) von CF (Median=26,6 Jahre) zu Emphysem (Median=57,3 Jahre) und Fibrose
(Median=53,6 Jahre) (Abb.7A).

Die Geschlechterverteilung war in den Kohorten CF (w=11, m=9) und Emphysem
(w=7, m=8) nahezu ausgeglichen, Fibrose zeigte eine deutliche Verschiebung

zugunsten der mannlichen Patienten (w=3, m=11) (Abb.7B).

41



A Alter B Geschlecht

26.6
1 9
cF{ F— — CF - 1
573 AN
KN 7 8
Emphysem Emphysem -
1 Weiblich
53.6
3 p 1 Mannlich
Fibrose |— —I i Fibrose
T T T 1 T T T T 1
0 20 40 60 80 0 5 10 15 20 25
Alter (in Jahren) Anzahl der Proben

Abbildung 7: Alters- (A) und Geschlechterverteilung (B) der Kohorten CF, Emphysem

und Fibrose

Bei einigen Gewebeproben fielen in der konventionellen histologischen
Untersuchung durch die Mitarbeiter der Pathologie Besonderheiten auf, die in Tabelle
18 aufgeflihrt werden (Tab.18). In CF wurde je eine Probe mit einem positiven Nachweis
von Aspergillus sowie Candida albicans identifiziert. Strukturell wiesen drei CF-Proben
Besonderheiten auf: Eine Probe prasentierte deutliche Zeichen einer aktiven
Inflammation, in einer weiteren Probe konnten Epitheloidzellgranulome nachgewiesen
werden und eine Probe wies eine ausgepragte Vernarbung auf. In der Emphysemgruppe
wurde eine Probe mit a 1-Antitrypsin-Mangel identifiziert. In Fibrose ergaben sich keine
Auffalligkeiten. In den untersuchten Spendern zeigte sich in der teils mituntersuchten
Trachea in finf Proben eine aktive Tracheitis als Zeichen einer akuten Entziindung. Alle
histologischen Auffalligkeiten wurden vermerkt und die jeweiligen Proben bei von der
restlichen Population abweichenden Resultaten aus der weiteren Analyse

herausgenommen.

Tabelle 18: Histologische Besonderheiten einzelner Proben innerhalb der Entitdten mit

Angabe der Héufigkeit (n)

Entitat Histologische Besonderheiten
Nachgewiesene Pathogene Strukturelle Auffélligkeiten
CF Aspergillus (n=1) Infektionszeichen (n=1)
Candida albicans (n=1) Epitheloidzellgranulome (n=1)

Ausgepragte Vernarbung (n=1)

Emphysem - a 1-Antitrypsin-Mangel (n=1)
Fibrose - -
Spender - Tracheitis (n=5)

42



Wir verglichen jeweils die einzelnen Entitaten untereinander und gliederten die
Entitaten fir die weitere Analyse zusatzlich in die Endstage Kohorte (CF, Emphysem,
Fibrose) sowie in eine Nicht-CF Confro/ Kohorte (Emphysem, Fibrose, Spender)

(Tab.19). Zugleich wurden Lymphknotenzellen und Lungengewebszellen verglichen.

Tabelle 19: Ubersicht iiber die verwendeten Kohorten: Endstage (CF, Emphysem,
Fibrose) und Nicht-CF Kontrollen Control (Emphysem, Fibrose, Spender).

Kohorten CF Emphysem Fibrose Spender
Endstage X X X
Control/ X X X
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4.2 Messung der sezernierten IL-17A, IL-17F und 1L-22 mittels Multiplex

In der Multiplexanalyse mit dem Bio-Plex Pro™ Human Ty17 Cytokine Panel
fuhrten wir eine quantitative Bestimmung der am Ty17 Signalweg beteiligten
sezernierten Zytokine durch. Hierzu wurden die isolierten Zellen aus Lymphknoten oder
Lungengewebe unspezifisch stimuliert und der Uberstand hinsichtlich der sezernierten

Zytokine mittels Multiplex analysiert (Kap.3.3.2).

Tabelle 20: Mitflere Konzentrationen in pg/ml an sezernierten IL-17A, IL-17F und IL-22

in Lymphknoten- und Lungengewebszellen der einzelnen Entitédten

Entitat Mittlere Konzentration (pg/ml)
Lymphknotenzellen Lungengewebszellen
IL-17A IL-17F IL-22 IL-17A IL-17F IL-22
CF 1304 293 939 135 146 43
Emphysem 822 172 505 113 144 80
Fibrose 273 188 246 112 114 42
Spender 781 138 440 - - -

Tabelle 20 zeigt die mittlere Konzentration der sezernierten IL-17A, IL-17F und
IL-22 in Lymphknoten und Lungengewebe der einzelnen Entitdten (Tab.20). Die
Lymphknotenzellen von CF Patienten produzieren mit einer mittleren Konzentration von
1304pg/ml das meiste IL-17A, gefolgt von 939pg/ml IL-22 aller Kohorten (Abb.8A). IL-
17F wird mit 381pg/ml in den CF-Lymphknoten dagegen nur in deutlich geringerem
Ausmald produziert, im Vergleich zu den anderen Entitdten aber ebenfalls deutlich
vermehrt (Abb.8A). Die Entititen Emphysem und Spender weisen dhnliche sezernierte
Mengen der Interleukine auf mit IL-17A>IL-22>|L-17F. Die absoluten Werte liegen in
diesen beiden Entitdten insgesamt jedoch nur bei etwa der Halfte der sezernierten
Interleukine in CF (Abb.8A).
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Abbildung 8: Mittlere Konzentrationen in pg/ml an sezernierten Interleukinen IL-17A, IL-

17F und IL-22 in Lymphknoten- und Lungengewebszellen (nd =not determined)
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In Lungengewebszellen wird insgesamt eine deutlich geringere Menge der drei
Interleukine sezerniert, wobei IL-17F in allen drei Entitaten die hochste mittlere
Konzentration zeigt, gefolgt von IL-17A, wéhrend IL-22 nur in geringer Menge sezerniert
wird (Tab.20, Abb.8B). Alle drei Interleukine werden jedoch sowohl von Lymphknoten
wie auch von Lungengewebszellen sezerniert, wobei zu Lungengewebe von

lungengesunden Spendern keine Daten vorliegen.

421 Vergleich der IL-17A, IL-17F und IL-22 Sekretion in Lymphknotenzellen

Im ersten Auswertungsschritt erfolgte die Analyse der Interleukinproduktion der
Lymphknotenzellen. Hier verglichen wir die IL-17A, IL-17F und IL-22 Zytokinproduktion
von CF gegen Nicht-CF Kontrollen (Abb.9A,C,E) und innerhalb der einzelnen Entitaten
(Abb.9B,D/F).
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Abbildung 9: Sezernierte IL-17A (A,B), IL-17F (C,D) und IL-22 (E,F) von Lymphknoten
in CF und Kontrollen (A,C,E) und innerhalb der einzelnen Entitaten (B,D,F).

Die Lymphknotenzellen CF ergaben gegeniuber den Kontrollen eine signifikant
erhdhte Sekretion von IL-17F (p=0,003, Abb.9C) und IL-22 (p=0,003, Abb.9E),
wohingegen die IL-17A Sekretion nicht signifikant erhdht war (Abb.9A). Im Vergleich der
einzelnen Entitdten zeichnete sich in CF-Lymphknotenzellen insgesamt die im
Durchschnitt héchste Konzentration an IL-17A, IL-17F und IL-22 ab bei ahnlicher
Konzentration aller drei Interleukine in Emphysem und Spendern und einer verminderten
Konzentration von IL-17A und IL-22 in Fibrose. Der Vergleich CF zu Fibrose erbrachte
signifikant erhéhte IL-17A (p=0,045, Abb.9B) und IL-22 (p=0,013, Abb.9F) Sekretion
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durch CF. Die IL-17F Sekretion war bei CF im Vergleich zu Spendern ebenfalls
signifikant erhéht (p=0,022, Abb.9D).

4.2.2 Vergleich der IL-17A, IL-17F und IL-22 Sekretion in Lungengewebszellen

Im nachsten Auswertungsschritt erfolgte die Analyse der Lungengewebszellen
(Abb.10). Hier =zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der sezernierten
Interleukine IL-17A, IL-17F und IL-22 zwischen CF und Kontrollen oder innerhalb der
drei Endstage Entitaten. Die mittlere Produktion von IL-17A in CF war leicht erhéht mit
ahnlichen Konzentrationen in Emphysem und Fibrose (Abb.10B), wahrend IL-17F
gleichmaRig stark in CF und Emphysem und leicht vermindert in Fibrose sezerniert
wurde (Abb.10D). IL-22 erwies die héchste Konzentration in Emphysem, wahrend CF

und Fibrose vergleichbare Mengen an IL-22 sezernierten (Abb.10F).
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Abbildung 10: Sezernierte IL-17A (A,B), IL-17F (C,D) und IL-22 (E,F) von
Lungenlymphozyten in CF (A,C,E) und innerhalb der einzelnen Entitédten (B,D,F).
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4.3 Durchflusszytometrische Analyse der IL-17A und |IL-22 Produktion durch
CD3+ CD4+ und CD3+ CD8+ T-Zellen

Die isolierten Zellen aus Lymphknoten und Lungengewebe wurden zur weiteren
durchflusszytometrischen Analyse zunachst antigenunspezifisch stimuliert. Durch die
Zugabe eines Protein-Transport-Inhibitors zu den Zellkulturen wurde die Sekretion der
Interleukine nach extrazellular blockiert. So konnten diese durch verschiedene
Zellmarker und Interleukin spezifische Fluoreszenzfarbstoffe intrazellular angefarbt
werden. Anhand der Farbung der spezifischen CD3* CD4* und CD3* CD8* Zellmarker
erfolgte die separate Quantifizierung der Interleukinproduktion innerhalb dieser
Lymphozytenpopulationen. Dazu wurden zunachst die CD3* CD4* oder CD3* CD8*
Lymphozyten identifiziert. In diesen Populationen folgte anschlieRend die quantitative
Messung der IL-17A, IL-22 und IL-17A/IL-22 koproduzierenden Zellen anteilig in Prozent
der gesamten CD3* CD4* bzw. CD3* CD8* Zellpopulation.

Wir verglichen die Interleukin-positiven Zellen der einzelnen Entitaten
untereinander, Endsfage gegen die Spender sowie CF gegen alle Nicht-CF Konftrollen
(Tab.19). Zugleich wurden Lymphknotenzellen und Lungengewebszellen verglichen. Im
Gewebe wurde aufgrund mangelhafter StichprobengréRe der Fibrose- und
Spendergruppe nur ein Vergleich zwischen CF (n=4) und Emphysem (n=5) und keine
Unterteilung in die einzelnen Kohorten durchgefuhrt. Es lieRen sich eindeutige
Signifikanzen sowie nicht-signifikante Trends erkennen, die im Folgenden naher

beschrieben werden.

431 IL-17A und IL-22 Produktion durch CD3* CD4* Lymphozyten aus
lungendrainierenden Lymphknoten und Lungengewebe

Der Vergleich der Interleukin-positiven CD3* CD4* Lymphknotenzellen zwischen
Spender (n=5) und Endstage (n=25) zeigte den héchsten Anteil an IL-17+ Zellen in
Spender (Abb.11A), vergleichbare Anteile an IL-22* (Abb.11B) und einen erhdhten Anteil
an IL-17A/IL-22* in Endstage (Abb.11C), ohne Signifikanz zu erreichen. Es lief3 sich ein
Trend zu vermehrten IL-17A* CD3* CD4*-Zellen in lungengesunden Spendern erkennen
(Mittelwert Spender=0,882%, Mittelwert Endstage=0,540%) (Abb.11A). In der Analyse
der IL-17A/IL-22 koproduzierenden CD3* CD4* T-Zellen (Abb.11C) fiel eine deutlich

47



breitere Streuung der Endstageproben mit einigen Proben mit hoher, wenn auch im

Vergleich nicht signifikant gesteigerter Koproduktion dieser Zytokine, auf (Abb.11C).

Lymphknoten: CD4" T-Zellen
A IL17AY B IL-22° C IL-17A/ML22"
c
c 157 c 37 2 -
% ns % ns g 025 ns
N N b
% % 3 0.201
3 1.0 8 2 5
3 5 5 0.15
o © %
c o N
o o i
3 o0s 3 4 § 0.10
< & 2
i 8 S 0054
R 00— £ o= 2 000 ——=—
Spender Endstage Spender Endstage = Spender Endstage

ns = nicht signifikant

Abbildung 11: IL-17A* (A), IL-22* (B) und IL-17A/IL-22* (C) CD3* CD4*
Lymphknotenzellen im Vergleich Spender zu Endstage.

Diese Trends stellten sich ebenfalls in nicht-signifikanter Form heraus, wenn die
einzelnen Entitdten getrennt voneinander im Vergleich zu den Spendern betrachtet
wurden (Abb.12A-C).

In den Lymphknotenzellen (Abb.12A-C) ergaben die CD3* CD4* T-Zellen der
Spender eine erhdhte IL-17A-Produktion im Vergleich zu allen anderen Entitaten
(Abb.12A), die jedoch statistisch nicht signifikant war. In den CF Proben lie} sich eine
auffallig starke Streuung der IL-17A-Produktion (Abb.12A) nachweisen, die eine
Differenzierung in ,High Producer® und ,Low Producer” erlaubt (Abb.16A), wahrend
Emphysem und Fibrose ahnlich niedrige Anteile an IL-17A* Zellen zeigen. Der Anteil an
IL-22* Zellen war in allen vier Entitdten ahnlich, wobei sich zwei Proben als ,High
Producer® in CF finden lieRen (Abb.12B). Dieses Phanomen zeigte sich ebenfalls in den
IL-17A/IL-22* koproduzierenden Zellen, wo insgesamt vermehrt ,High Producer® in der
CF-Kohorte sichtbar wurden, wahrend die anderen drei Entitaten einen konstant
niedrigen Anteil an koproduzierenden Zellen aufwiesen (Abb.12C). Eine Signifikanz lie3
sich bei der hier analysierten Anzahl der Proben nicht nachweisen (C: p=0,076,
Abb.12C).

Im Gewebe zeichnete sich ein Trend zu hoherer IL-17A und IL-22 sowie IL-
17A/IL-22 Koproduktion durch die CD3* CD4* Lungengewebszellen von CF Patienten im
Vergleich zu Emphysem ab (Abb.12D-F), der sich allerdings als nicht signifikant
darstellte. Ein Vergleich zu Fibrose und Spender sowie zu Endstage und Kontrollen

erfolgte aufgrund zu geringer Stichprobengréfe nicht.
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Abbildung 12: IL-17A* (A,D), IL-22* (B,E) und IL-17A/IL-22* (C,F) CD3* CD4*
Lymphknoten- (A-C) und Lungengewebszellen (D-F) im Vergleich

432 IL-17A und IL-22 Produktion durch CD3* CD8* Lymphozyten aus

lungendrainierenden Lymphknoten und Lungengewebe

Die Spender wiesen die hoéchste IL-17A Produktion durch CD3* CD8*
Lymphknotenzellen auf, im Vergleich zur IL-17A Produktion durch Endstage war diese
signifikant erhoht (p=0,031, Abb.13A). Auch der Anteil der IL-22+ Zellen war in der
Spenderkohorte erhdht (Abb.13B). Ahnlich wie bei den CD3* CD4* Lymphknotenzellen
ergaben auch die CD3* CD8* Zellen in Endstage einen héheren Anteil und eine gréliere
Streubreite der IL-17A/IL-22 koproduzierenden Zellen (Abb.13C), signifikante

Unterschiede zu den Spenderlymphknoten zeichneten sich jedoch nicht ab.
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Abbildung 13: IL-17A* (A), IL-22* (B) und IL-17A/L-22* (C) CD3* CD8*

Lymphknotenzellen im Vergleich Spender zu Endstage.
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Im Vergleich der einzelnen Entitaten hatten die Spenderlymphknotenzellen einen
durchschnittlich héheren Anteil an IL-17A (Abb.14A) und IL-22 (Abb.14B) positiven CD3*
CD8* Zellen, gefolgt von CF in IL-17* und Emphysem in IL-22*. Die IL-17A/IL-22
koproduzierenden Zellen waren bei CF erhéht, wahrend die anderen Entitaten ahnliche

Anteile aufwiesen, jedoch ohne statistische Signifikanz zu erreichen (p=0,068, Abb.14C).

Im Lungengewebe zeigten sich mehr IL-17A* CD3* CD8* Zellen in Emphysem
als in CF (p=0,062, Abb.14D), wohingegen IL-22* in CF héher war (Abb.14E). Die
Koproduktion beider Zytokine in diesen Entitdten war vergleichbar (Abb.14F). Eine
Signifikanz wurde hier nicht erreicht.
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Abbildung 14: IL-17A* (A,D), IL-22* (B,E) und IL-17A/IL-22* (C,F) CD3* CD&*
Lymphknoten- (A-C) und Lungengewebszellen (D-F) im Vergleich

4.3.3 IL-17A/IL-22* koproduzierende konventionelle T-Zellen in Lymphknoten bei CF

In unseren Analysen fiel ein Trend zu einer erhdhten Anzahl der IL-17A/IL-22
koproduzierenden CD3* CD4* (Abb.12C) und CD3* CD8* (Abb.14C) Zellen auf, welche
aus Lymphknoten von CF Patienten isoliert wurden. Zur Bestatigung der Hypothese,
dass CF Patienten die Zytokine IL-17A und IL-22 in hdherem Mal} durch konventionelle
T-Zellen produzieren, wurden die Kohorten CF und Kontrollen verglichen (Abb.15). In
dieser Analyse zeigte sich eine signifikant erhéhte Anzahl IL-17A/IL-22
koproduzierender T-Zellen in den CF Proben sowohl unter den CD3* CD4* Zellen
(p=0,017, Abb.15A) wie auch unter den CD3* CD8* Zellen (p=0,0328, Abb.15B) der
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Lymphknotenzellen, wohingegen die Kontrollen nur geringe Anteile doppeltpositiver

Zellen aufwiesen.
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Abbildung 15: Anteil der IL-17A/IL-22 koproduzierenden Lymphknotenzellen bei CF
und in den Kontrollen. A: CD3* CD4* B: CD3* CD&".

Dabei konnten wir innerhalb der CF-Kohorte eine eindeutige Zuordnung der
Proben zu ,Low Producer” (CF /ow), die eine vergleichbaren Anteil an doppeltpositiven
Zellen wie die Kontrollen aufwiesen, und ,High Producer® (CF High) mit >0,075% IL-
17A/IL-22 koproduzierenden CD3* CD4* T-Zellen (p=0,003, Abb.16A) bzw. mit >0,018%
IL-17A/IL-22 koproduzierenden CD3* CD8* T-Zellen (p=0,001, Abb.16B) vornehmen.

Diese ,High Producer” finden sich in den Kontrollen nicht.
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Abbildung 16: Aufteilung der IL-17A/IL-22 CF-Lymphknotenzellen nach ,,High
Producer” (CF High) und ,Low Producer” (CF low) und Vergleich mit Kontrollen
(Control) in CD3* CD4* Zellen (A) und CD3* CD8* Zellen (B).
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44 FACS-Analyse der CD3* CD4+* Gedachtnis-T-Zellen

Zum Verstandnis des fehlgeleiteten Entziindungsgeschehen der Lunge erschien
eine Untersuchung der verschiedenen Gedachtnis-T-Zellsubtypen in Zusammenhang
mit der IL-17A und IL-22 Produktion der T-Lymphozyten sinnvoll. In dieser Arbeit erfolgte
eine Quantifizierung von CD3* CD4* Tnaive, Tcm und Tem innerhalb der Interleukin
positiven Zellpopulationen. Fir deren Darstellung wurden zunachst CD3* CD4* T-Zellen
mittels Durchflusszytometrie identifiziert. Eine anschlieRende Bestimmung von IL-17A%,
IL-22* und doppelt positiven Zellen ergab insgesamt drei Subpopulationen, fir welche
die weitere Differenzierung nach Gedachtniszellstatus erfolgte. In jeder dieser
Subpopulationen wurde eine Differenzierung in Thaive (CD45RA* CCR7%), Tcm (CD45RA-
CCR7*) und Tem (CD45RA- CCR7-) anhand der entsprechenden Antikdrperfarbungen
durchgefiihrt (Kap.3.3.1).

441 Vergleich der Gedachtniszellen in Lymphknoten

Zunachst erfolgte der quantitative Vergleich der Gedachtniszellen in den
Lymphknotenproben zwischen den verschiedenen Entitdten. Die relativen Anteile der
Thaive, Tcm und Teminnerhalb der IL-17A (Abb.17) und der IL-17A/IL-22 (Abb.18) positiven
Populationen in den Lymphknoten zeigten dabei keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Entitaten. In der IL-17A* Population (Abb.17) fand sich ein erhdhter Anteil
an Thave in Fibrose (Abb.17A). Der Anteil an Tcem (Abb.17B) dieser Population waren in
allen Entitdten ahnlich. In Emphysem konnten wir einen erhéhten Anteil an Tem
(Abb.17C) nachweisen.
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Abbildung 17: Anteile der Thaive (A), Tcm (B) und Tem (C) an IL-17A* Lymphknotenzellen.

Innerhalb der IL-17A/IL-22* ergaben sich fir alle drei Gedachtniszelltypen insgesamt
sehr ahnliche Verteilungsmuster (Abb.18A-C).
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Abbildung 18: Anteile der Thaive (A), Tcm (B) und Tem (C) an IL-17A/IL-22*

Lymphknotenzellen

Innerhalb der IL-22* Zellpopulation in den Lymphknotenproben von CF Patienten
fand sich ein signifikant reduzierter Anteil von Tnave im Vergleich zu den
Spenderlymphknoten (p=0,015, Abb.19A). Die Spender zeigten den héchsten Anteil und
CF den geringsten Anteil an Thave (Abb.19A). Der Anteil von Tcw war hingegen bei CF
am hoéchsten und signifikant erhéht gegeniiber den Spendern (p=0,013, Abb.19B). Tem
wies keine relevanten Unterschiede in den Anteilen zwischen den Entitaten auf
(Abb.19C).
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Abbildung 19: Anteile der Thaive (A), Tcm (B) und Tem (C) an IL-22* Lymphknotenzellen.

4.4.2 Vergleich der Gedachtniszellen im Lungengewebe

Im Gewebe verglichen wir aufgrund mangelnder StichprobengréfRe der Fibrose-
und Spendergruppe nur CF und Emphysem. Hier fanden sich signifikante Differenzen in
der Verteilung der Gedachtniszellpopulationen nur bei den Tcwm der IL-17A/IL-22
koproduzierenden Population (Abb.20B). CF zeigte dabei einen verminderten Anteil an
Tcewm im Vergleich zu Emphysem (p=0,037, Abb.20B). Umgekehrt war ein Trend zu einem
héheren Anteil von Tnaive bei den Proben von CF Patienten zu verzeichnen, der allerdings
statistisch nicht signifikant war (Abb.20A). Der Anteil der Tem ergab keine relevanten
Unterschiede (Abb.20C).
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Lungengewebe: IL-17A/IL-22* CD4" T-Zellen
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Abbildung 20: Anteile der Traive (A), Tem (B) und Tew (C) an IL-17A/IL-22* Gewebezellen.

Die IL-17A* (Abb.21) und der IL-22* (Abb.22) Populationen im Lungengewebe
erbrachten keine signifikanten Unterschiede in den relativen Anteilen der Traive, Tcm Und
Tem. Emphysem wies erhdhte Anteile an Thaive (Abb.21A) und Tem (Abb.21B) und einen
geringeren Anteil an Tem (Abb.21C) als CF in der IL-17* Population auf. In der IL-22*
Population prasentierte CF héhere Anteile an Thaive (Abb.22A), geringere Anteile an Tcwy
(Abb.22B) und vergleichbare Anteile an Tem (Abb.22C).
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Abbildung 21: Anteile der Thaive (A), Tcm (B) und Tem (C) an IL-17A* Gewebszellen.
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Abbildung 22: Anteil der Thaive (A), Tcm (B) und Tem (C) an IL-22* Gewebszellen.
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4.4.3 Verteilung der Gedachtniszellen nach Lokalisation in Lunge oder Lymphknoten

Innerhalb der CF Kohorte fanden wir im Lungengewebe die Tewm als grofRten Anteil
innerhalb der CD3* CD4* IL-17A* (Abb.23A), IL-17A/IL-22+ (Abb.23B) und IL-22*
(Abb.23C) Zellen. Zusatzlich war ein gewisser Anteil von Tcw nachweisbar, aber ein nur
sehr geringer Anteil Thaive in IL-17A* (Abb.23A) und IL-22* (Abb.23C). In der IL-17A/IL-
22* Population (Abb.23B) zeigte sich ein deutlich erhdhter Anteil an Traive Mit insgesamt

grolerer Varianz im Gewebe.

In den Lymphknotenzellen bildete Tcu ebenfalls den grofdten Anteil in allen drei
Populationen, gefolgt von Tem mit erneut nur wenigen Thaive (Abb.23A-C). Die Thaive Waren
leicht vermehrt in der IL-22* Population zu finden (Abb.23C).

Im Vergleich zwischen Lungenlymphozyten und Lymphknotenzellen zeigten die
IL-17A* sowie die IL-22* Population signifikant weniger Tcm und vermehrt Tem im
Lungengewebe (Abb.23A,C). In der IL-17A/IL-22* Population war nur Tcwm signifikant
vermindert im Gewebe, der Anteil der Tem war zwischen Gewebe und Lymphknoten
vergleichbar (Abb.23B).

Lymphknoten und Lungengewebe: CF

A IL-17AY B IL-17A/L-22* c IL-22*

ek
B

Q

=]
o
=]
Q
=]

[ Gewebe
B K

-
S
©
S

+ T

o

Naive m

% Zellen von IL-17+ CD4+ Zellen
F - )
o o
% Zellen von IL-17+ IL-22+ CD4+ Zellen
N A @
S & ©
% Zellen von IL-22+ CD4+ Zellen
N A @ @
o o o o
em{{F_H
¥
Naive | —E—

EM

N

o o
cem{]

Naive F

CM
EM

Naive+-—*

EM
CM
EM
CM
EM

Naive

o
em{—H

Naive
EM

Abbildung 23: Anteil der Traive, Tem und Tey innerhalb der CD3* CD4* IL-17A* und/oder
IL-22* Populationen in Lymphozyten aus Lymphknoten und Lungengewebe von CF-
Patienten. A: IL-17A%, B: IL-17A/IL-22*, C: IL-22*.

Eine analoge Auswertung der Emphysemgruppe ergab eine vergleichbare Verteilung
der Gedachtniszellpopulation wie bei den CF Proben (Abb.24). Auffallig war in dieser
Kohorte jedoch das Fehlen der Tnave unter den IL-17A/IL22+ Gewebslymphozyten im
Vergleich zu CF (Abb.24B). Signifikanz wurde ausschliellich in der IL-22* Population
erreicht (Abb.24C). Hier ergaben sich ein signifikant geringerer Anteil von Tnave im
Gewebe (p<0,01) sowie ein signifikant hdherer Anteil von Tem im Gewebe (p<0,01)

verglichen mit den Lymphknotenzellen.
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Lymphknoten und Lungengewebe: Emphysem

A IL-17AY B IL-17A/IL-22* c IL-22*

80

11 ]

40 i H

20 l -
5 X

IS)
3

100

80
60
40

20

B Gewebe
K

IN o ®
S S S

N
=]

% Zellen von IL-17+ CD4+ Zellen
% Zellen von IL-17+ IL-22+ CD4+ Zellen
% Zellen von IL-22+ CD4+ Zellen

ev | —

o

0
2 2

(@Y
EM
[@VY]

>
O

EM
(@Y

Naivef-—*

Naive -—*

Naive
Naive
Naive
Naive

Abbildung 24.: Anteil der Tpaive, Tcm und Tewm innerhalb der CD3* CD4* IL-17A* und/oder
IL-22* Populationen in Lymphozyten aus Lymphknoten und Lungengewebe von
Emphysempatienten. A. IL-17A%, B: IL-17A/IL-22%, C: IL-22*.

Aufgrund unzureichend grof3er Stichproben des Gewebes in der Fibrosegruppe
erfolgte hier nur eine Analyse der Lymphknotenzellen ohne Vergleich zum Gewebe
(Abb.25). Die Verteilung der Gedachtnis-T-Zellen zeigt sich &hnlich wie bei den zuvor
beschriebenen Entitaten mit Tcy>Tem>Tnaive und einem erhohten Anteil an Thaive in der IL-

22* CD4* Population (Abb.25).
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Abbildung 25: Anteil der Traive, Tcm und Ten innerhalb der CD3* CD4* IL-17A* und/oder
IL-22* Populationen in Lymphozyten aus Lymphknoten von Fibrosepatienten. A: IL-17A%,
B: IL-17A/IL-22%, C: IL-22*.

Beim Vergleich der drei untersuchten Krankheitsentitaten mit den Spendern fiel
eine differente Verteilung auf, insbesondere hinsichtlich der Verteilung der Tnave
(Abb.26). Wahrend die IL-17A* (Abb.26A) und die doppeltpositiven Zellen (Abb.26B) nur
einen geringen Anteil an Tnaive aufwiesen, zeigte diese Population unter den IL-22* Zellen
einen deutlich erhéhten Anteil (Abb.26C). Tem und Tem hatten vergleichbare Anteile in

allen drei zytokinspezifischen Populationen.
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Abbildung 26: Anteil der Tpaive, Tcm und Tew innerhalb der CD3* CD4* IL-17A* und/oder
IL-22* Populationen in Lymphozyten aus Lymphknoten von Organspendern. A. IL-
17A%, B: IL-17A/IL-22%, C: IL-22".
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4.5 Multiplexanalyse weiterer Analyten des Th17 Signalwegs

Im dem verwendeten Multiplexassay des Tu17 Signalwegs befanden sich neben
IL-17A, IL-17F und IL-22, die bereits oben prasentiert wurden, auch weitere Zytokine,
die einen Einfluss auf eine Tu17-assoziierte Entziindungsreaktion nehmen, wie die
Interleukine IL-1B, IL-4, IL-6, IL-10, IL-21, IL-23, IL-25, IL-31, IL-33 sowie IFNy, sCD40L
und TNFa. Auch hier verglichen wir die quantitative Sekretion der einzelnen Analyten im
Hinblick auf die verschiedenen Krankheitsentitdten in Lungenlymphknoten mittels
Multiplexanalyse. Da sich TNFa, IL-18 und IL-6 oberhalb der Messgrenze des Multiplex
befanden, wurde nach Verdiinnung der Uberstande eine erneute Messung mittels ELISA
durchgefihrt (Kap.3.3.4).
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Abbildung 27: Sezernierte IL-16 (A,B), IL-6 (C,D) und IL-10 (E,F) von
Lymphknotenzellen im Vergleich CF zu Kontrollen (A,C,E) und innerhalb der einzelnen
Entitédten (B,D,F).
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In den Lymphknotenzellen zeigte sich eine signifikant gesteigerte Sekretion der
Zytokine IL-1B, IL-6, IL-10, IL-23, IL-25 und IL-31 in CF (Abb.27,28). IL-1B erwies sich
bei CF als erhoht verglichen mit Nicht-CF-Kontrollen (p<0,001, Abb.27A). Der Vergleich
der IL-1B Sekretion von CF zu den anderen Krankheitsentitdten ergab ebenfalls eine
signifikant héhere Sekretion in CF im Vergleich zu jeder anderen Krankheitsentitat
(Abb.27B). Die IL-6 Produktion war bei CF im Vergleich zu allen anderen Entitaten
ebenfalls erhéht mit einem Signifikanzniveau von p=0,007 in CF (Abb.27C), was sich
jedoch im Vergleich zwischen CF und den anderen Entitdten nicht darstellen liefl3
(Abb.27D). CF zeigte weiterhin eine signifikant héhere IL-10 Produktion (p=0,09,
Abb.27E). Dies konnte auch gegeniber den Spendern im Vergleich zu CF
nachgewiesen werden, nicht jedoch im Vergleich zu den anderen Krankheitsentitaten
(p=0,019, Abb.27F).
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Abbildung 28: Sezernierte IL-23 (A,B), IL-25 (C,D) und IL-371 (E,F) von
Lymphknotenzellen in CF (A,C,E) und innerhalb der einzelnen Entitéten (B,D,F).
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Auch die Interleukine IL-23 (p=0,0004, Abb.28A-B), IL-25 (p=0,003, Abb.28C-D)
und IL-31 (p=0,017, Abb.28E-F) wurden in CF im Vergleich zu allen anderen Entitaten
vermehrt sezerniert. Im Einzelvergleich der Entitaten ergab sich fur alle drei Interleukine
eine signifikant starkere Sekretion durch CF im Vergleich zu Fibrose sowie fur IL-23
(Abb.28B) und IL-25 (Abb.28D) zusatzlich zu den Spendern.
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Abbildung 29: weitere sezernierte T 17 Zytokine von Lymphknotenzellen in CF und
innerhalb der einzelnen Entitdten (a.: IL-4, b: IL-21, c: IL-33, d: IFNy, e:. sCD40L, f:
TNFa)

Die Zytokine IL-4, IL-21, IL-33 sowie IFNy, sCD40L und TNFa zeigten keine
Trends oder Signifikanzen und somit unabhangig der Krankheitsentitat eine &hnliche

Konzentration innerhalb der Lymphknotenzellen (Abb.29).

In der Auswertung der Lungengewebszellen (Abb.30) konnten wir die oben
beschriebenen signifikanten Unterschiede nicht nachweisen. Insgesamt zeigten sich hier
keine signifikanten Unterschiede der Produktion der Tw17 assoziierten Zytokine
zwischen den einzelnen Entitaten, wobei ein Vergleich zu lungengesunden Spendern
fehlt. CF wies die durchschnittlich héchste Konzentration an IL-18, IL-6 und IL-10 und
die niedrigste Konzentration an IL-4, IL-33 und IFNy auf. Emphysem stellte die héchste
Konzentration an IL-4, IL-21, IL-33, IFNy, sCD40L und TNFa und die niedrigste
Konzentration an IL-1B, IL-6 und IL-10 dar. Fibrose ergab keine besonderen
Auffalligkeiten. Eine vergleichbare Verteilung aller drei Entitaten zeigte sich in IL-21, IL-
23, IL-25 und IL-31 (Abb.30).
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Abbildung 30: Sezernierte Tn17 Zytokine von Gewebszellen in CF, Emphysem und
Fibrose (a. IL-16, b. IL-4, c: IL-6, d. IL-10, e: IL-21, £ IL-23, g IL-25, h: IL-31, i: IL-33, j:
IFNy, k: sCD40L, I: TNFa)
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46 Analyse der sezernierten MMPs und TIMPs in Lymphknoten

Fir eine umfassende Untersuchung des chronischen Remodellings in
Lungenlymphknoten bei CF ergdnzten wir unsere Untersuchung um die quantitative
Bestimmung von MMPs und TIMPs mit dem Bio-Plex Pro™ Human MMP Panel, das die
MMP-2, MMP-7, MMP-8, MMP-9, MMP-10 und MMP-12 sowie die TIMP-1, TIMP-2 und
TIMP-4 umfasste. Wie bereits in den vorhergehend dargestellten Analysen wurde
zunéchst ein Vergleich zwischen CF und Kontrollen und anschlieBend ein Vergleich

zwischen den einzelnen Entitaten durchgefiihrt.
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Abbildung 31: Sekretion von MMP-7 (A,B), MMP-8 (C,D) und TIMP-4 (E,F) von
Lymphknotenzellen in CF gegendber Kontrollen (A, C,E) und innerhalb der Entitdten
(B,D,F)

Signifikante Unterschiede zwischen CF und Kontrollen zeigten sich fir MMP-7,
MMP-8 und TIMP-4 (Abb.31). Die Sekretion von MMP-7 war signifikant vermehrt in CF
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verglichen mit Spendern (p=0,020, Abb.31B). Die héchste Konzentration von MMP-7

fand sich in Fibrose (Abb.31B). CF wies die héchste Konzentration und eine signifikant

héhere Sekretion von MMP-8 auf im Vergleich zu den Kontrollen (p=0,027, Abb.31C).

CF zeigte auch eine signifikant héhere Sekretion von TIMP-4 verglichen zu den

Kontrollen (p=0,007, Abb.31E) und im Vergleich zu Fibrose, wahrend die Spender eine
vergleichbare Konzentration aufwiesen (p=0,006, Abb.31F).

Die weiteren MMPs und TIMPs, die in die Analyse eingeschlossen wurden,

erbrachten keine signifikanten Unterschiede oder erkennbare Trends in dem Vergleich

zwischen den einzelnen Entitaten. Hierzu zahlten MMP-2 MMP-9, MMP-10, MMP-12

sowie TIMP-1 und TIMP-2 (Abb.32A-F).
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Abbildung 32: Weitere MMPs und TIMPs im Vergleich der einzelnen Entitdten. A: MMP-
2, B: MMP-9, C: MMP-10, D: MMP-12, E: TIMP-1, F: TIMP-2
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5 Diskussion

5.1 Zusammenfassung

Die Interleukine 17A und 22 spielen eine wichtige Rolle in der Pathogenese der
zystischen Fibrose, wie aktuelle Publikationen belegen (Kap.1.6). Diesen
Untersuchungen zufolge reguliert IL-17A die Expression pro-inflammatorischer und anti-
infektidser Mediatoren v.a. durch das Lungenepithel und hebt méglicherweise die sonst
protektive Funktion des IL-22 auf. Ziel dieser Arbeit war die differenzierte Identifikation
von IL-17A und IL-22 produzierenden adaptiven Lymphozytenpopulationen in
Lungengewebe und lungendrainierenden Lymphknoten von CF Patienten, der Vergleich
zu zwei weiteren Endstage-Lungenerkrankungen (Emphysem und Fibrose) und
lungengesunden Spendern sowie die Untersuchung verschiedener
Effektormechanismen in vivo. Hierzu dienten die folgenden drei Hypothesen als

Leitstruktur fur eine detaillierte Analyse des Entziindungsgeschehens von CF-Patienten:

1. Die Sekretion von IL-17A, IL-17F und IL-22 unterscheidet sich quantitativ

zwischen CF und den anderen Entitaten.

2. Die Produktion von IL-17A und/oder IL-22 erfolgt bei CF durch andere T-Zell-
Subpopulationen des erworbenen Immunsystems, u.a. durch verschiedene Gedachtnis-
T-Zellen.

3. Die Effektormechanismen einer Immunabwehr, insbesondere die Sekretion
weiterer Zytokine des Tn17 Signalweges, und die Produktion von MMPs und TIMPs

variiert zwischen CF und den anderen Entitaten.

Im Folgenden werden zunachst die Methoden hinsichtlich ihrer Starken und

Schwéachen und im zweiten Teil die Ergebnisse im Einzelnen diskutiert.

5.2 Diskussion der Methoden

Als Patientenmaterial wurden bronchiale und tracheale (Spender) Lymphknoten
sowie Lungengewebe aus Lungenexplantaten von Patienten verwendet. Wir
untersuchten die drei haufigsten Krankheitsentitaten, die zur Lungentransplantation
fihren: Zystische Fibrose (CF), pulmonales Emphysem und pulmonale Fibrose, sowie
Lymphknoten von Spenderlungen. Die Aufarbeitung der Zellen begann mit der Isolierung
der Lymphozyten aus Lymphknoten und Lungengewebe. Insgesamt 65 der
aufgearbeiteten Patientenproben erfilllten die Qualitatskriterien fir eine weitere Analyse

im FACS oder Multiplex, d.h. die isolierte Zellzahl war ausreichend fur die gewunschte
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Analyse, die Zellen konnten kontaminationsfrei kultiviert werden und in der
Durchflusszytometrie erreichten sie einen prozentualen Anteil von min. 70% lebendiger
Zellen und 90% Einzelzellen (Kap.3.2.1.4). Fur die durchflusszytometrische Analyse
erfolgte eine unspezifische Stimulation inklusive Protein-Transport-Inhibition und
anschlieltend eine dreistufige Farbung mittels Zellmarker-spezifischen fluoreszierenden
Antikdrpern. Gleichzeitig wurden weitere isolierte Zellen unabhangig ihrer Zugehérigkeit
zu einer bestimmten Subpopulation unspezifisch stimuliert und zur Sekretion von
Zytokinen in die Zelliberstdnde angeregt, worin mittels Multiplexanalyse die Twu17

assoziierten Zytokine sowie MMPs und TIMPs analysiert wurden.

5.2.1 Stérken und Schwéachen der Probengewinnung und Patientenmaterialien

Insgesamt zeichnet sich unsere Arbeit durch eine grof3e Stichprobenmenge von
humanem Gewebe aus. Die Probenzahl erreichte schlieBlich Werte, die es uns
ermoglichten, die zu Beginn als Nicht-CF zusammengefassten Kontrollen fur einige
Analysen in die drei Kontrollgruppen Emphysem, Fibrose und Spender aufzuteilen.
Einzelne weitere aufgearbeitete Proben seltener transplantationspflichtiger
Krankheitsentitdten konnten aufgrund der hohen Probenzahl aus der Gesamtanalyse

herausgenommen werde, sodass wir vier homogene Kohorten erhielten.

Die Grenzen dieser Arbeit in Hinblick auf die Materialien und Methoden lagen
dennoch in der schwierigen Verflugbarkeit von humanen Proben und deren hoher
Heterogenitat. Letztere versuchten wir durch verschiedene Kontrollschritte in der
Analyse mdglichst gering zu halten, was jedoch nur bedingt gelang. Aus Grinden des
Datenschutzes konnten wir leider nicht auf klinischen Daten zu den einzelnen Patienten
zuruckgreifen, daher fehlen in der Auswertung beispielsweise Informationen zu
mdglichen antientziindlichen Therapien wie Steroide, die sich direkt auf die von uns
untersuchten Zellpopulationen auswirken und somit unsere Ergebnisse veradndern
konnten. Durch die Korrelation zu diesen sensiblen klinischen Daten wéare es u.U.
gelungen, die Heterogenitdt der Proben zu reduzieren. Umgekehrt hatten wir
voraussichtlich noch weitere Proben ausschlieBen missen bzw. hatten durch weitere
Gruppeneinteilungen die Stichprobengréfie noch weiter reduziert, wodurch die

Auswertbarkeit nicht einfacher geworden ware.

Die geringe StichprobengrofRe, hohe Heterogenitat und fehlende Verfigbarkeit
betraf in besonderem Mal} die ,lungengesunden® Kontrollpersonen, bei denen es sich
um Proben von Lungenspendern handelte. Da eine Materialgewinnung von gesunden

Patienten sowohl aus ethischen als auch aus rein praktischen Grinden nicht mdglich
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war, mussten wir auf Organspender als weitestgehend lungengesunde
Probenlieferanten zurickgreifen. Diese hatten zum Zeitpunkt der Organentnahme
allerdings bereits einen letalen Prozess durchgemacht, was sich mdglicherweise auf die
Zellantworten auswirken kdnnte. Von den Organspendern konnten auflerdem anstelle
von bronchialen Lymphknoten nur paratracheale Lymphknoten gewonnen werden.
Paratracheale Lymphknoten stellen eine (bergeordnete Lymphknotenstation im
lymphatischen Abfluss der Lunge dar und liegen im Gegensatz zu den hildren,
intrapulmonalen Lymphknoten bereits extrapulmonal im Mediastinum (Schirren, et al.,
2019). Somit kénnten inflammatorische Prozesse des Mediastinums, wie z.B. eine
Tracheitis, das Entziindungsgeschehen dieser Lymphknoten beeinflussen. Aufgrund
des teils retrograden Lymphabflusses der lungendrainierenden Lymphknotenstationen
(Schirren, et al., 2019), ware eine Entzindungsreaktion jedoch in einem solchen Fall
auch in den hilaren (bronchopulmonalen) Lymphknoten zu erwarten. Daher wurden
Proben mit bekannter Tracheitis (n=1) aus der Analyse rausgenommen. Weitere
inflammatorisch bedeutsame Unterschiede dieser unterschiedlichen Lokalisation sind
bisher nicht bekannt, wodurch uns der Vergleich beider Lokalisationen mdglich
erscheint. Das Lungengewebe, welches als Transplantat bestimmt war, konnte
verstandlicherweise nicht flir unsere Studien genutzt werden. Die Vergleichbarkeit dieser
Proben mit den verschiedenen Krankheitsentitdten ist daher nur bedingt mdglich,
insbesondere auch aufgrund der hier aus Datenschutzgriinden vollstéandig fehlenden

weiteren biometrische Angaben wie Alter oder Geschlecht.

Auffallig war in den Vergleichen, dass die Kontrollgruppen Emphysem und
Fibrose im Vergleich zu CF in Hinblick auf die von uns durchgeflhrten Analysen eher
inhomogene Krankheitsgruppen bildeten. Moglicherweise ist dies auf das hdhere
Lebensalter bei der Transplantation zurtickzufiihren (Abb.7A), wodurch altersabhangige
Einflisse die Entzindungsprozesse und das Immunsystem der Lunge beeinflussen.
Insgesamt variierte das Patientenalter bei Transplantation zwischen sieben Jahren (CF)
und 64 Jahren (Fibrose), wobei sich CF-Patienten (© 26,6 Jahre) einer Transplantation
zwischen der ersten und vierten Lebensdekade und Emphysem-Patienten (57,3
Jahre) und Fibrose-Patienten (©53,6 Jahre) dagegen zwischen der vierten und
sechsten Lebensdekade (Abb.7A). Auch =zeigte die Geschlechterverteilung der
Fibroseproben eine deutliche Verschiebung zugunsten der mannlichen Patienten
(Abb.7B). In den Kohorten CF und Emphysem war die Geschlechterverteilung
ausgeglichen (Abb.7B). Eine bestmobgliche Strukturgleichheit, wie sie in
wissenschaftlichen Kohorten gewiinscht ist, konnte daher nicht erreicht werden und birgt

die Gefahr von Bias.

66



Da die Aufarbeitung, insbesondere des Lungengewebes, z.T. nicht genligend
Zellen erbrachte, um aus einer Probe alle Analysen durchzufiihren, variieren die
Stichprobengréfen der einzelnen Parameter, die wir analysierten. In einigen Fallen
ergaben sich nach der Aufarbeitung insgesamt nicht gentigend lebendige Zellen, sodass
gesamte Proben aus der Analyse rausgenommen wurden, um die Ergebnisse nicht
durch zu geringe Gesamtzellzahlen zu verfalschen. Dadurch wurden insbesondere die
Stichproben des Lungengewebes vergleichsweise klein. Die Fibrosegruppe war von
dieser Limitation in besonderem Mal betroffen und entfiel z.B. fir den Vergleich im
Lungengewebe vollstandig, sodass Riickschliisse auf die Gesamtpopulation nur bedingt

maoglich waren und der Vergleich sicher ein Bias aufweist.

Durch die enge Zusammenarbeit mit der Pathologie der MHH konnten wir unsere
Analysen mit dem histopathologischen Befund der Kollegen korrelieren. Durch diese
Korrelation zwischen Zytokinproduktion, Zellverteilung und histopathologischen
Zusammenhangen konnten wir Aussagen und Vermutungen zu verschiedenen
Krankheitseinfliissen treffen, die sich in den verschiedenen Analysen nachvollziehen
lieRen. Wir nutzten diese Mdglichkeit zudem, um auffallige Proben sekundar aus den
Analysen auszuschlieBen. So konnten wir durch diesen Ansatz vier CF-Patienten
identifizieren, die sich als ,High Cytokine-Producer® in der Mehrzahl der Analysen
darstellten. AulRerdem zeigte eine Spenderprobe eines Lungendonors eine deutlich
vermehrte Zytokinproduktion, die histologisch mit einer starken Entziindungsreaktion
korrelierte, weshalb diese Probe nicht als ,lungengesund“ angesehen werden konnte

und daher aus der gesamten weiteren Analyse herausgenommen wurde.

5.2.2 Stéarken und Schwéachen der Probenaufarbeitung

Durch die gute interdisziplindre Zusammenarbeit an der MHH konnte die
Aufarbeitung der Proben nur wenige Stunden nach chirurgischer Entnahme und
Aufarbeitung durch die Pathologie erfolgen, sodass die Vitalitdt der Zellen zum grofiten
Teil erhalten werden konnte. Dies zeigte sich auch in einer geringen Anzahl der aufgrund
unzureichender Viabilitdt ausgeschlossenen Proben. Ab einem Anteil von weniger als
70% lebender Zellen in der Durchflusszytometrie, identifiziert durch eine Lebend-Tod-
Farbung mit PacO, und weniger als 90% Einzelzellen (Kap.3.2.1.4) erfolgte der
sekundare Ausschluss der Probe aus den Analysen, wodurch ein gewisser
Qualitatsstandard innerhalb der Proben etabliert und die Homogenitat erhéht werden

konnte.
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Mdogliche Storfaktoren der Probenaufarbeitung waren die Aufteilung der
Aufarbeitung auf mehrere Personen sowie die Stimulation und die Farbung an zwei
aufeinander folgenden Tagen, was aufgrund der zeitintensiven Arbeitsschritte nicht zu
umgehen war. Durch letzteres nahmen wir ein mdgliches Zellsterben wahrend der
Kultivierung der Zellen tber Nacht in Kauf, welches schliefdlich in der FACS-Analyse am
Folgetag detektiert werden konnte und bei betroffenen Proben zum sekundaren

Ausschluss fiihrte.

Die Aufarbeitung des Lungengewebes gestaltete sich je nach Entitat teils
schwierig. Insbesondere das fibrotisch veranderte Gewebe unserer Fibrose-Patienten
war vergleichsweise schwer aufzuarbeiten, wodurch die insgesamt isolierte Zellmenge
dieser Proben haufig gering war. Auffallig waren bei einigen Lymphknoten auf3erdem
sichtbare schwarze Verfarbungen bei Fibrose- und Emphysem-Patienten als moglicher
Hinweis auf einen Nikotinabusus, der jedoch nicht mit klinischen Daten (Datenschutz)
hinterlegt wurde. Patienten mit fortgeschrittenen Lungenerkranken, wie CF, Fibrose oder
Emphysem, weisen haufig eine chronisch bakterielle oder mykotische Besiedlung der
Lunge auf, weshalb die mehrstiindige Kultivierung der Einzelzellsuspensionen, die flr
die Stimulation einer messbaren Zytokinproduktion bendtigt wird, nur unter Zugabe
hoher Konzentrationen von antimykotischen und antibakteriellen Zusatzen méglich war.
Wir kénnen einen Effekt dieser Zusatze auf die Zytokinproduktion nicht ausschlieen.
Ebenso wenig lagen uns detaillierte Daten zu patientenspezifischen bakteriellen oder
mykotischen Infektionen und Besiedlungen vor, so dass wir keine Rickschlisse ziehen

kénnen, ob bestimmte Infektionen die Zytokinproduktion spezifisch veranderten.

Ein weiterer Schwachpunkt im Hinblick auf die Extrapolation unserer Daten auf
die Situation im Patienten besteht in der Auswahl der Stimulationsbedingungen. Die
Stimulation der Zellen erfolgte unspezifisch mit PMA und lonomycin (Kap.3.2.2) zwei
pharmakologischen Agentien, d.h. die Zellen wurden maximal stimuliert, die gesamte
ihnen maogliche Zytokinproduktion zu zeigen. Eine spezifische Stimulation durch z.B.
bestimmte bakterielle oder mykotische Bestandteile, wie sie in vivo im Milieu der Lunge
und in der Anwesenheit verschiedener Keime zu finden waére, konnte damit nicht

nachgeahmt werden.

5.2.3 Stéarken und Schwéachen der Datenanalyse

Unsere Datenanalyse zeichnet sich durch den Vergleich und die daraus moégliche
Korrelation des Entziindungsgeschehens in Lymphknoten- und Lungengeweben jedes

einzelnen Patienten sowie die Kombination der zellspezifischen FACS- und
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zytokinspezifischen Bioplexdaten aus. Hierdurch konnte ein umfassender Uberblick tiber
Charakteristika des Entziindungsgeschehens im Hinblick auf verschiedene Zytokine,
Zelltypen und ihrer Lokalisationen erlangt werden. Gleichzeitig wurde zusatzliches
Material fur RNA Isolierung gewonnen und extrahiert, diese Ergebnisse sind aufgrund
des grolien Gesamtumfangs jedoch nicht in dieser Arbeit aufgefiihrt. Die Identifikation
der Zytokinproduktion insgesamt sowie die Aufteilung nach Zellpopulationen in
Lymphknoten und Lungengeweben bieten einen umfassenden Erkenntnisgewinn, der
Uber den haufig durchgefiihrten Nachweis in leicht zu gewinnenden Materialien wie Blut
oder Sputum, weit hinausgeht und die Besonderheit der spezifischen Zuordnung von

Zytokinproduktion zu gewebsspezifischen Zellpopulationen erméglicht.

Schwachen der Analyse unserer Arbeit ergeben sich erneut aus der schwierigen
Materialgewinnung und der dadurch begrenzten verfligbaren Zellzahl. Zusatzlich
ergaben sich weitere Aspekte, die bei der Beurteilung der Analysen beriicksichtigt
werden miissen: In der Bioplex-Analyse wurde der Uberstand aller isolierten Zellen und
nicht ausschlieBlich der T-Lymphozyten gemessen (Kap.3.3.2). Somit ist in diesen
Analysen eine Zuordnung der Produktion zu einzelnen Zellpopulationen nicht méglich.
Dies ermdglichte zwar die ebenfalls durchgefuhrte durchflusszytometrische Analyse der
Zytokinproduktion durch spezifische Zellpopulationen, allerdings beschrankt sich diese
ausschliellich auf prozentuelle Anteile einer vorher definierten Subpopulation in

bestimmten Gates, eine Aussage zu absoluten Werten ist nicht moglich.

Chan et al. fihrten 2013 eine vom Studiendesign ahnliche Untersuchung durch,
in der sie 18 CF-Lymphknoten- und Lungengewebsproben, davon 10 mit
nachgewiesener Pseudomonas aeruginosa Infektion, mit 10 Nicht-Bronchiektatischen
Kontrollen beziglich der Expression von IL-17A verglichen (Chan, et al., 2013). Die
Proben wurden mit Pseudomonas, Aspergillus oder Candida Antigenen restimuliert und
flr 5-7 Tage kultiviert. Neben der Immunfluoreszenz in situ und einer Analyse der RNA
wurden ebenfalls ein Multiplex von Zytokinen in den Zelliberstdnden und eine
durchflusszytometrische Analyse mit den Markern CD3, CD4, CD45RA, IL-17A und IL-
22 durchgefihrt. Die Kontrollgruppe in dieser Arbeit ist mit 10 Patienten vergleichsweise
klein und sehr heterogen. Vergleicht man beide Arbeiten, so zeichnet sich unsere
Untersuchung insbesondere durch die gréf3eren Kontrollgruppen, die Differenzierung in
einzelne Entitaten innerhalb der Nicht-CF-Proben sowie die umfangreichere Analyse der
verschiedenen Zellen im FACS aus, wodurch unsere Ergebnisse die vorherige Arbeit um
wichtige Erkenntnisse erganzen kann. Die antigenspezifische Stimulation in der

Vergleichsstudie bietet jedoch den Vorteil, dass das Antigenmilieu der Lunge besser

69



nachempfunden wurde und durch histologische Immunfluoreszenzanalysen auch

Aussagen zur Lokalisation von IL-17*Zellen getroffen wurde.

In weitergehenden Untersuchungen im Anschluss an diese Arbeit sollten
aufgrund der obigen Limitationen insbesondere das Antigenmilieu der Lunge
lebensechter simuliert werden, um dadurch spezifischere Aussagen uber die
Zytokinproduktion in vivo treffen zu koénnen. Hierfir wéare die antigenspezifische
Stimulation der Zellen mit Pseudomonas aeruginosa oder Aspergillus fumigatus maglich,
wie sie durch unsere Arbeitsgruppe bereits begonnen wurde. AuRerdem bedarf es
insbesondere hinsichtlich des Lungengewebes deutlich gréferer Stichprobenmengen
und weiterer Vergleichsentitdten, um einen héheren Grad an reproduzierbaren und

validen Ergebnissen zu erzielen.
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5.3 Diskussion der Ergebnisse

Wir konnten durch unsere Untersuchungen eine Vielzahl an Vergleichen und
Aussagen zur Verteilung der Zytokin-produzierenden Zellpopulationen, der
verschiedenen Gedachtniszellen und dem Tu17 assoziierten Zytokinmilieu in CF,
Emphysem, Fibrose und Spendern ziehen. Unsere Analysen beschranken sich dabei
auf rein quantitative Aussagen, die funktionellen Zusammenhange und Reaktionen in
vivo konnten bedingt durch unser Studiendesign nicht hinreichend ermittelt werden.
Aulerdem beschrankt sich unsere Analyse auf eine unspezifische Stimulation der Zellen
zur Produktion von Zytokinen und weicht damit vom antigenspezifischen Milieu der

Lunge ab, weshalb eine Extrapolation auf die in vivo Situation nur bedingt méglich ist.

Die folgenden Fragestellungen dienten unserer Zielsetzung und sollen naher

diskutiert werden:

1. Welche Zytokine sezernieren die Lymphozyten von verschiedenen

Krankheitsentitdten und wo ist diese Sekretion lokalisiert?
2. Welche Zellen sezernieren Interleukin 17A, 17F und 227
3. Zeigen sich Unterschiede in den Gedachtniszellen, die IL-17A und IL-22 sezernieren?

4. Wie unterscheiden sich Effektormechanismen der Immunabwehr, insbesondere die
Sekretion weiterer Zytokine des Tw17 Signalweges, und die Produktion von MMPs und

TIMPs zwischen CF und den anderen Entitaten?

In Anlehnung an diese vier Fragestellungen wird zunachst die quantitative
Sekretion von IL-17A, IL-17F und IL-22 mittels Bioplex diskutiert, gefolgt von der
durchflusszytometrisch gemessenen Verteilung und Beteiligung der einzelnen T-Zell-
Subpopulationen und der verschiedenen Gedachtniszellen an der Zytokinproduktion.
AnschlieBend werden die weiteren Effektormechanismen sowie die Beteiligung von
MMPs und TIMPs diskutiert.
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5.3.1 CF-Patientenproben zeigen eine vermehrte Sekretion von IL-17A, IL-17F und IL-
22 in lungendrainierenden Lymphknoten

In zahlreichen entziindlichen Lungenerkrankungen spielt IL-17A eine wichtige
Rolle. Eine gesteigerte Sekretion dieses Interleukins durch lungendrainierende
Lymphknoten in CF im Vergleich zu Nicht-CF Patienten nach Stimulation mit
Concanavalin A konnten Aujla et al. bereits zeigen (Aujla, et al., 2008). Chan et al.
wiesen in einer vergleichbaren Arbeit, die die IL-17A Produktion in humanen
Lymphknoten und Lungengewebe bei CF und Nicht-CF Patienten nach Stimulation mit
Pseudomonas aeruginosa, Aspergillus Spezies und Candida Spezies untersuchte,
ebenfalls einen starken IL-17A Phanotyp in lungendrainierenden Lymphknoten nach
(Chan, et al., 2013).

Die Tu17 als IL-17A Produzenten wurden aufl3erdem bereits mit pulmonaler
Exazerbation und Neutrophilie in CF in Verbindung gebracht. Dubin et al. zeigten, dass
CF Patienten mit aktiver Pseudomonas aeruginosa Infektion erhéhte Level von Ty17

assoziierten Zytokinen im Sputum aufwiesen. (Dubin, et al., 2007)

Aufgrund dieser Daten flihrten wir eine quantitative Bestimmung der am Ty17
Signalweg beteiligten und von Lymphknoten- und Lungengewebszellen sezernierten
Zytokinen mittels Multiplexanalyse durch (Kap.3.3.2). Zunachst sollen die Interleukine
IL-17A, IL-17F und IL-22 in den einzelnen Entitaten diskutiert werden.

In Lymphknoten zeigte sich entitdtsunabhangig die Sekretion aller drei
Interleukine (Tab.20, Kap.4.2), wobei die Konzentration von IL-17A in allen vier Gruppen
am grofdten war, gefolgt von IL-22 und nur einem geringen Anteil an IL-17F (Abb.8A,
Kap.4.2). Im Lungengewebe wurde eine deutlich geringere Konzentration aller drei
Interleukine gemessen, hier dominierte die Sekretion von IL-17F vor IL-17A und IL-22
(Abb.8B, Kap.4.2).

Die deutlich erhdhte Konzentration von IL-17A und IL-22 in lungendrainierenden
Lymphknoten im Vergleich zum Lungengewebe lasst einen groferen prozentualen
Anteil verschiedener IL-17A produzierender Zellen, wie den Ty17, yd T-Zellen, iNKT und
ILC3s, in den Lymphknoten vermuten. In einem murinen Model mit chronischer
Pseudomonas aeruginosa Atemwegsinfektion zeigten Bayes et al. eine starke Migration
und Expansion von ILC3s in Ilungendrainierende Lymphknoten, wahrend im
Lungengewebe nur wenige ILC3s nachgewiesen wurden. Im Lungengewebe der Mause
wurde IL-17A vorwiegend durch CD4+* Ty17 und y® T Zellen produziert. (Bayes, et al.,
2016)
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Der erhéhte Anteil an ILC3s kdnnte fur die vermehrte IL-17A und IL-22 Sekretion
der Lymphknoten verantwortlich sein. Die Analyse dieser Akteure ist in unserem Projekt
ebenfalls erfolgt, Gbersteigt jedoch den Rahmen dieser Arbeit und wurde bereits in einer
anderen Publikation veréffentlicht (Hagner, et al., 2020). In dieser Arbeit konnte auch im
tierexperimentellen Ansatz mit Scnn1b-Tg und Scnn1b-Tg /IL-17A* Mausen eine
wichtige Rolle von IL-17A in der CF Lungenerkrankung nachgewiesen werden. Scnn1b-
Tg Mause bilden eine dem CF Phanotypen ahnliche Lungenerkrankung mit gesteigerter
Neutrophilenrekrutierung, pulmonaler Inflammation und strukturellem Lungenschaden
aus, welche bei IL-177- Mausen in geringerer Auspragung auftraten. (Hagner, et al.,
2020)

IL-17F ist ein Interleukin der IL-17 Familie und spielt ebenfalls eine wichtige Rolle
in der Entzindungsreaktion, bspw. durch die Induktion proinflammatorischer Zytokine
und Chemokine. Die Expression, Funktion, Regulation und SignalUbertragung
Uberschneiden sich dabei in groBen Teilen mit IL-17A. IL-17F mRNA konnte mit
aktivierten CD4* T-Zellen, Ty17 und yd T-Zellen sowie, im Gegensatz zu IL-17A, auch
mit aktivierten Monozyten, Basophilen und Mastzellen assoziiert werden. (Chang, et al.,
2009) Diese zuséatzlichen Akteure, die vorwiegend im Lungengewebe zu finden sind,
kénnten erklaren, weshalb die IL-17F Konzentration im Vergleich zu IL-17A im
Lungengewebe erhoht ist. Die genaue Funktion von IL-17F als inflammatorisches

Zytokin in CF bedarf weiterer Untersuchungen.

Der Vergleich innerhalb der Entitaten zeigte in CF Lymphknoten eine etwa auf
das zweifach gesteigerte mittlere IL-17A, IL-17F und IL-22 Konzentration im Vergleich
zu Spendern (Abb.8, Kap.4.2). Emphysem- und Spenderlymphknoten wiesen hingegen
sehr dhnliche mittlere Konzentration wie Spenderlymphknoten auf. Dies lasst vermuten,
dass in CF eine vorwiegend Tn17 vermittelte chronische Entzindungsreaktion der Lunge
besteht. In Emphysem- und Fibrosepatienten scheint dieser Akteur eine untergeordnete
Rolle zu spielen. Frihere Studien konnten diesen starken Ty17 Phanotypen in CF
Patienten besonders wahrend pulmonaler Exazerbation ebenfalls belegen. So
beobachteten Dubin et al. 2007 erhdhte IL-17A und IL-17F Konzentrationen in
Bronchoalveolarer Lavage von CF Patienten wahrend einer Exazerbation. Insbesondere
die chronische Besiedlung mit Pseudomonas aeruginosa wurde als Ursache der IL-17
Erhéhung angesehen, da die Konzentration dieser Zytokine in der BAL nach 20 Tagen
antibiotischer Therapie auf das Niveau von Nicht-CF Patienten absank. (Dubin, et al.,
2007)
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In CF resultiert die Unfahigkeit zur Beseitigung einer Pseudomonas aeruginosa
Infektion, die durch Abnormitaten im ASL und der Zilienfunktion bedingt ist, in einer
persistierenden Aktivierung von Entziindungssignalwegen, die eine chronische IL-17A
Produktion und damit die Entwicklung des Tnv17 Phanotyps bewirken. Trotz chronischer
Neutrophilenaktivierung wird keine effektive Elimination der Erreger erreicht, wodurch
weiteres Neutrophilenrekruitment sowie eine chronische Entziindungsreaktion geférdert
werden. (Dubin, et al., 2011) Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnten die
wichtige Rolle von IL-17A fiir die Neutrophilie in den Atemwegen in einem Mausmodell

der CF-Lungenerkrankung kirzlich belegen (Hagner, et al., 2020).

In unserer Analyse konnten wir in zwei CF-Lymphknotenproben deutlich erhéhte
IL-17A Konzentrationen nachweisen (Abb.9B), was die Vermutung nahelegt, dass in
diesen Proben bestimmte Voraussetzungen, wie bspw. eine floride Infektion mit
Pseudomonas aeruginosa oder anderen extrazellularen Bakterien, zur deutlich
vermehrten Produktion von IL-17A gefiihrt haben kdnnte. Dies wiirde die Hypothese von
Dubin et al., die die chronische Pseudomonas aeruginosa Infektion als Ursache einer
erhohten IL-17A Antwort in CF sieht, bestarken. Ein Pseudomonas Nachweis erfolgte
zum Zeitpunkt der Transplantation bei fast allen CF-Patienten, jedoch kdnnen wir
aufgrund der Limitierung des Zugriffs auf klinische Patientendaten keine Aussagen uber
eine Chronizitdt der Pseudomonas Besiedlung treffen. Der reine Nachweis von
Pseudomonas aeruginosa erklart daher nicht die in diesen zwei Proben deutlich erhdhte
IL-17A Konzentration. Insgesamt erreicht die IL-17A Sekretion im Vergleich CF zu
Spendern (Abb.9A) kein Signifikanzniveau. Untersuchungen in einem Mausmodell der
CF-Lungenerkrankung deuten jedoch an, dass die Aktivierung des IL-17 Signalweges
bei CF unabhéangig von chronischer bakterieller Besiedlung erfolgt, denn die in dieser
Arbeit untersuchten Mause waren jung und nicht chronisch besiedelt (Hagner, et al.,
2020). Betrachtet man die Verteilung in den einzelnen Entitaten, fallt auf, dass einige
CF-Lymphknotenproben eine vergleichbare Sekretion von IL-17A und IL-22 haben wie
die anderen Entitaten. Dies lasst eine Unterteilung in ,Low“ und ,High Producer” zu.
Neben einer méglichen Pseudomonas aeruginosa Besiedlung und akuter pulmonaler
Exazerbation sind die genauen Pathomechanismen, die zu dieser Unterteilung flihren,

jedoch bislang unklar und bedirfen weiterer Untersuchungen.

Bei CF-Patienten wird, am ehesten durch die chronisch bakterielle Besiedlung,
die diese Patienten ausnahmslos aufweisen, durch die Aktivierung des Ty17 Signalweg

in Lymphknoten ebenfalls der an diesen gekoppelte IL-22 Signalweg aktiviert. 1L-22
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fordert die epitheliale Proliferation und Reparatur des Gewebes nach Verletzungen und
verhindert dadurch eine bakterielle Besiedlung. Die Steigerung des IL-22 Signalwegs
kénnen wir anhand der erhéhten mittleren IL-22 Konzentration in CF Lymphknoten
nachvollziehen (Abb.8A). Aujla et al. konnten zeigen, dass humane bronchiale
Epithelzellen durch die Expression des IL-22 Rezeptors und durch die Sekretion von IL-
22 Gene der korpereigenen Wirtsabwehr induzieren und somit wichtige Effektormolekiile
in der Abwehr von gramnegativen Bakterien in der Lunge darstellen. Sowohl IL-17A wie
auch IL-22 regulieren die Produktion von G-CSF und CXC Chemokinen in der Lunge,
wohingegen nur IL-22 die Proliferation des Lungenepithels steigert und dadurch eine
Steigerung der transepithelialen Resistenz gegenliber Verletzungen bewirkt. (Aujla, et
al., 2008)

Inwiefern dieses Reaktionsmuster in CF mit einer erhdhten Reparaturkapazitat

assoziiert ist, muss jedoch durch funktionelle Untersuchungen adressiert werden.

In den Lungengewebszellen hingegen zeigten sich in unseren Untersuchungen
keine signifikanten Unterschiede der sezernierten Interleukine IL-17A, IL-17F und IL-22
zwischen den Entitdten (Abb.10, Kap.4.2). Die Lungengewebslymphozyten wiesen im
Gegenteil in allen drei untersuchten Entitdten ein ahnliches Verteilungsmuster ohne
auffallige Unterschiede in der Sekretion von IL-17A, IL-17F und IL-22 auf. Aufgrund der
Limitierungen der Probengewinnung fehlt hier der Vergleich zu lungengesunden
Spendern. Mdglicherweise sind diese Interleukine im Vergleich zu Lungengesunden in
allen drei Entitdten erhoht. Deutliche Unterscheide zwischen den drei endgradigen
Lungenerkrankungen sehen wir, im Gegensatz zu der Analyse der Lymphknotenzellen,
im Lungengewebe jedoch nicht. Somit ist die Hypothese, dass die Sekretion in allen drei
Entitaten erhdht ist, eher unwahrscheinlich. Es lassen sich nur bedingt Aussagen Uber
die absolute Bedeutung dieser drei Interleukine im Vergleich zwischen Lungenkranken
und Gesunden im Gewebe treffen. Wir hatten hier ebenfalls eine vermehrte Produktion
insbesondere von IL-17A in CF als Zeichen einer aktiven Ty17-Reaktion erwartet, da
bspw. in BAL-Untersuchungen von CF Patienten diese Erhéhung von IL-17A beobachtet
wurde (Dubin, et al., 2007). Unsere Analyse bestatigt jedoch die Ergebnisse von Chan
et al.,, die eine vermehrte IL-17A Sekretion ebenfalls nur in lungendrainierenden
Lymphknoten in CF, nicht aber im Lungengewebe selbst beobachteten (Chan, et al.,
2013). Die Autoren vermuteten hier einen direkten Zusammenhang zur bakteriellen
Kolonisation des Lungengewebes, einer damit verbundenen Aktivierung von Ty1 und

Tw2 und dadurch bedingt eine Herabregulation des Tnu17 Signalwegs im Lungengewebe.
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Die Diskrepanz zwischen einer in lungendrainierenden Lymphknoten gesteigerten Tu17
Antwort und der gleichzeitigen Herabregulation des Tw17 Signalwegs im Lungengewebe,
wie diese Hypothese vermuten liel3e, 1&sst sich bisher jedoch nicht erklaren. Hier bedarf
es weitere Untersuchungen, die die Pathomechanismen der IL-17A Aktivierung in den

unterschiedlichen Geweben naher untersuchen.

Mégliche Grinde fir die insgesamt verminderte Sekretion von IL-17A, IL-17F und
IL-22 im Lungengewebe im Gegensatz zu den Lymphknoten kénnten in der untersuchten
Zellpopulation liegen. Die Kultivierung der Zellen fir die Analyse im Multiplex erfolgte
populationsunabhangig, somit kdnnte einer der Griinde in der gréReren Zellheterogenitat
mit geringerem T-Zellantell oder anderen IL-17A produzierenden
Lymphozytenpopulationen liegen. Aus diesem Grund bedarf es der Analyse Interleukin
positiver Lymphozyten in klar definierten Zellpopulation, die wir in der

durchflusszytometrischen Messung durchgefiihrt haben.

5.3.1.2Die Sekretion von Ty17 Zytokinen in Fibroselymphknoten ist vermindert

Neben der auffallig gesteigerten IL-17A und IL-22 Sekretion in CF-Lymphknoten
fiel insbesondere die im Vergleich zu den Spendern deutlich verminderte Produktion
dieser Zytokine bei Fibrosepatienten auf (Abb.8A). Wahrend die Emphysempatienten
insgesamt mit der Spenderkohorte vergleichbare mittlere Konzentrationen der
Interleukine zeigten, war diese in Fibrose um mehr als die Halfte der jeweiligen
Konzentrationen in Spendern reduziert (Abb.8A). Diese Unterschiede zeigten sich nurin
Lymphknotenzellen, im Lungengewebe sahen wir ein Uberwiegend homogenes Bild in
allen vier Entitaten (Abb.8B).

Diese Beobachtung widerspricht bisherigen Studien tber die Bedeutung von IL-
17A in Fibrose. Todd et al. nutzten Bleomycin im Mausmodell, welches durch eine
pulmonale Inflammationsreaktion zur Lungenfibrose fiihrt, und untersuchten die
Bedeutung von IL-17A in diesem Modell. Eine Steigerung dieses pro-inflammatorischen
Zytokins konnte gezeigt werden. Aul3erdem flhrte die exogene Gabe von IL-17A in vivo
zur Induzierung einer Lungenfibrose. In Patienten mit idiopathischer pulmonaler Fibrose

(IPF) zeigt sich ebenfalls eine Hochregulierung von IL-17A. (Todd, et al., 2012)

Eine mogliche Erklarung fiir die von uns beobachtete verminderte Sekretion von
IL-17A in Lymphknoten bei Fibrose kénnte in der simultanen Aktivierung des T2
Signalwegs liegen. Interleukin-4, welches als Tu2 Zytokin die Proliferation von
Fibroblasten und die Produktion von Extrazellularer Matrix in vitro stimuliert, wurde in

Bleomycin Modellen ebenfalls vermehrt nachgewiesen. Dieses Zytokin induziert bei
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Uberexpression in vivo ebenfalls eine Fibrosebildung. Der fibrotische Umbau wird
insbesondere durch Tu1 und Tu2 Zytokine vermittelt. (Todd, et al., 2012)

Diese Aktivierung von Tu2 kann die Tu17 Antwort unterdriicken (Song, et al.,
2016) und eine mdgliche Erklarung fir die verminderte IL-17A Sekretion in
Fibroselymphknoten in unserer Analyse bieten. Dies betrifft ebenfalls die Sekretion des
Tu17 Zytokins IL-22. Da IL-22 wichtige Funktionen in der Reparatur des Gewebes nach
Verletzung oder Infektion Gbernimmt, I&sst die verminderte Sekretion moglicherweise auf
reduzierte Reparaturmechanismen bei Fibrosepatienten riickschlieRen, was durch

funktionelle Untersuchungen weitergehend untersucht werden miusste.

Die Emphysempatienten wiesen insgesamt mit der Spenderkohorte
vergleichbare mittlere Konzentrationen der sezernierten Interleukine IL-17, IL-17F und
IL-22 in den Lymphknoten auf (Abb.8A). Im Lungengewebe unterschieden sie sich nur
wenig von den anderen beiden Lungenerkrankungen, auffallig war hier die gesteigerte
mittlere IL-22 Konzentration (80pg/ml), die um etwa das Zweifache zu CF (43pg/ml) und
Fibrose (42pg/ml) gesteigert war (Abb.8B). Dies lasst die Hypothese zu, dass eine Tu17

vermittelte Entziindung in Emphysem nur eine untergeordnete Rolle spielt.

Jedoch zeigen aktuelle Studien, dass IL-17A im Sputum von COPD Patienten
nachweisbar ist und die Hohe mit dem Grad der Atemwegsobstruktion korreliert. Die
Kombination von IL-17A und IL-22 kann zur Induktion von MMPs fihren, welche eine
Rolle in der Pathophysiologie des Emphysems spielen. Chen et al. zeigten, dass
Zigarettenrauch die Tw17 Antwort stimuliert und IL-17RA-- M&use auch nach
sechsmonatiger Exposition von Zigarettenrauch kein Emphysem entwickelten. Dies ist
in der fehlenden Induktion von CCL2 und MMP-12 begrindet. Durch RNA
Sequenzierung von bronchialem Epithel konnten die Forscher auRerdem zeigen, dass
IL-17A und IL-22 MMP-3 und -12 induzieren kénnen. (Chen, et al., 2011)

In unseren Analysen koénnen wir die Rolle dieser Tw17 Antwort in
fortgeschrittenen Emphysempatienten nicht nachvollziehen, jedoch muss bedacht
werden, dass insbesondere im Lungengewebe, im dem wir Verdnderungen dieser
Sekretion erwarten wirden, kein Vergleich zu Lungengesunden moglich war. Die
gesteigerte IL-22 Produktion gegentber CF und Fibrose lasst auf gesteigerte
Reparaturmechanismen des Gewebes rlckschlieRen, die jedoch aufgrund des
Erkrankungsbildes nicht wirksam sein dirften. Dies wére ein Ansatzpunkt fur weitere

Untersuchungen zur Funktion von IL-22 im Emphysem in vivo.
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5.3.2 Die Produktion von IL-17A und IL-22 durch CD3+* CD4* und CD3* CD8* T-Zellen
im Vergleich

Um die Frage, welche Zellen der angeborenen Immunabwehr IL-17A und IL-22
produzieren, zu beantworten und Vergleiche zwischen den Entitdten ziehen zu kénnen,
erfolgte die durchflusszytometrische Analyse der klassischen CD3* CD4* und CD3*
CD8* T-Zellen hinsichtlich der Expression von IL-17A, IL-22 und einer Koproduktion

beider Interleukine.

5.3.2.1 Lungengesunde und einzelne CF-Proben weisen die héchsten Anteile IL-17A
positiver Lymphozyten in den Lymphknotenproben auf

Innerhalb der CD3* CD4* und der CD3* CD8* T-Zellen untersuchten wir den
Anteil von IL-17A* Zellen. Auch in dieser Analyse verglichen wir endstandige
Lungenerkrankungen (Endstage) mit Spendern. Hierzu ist anzumerken, dass die Proben
von Patienten mit Endstage Lungenerkrankungen insgesamt, wenn auch nicht
signifikant, weniger IL-17A* Zellen innerhalb der CD3* CD4* Lymphozyten in
Lymphknoten aufwiesen als lungengesunde Spender (Abb.11A). Im Vergleich der
einzelnen Entitdten zeigten alle drei Endstage-Entitaten ebenfalls insgesamt weniger IL-
17A* Zellen, wobei in CF eine breite Streuung mit einzelnen hochproduzierenden Proben
auffiel (Abb.12A). Die Probe mit dem hdchsten Anteil an IL-17A* Zellen innerhalb der
CD3* CD4+ Subpopulation zeigte sich in CF Lymphknoten, wobei hier auch Proben mit
deutlich geringerer IL-17A Produktion innerhalb der CD3+ CD4+ Subpopulation zu

finden waren verglichen mit den Spendern (Abb.12A).

Vergleichbare Ergebnisse fanden sich in der Subpopulation der CD3* CD8*
Lymphknotenzellen, wobei hier in Endstage sogar ein signifikant verminderter Anteil an
IL-17A* T-Zellen im Vergleich zu Spendern zu finden war (Abb.13A). Innerhalb der CD3*
CD8* T-Zellen zeigte sich mit Ausnahme von einem Ausreiller nach oben in CF
ansonsten ein homogenes Verteilungsmuster innerhalb der drei Endstage-Entitaten
(Abb.14A).

Diese Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass in Emphysem und
Fibrose die Produktion von IL-17A in Lymphknoten eher herunterreguliert ist,
wohingegen CF eine heterogene Verteilung mit teils hochregulierter IL-17A Produktion
und teils verminderter Produktion aufweist. Dies lasst eine Unterteilung in CF in ,High
Producer® und durch ,Low Producer zu, wie sie auch in IL-17A/IL-22 koproduzierenden

Lymphknotenzellen zu finden ist und in Kapitel 5.4.2.3 diskutiert wird.
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Im Gewebe erfolgte nur der Vergleich zwischen CF und Emphysem. In CF wiesen
drei von vier Proben eine deutlich erhéhte IL-17A Produktion innerhalb der CD3* CD4*
Zellen auf, nur eine Probe zeigte einen niedrigen Anteil (Abb.12D). Es lief3 sich ein Trend
zur vermehrten IL-17A Produktion in CF erkennen, der aufgrund geringer
StichprobengréRRe bisher keine Signifikanz erreichte. Innerhalb der CD3* CD8* Zellen
zeigte sich die IL-17A Produktion in CF im Vergleich zu Emphysem deutlich vermindert
(Abb.14D), wobei in vier von fiinf Proben der Emphysempatienten ein erhéhter Anteil IL-
17A positiver Zellen innerhalb der Subpopulation der CD3* CD8* T-Zellen nachweisbar
war. Fir aussagekraftigere anschliefende Untersuchungen ist eine groRere
Stichprobenmenge notwendig, aulerdem ware ein Vergleich zu den Spendern, die in
den Lymphknoten mehr IL-17A* in CF als in Emphysem aufwiesen, sehr aufschlussreich.
Insgesamt lasst sich aber trotz geringer StichprobengréfRe in CF ein Trend zu vermehrter
IL-17A Produktion innerhalb der CD3* CD4* T-Zellsubpopulation im Gewebe
nachvollziehen, wohingegen die CD3* CD8* Zellen im CF-Gewebe weniger an der IL-
17A Produktion beteiligt scheinen als in Emphysemgewebe. Ursachlich kommt die bei
CF starkere Kolonisation mit extrazelluldren Bakterien in Frage, die anstelle der
zytotoxischen CD8* Aktivitat vor allem eine CD3* CD4+ T-Helferzell-Aktivitat erfordert.

Bei Patienten mit schwerem Lungenemphysem zeigt sich eine Kolonisation der
Lunge mit vorwiegend gramnegativen Bakterien, Haemophilus influenzae,
Streptokokkus pneumoniae und Staphylokokkus aureus. In dieser Patientengruppe Iasst
sich nur sehr selten eine Besiedlung mit Pseudomonas aeruginosa beobachten. Eine
Assoziation der bakteriellen Besiedlung zu einer schlechteren Lungenfunktion konnte

bisher nicht nachgewiesen werden. (Trudzinski, et al., 2018)

Anders verhalt es sich bei CF-Patienten: Die Kolonisation erfolgt altersabhangig
zunachst mit Staph. aureus und Haemophilus Influenza, spater vor allem mit
Pseudomonas aeruginosa, Staph. aureus und MRSA. Zusatzlich spielen Aspergillus
species eine wichtige Rolle, sowie mit zunehmendem Alter auch Achromobacter
xylosoxidans, Stenotrophomas maltophilia and Burkholderia cepacia complex. Eine
Besiedlung durch diese Pathogene ist i.d.R. mit einer deutlichen Verschlechterung der
Lungenfunktion in Form einer Exazerbation oder einer chronischen Infektion assoziiert.
(Ratjen, et al., 2015)

Insbesondere die Verschlechterung der Lungenfunktion bei CF durch eine
Kolonisation mit oben aufgefiihrten Erregern lasst auf eine starke Entziindungsreaktion
schlielen. Diese Reaktion steht in Zusammenhang zur Ty17 Aktivierung (Dubin, et al.,

2007) Vermutlich werden die ,High Producer® eine floride Infektion mit einem Ty17
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assoziierten Pathogen aufweisen und daher im Vergleich zu Emphysempatienten eine
vermehrte IL-17A Produktion durch die CD3* CD4+ T-Helferzellen zeigen. Neben den in
dieser Arbeit identifizierten CD3* CD4* T-Helferzellen sind jedoch auch weitere Zellen
an der IL-17A Produktion beteiligt, die in dieser Arbeit nicht weiter aufgefihrt werden
(Hagner, et al., 2020), (Bayes, et al., 2016). Funktionell ist dabei zu erwahnen, dass die
IL-17A Produktion durch Zellen der adaptiven Immunitat in einem Mausmodell der CF-
Lungenerkrankung eine zentrale Rolle fiir die Zerstérung des Gewebes spielt (Hagner,
et al., 2020), so dass dieser Signalweg mdglicherweise bei Patienten, die eine deutlich

erhdhte Produktion aufweisen, einen therapeutischen Angriffspunkt darstellen kénnte.

5.3.2.2 Alle Entitaten haben vergleichbare Anteile an IL-22* T-Lymphozyten

Die IL-22 Produktion innerhalb der CD3+ CD4* (Abb.11B) und CD3+ CD8*
(Abb.13B) Lymphozytensubpopulationen aus den lungendrainierenden Lymphknoten
wies keine wesentlichen Unterschiede zwischen Endstage und Spendern auf. Innerhalb
der CD3* CD4* (Abb.12B) und CD3* CD8* (Abb.14B) Subpopulationen zeigten alle vier
Entitaten eine ahnliche IL-22 Produktion abgesehen von zwei Ausreilern i.S. von zwei
»High Producer“ in CD3* CD4* T-Zellen in CF und einem ,High Producer” in Emphysem
(Abb.12B). CD3* CD4* (Abb.12E) und CD3* CD8* (Abb.14E) Gewebslymphozyten
zeigten ebenfalls vergleichbare Anteile von IL-22 produzierenden Zellen in CF und
Emphysem, wobei ebenfalls jeweils eine Probe als ,High Producer in CF bezeichnet
werden kann. Auch in dieser Analyse war die Stichprobe des Gewebes zu gering fur
ausdrucksstarke Signifikanzen oder Trends und es fehlte aufgrund der mangelnden

Verflgbarkeit der Vergleich zu lungengesunden Spendern.

5.3.2.3 ,High Producer” in CF weisen deutlich vermehrt IL-17A/IL-22 koproduzierende
CD3* CD4* und CD3* CD8* T-Lymphozyten in Lymphknoten auf

Die Subpopulation der IL-17A/IL-22 koproduzierenden Zellen innerhalb der CD3*
CD4* (Abb.11C) und CD3* CD8* (Abb.13C) T-Zellen in Lymphknoten zeigte bei den
Endstageproben eine hohe Streuung im Vergleich zu den Spenderproben und keine
signifikanten Unterschiede auf, ebenso wie der Untervergleich nach Aufteilung nach
Entititen keine Signifikanz ergab. Es lieBen sich allerdings erneut zwei
Lymphknotenproben (Abb.12C) und eine Gewebeprobe (Abb.12F) von CF-Patienten
identifizieren, die deutlich erhéhte Anteile an IL-17A/IL-22* Zellen innerhalb der CD3*
CD4* Subpopulation aufwies. Innerhalb der CD3* CD8* T-Zellen zeigten sogar sechs CF-
Proben deutlich erhdhte Anteile an IL-17A/IL-22 koproduzierenden Zellen in
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Lymphknoten (Abb.14C). Im Gewebe konnten wir innerhalb CD3* CD8*
Lymphknotenzellen keine relevanten Unterschiede der Anteile an IL-17A/IL-22
koproduzierender Zellen zwischen CF und Emphysem sehen, insbesondere keine ,High
Producer® in CF (Abb.14F).

Zur weiteren Untersuchung der doppeltpositiven Zellen erfolgte ein
Gesamtvergleich von Proben von CF-Patienten zu Nicht-CF-Kontrollen (Kap.4.3.3). Hier
zeigte sich sowohl innerhalb der CD3* CD4* (Abb.15A) als auch CD3* CD8* (Abb.15B)
Subpopulation ein signifikant erhdhter Anteil doppeltpositiver Zellen. Die einzelne

“

Betrachtung der Proben liel® eine Unterteilung in ,High Producer® und ,Low Producer
zu, wobei hochsignifikante Unterschiede der ,High Producer” gegeniiber ,Low Producer “
und Nicht-CF-Kontrollen bestand (Abb.16). Innerhalb der CD3* CD4* T Zellen waren funf
von insgesamt zehn Lymphknoten-Proben (Abb.16A), innerhalb der CD3*CD8* T Zellen
sechs von elf Proben ,High Producer® (Abb.16B), d.h. in beiden Gruppen bildete die
Gruppe der ,High Producer” etwa die Halfte der Proben. Im Gewebe zeigte sich eine
solche Unterteilung in ,High“ und ,Low Producer® zwischen den beiden verfiigbaren

Gruppen CF und Emphysem jedoch nicht (Abb.12F, Abb.14F).

Eine mogliche Ursache kénnte in der unterschiedlichen Kolonisation der Lungen
liegen, wodurch in Anwesenheit einer Besiedelung mit extrazelluldren Pathogenen, wie
Pseudomonas aeruginosa, die IL-17A Produktion hochreguliert wird, wahrend andere
lokale Faktoren die IL-17A Reaktion durch CD3* CD4* T-Zellen eher hemmen koénnten.
Chan et al. untersuchten zuvor die IL-17A Produktion in humanen Lymphknoten und
Lungengewebe bei CF und Nicht-CF Patienten nach Stimulation mit Pseudomonas
aeruginosa, Aspergillus Spezies und Candida Spezies und konnte ebenfalls vermehrt
IL-17A/IL-22 koproduzierende T-Zellen in CF nachweisen (Chan, et al., 2013). Diese
Erkenntnis kénnen wir durch die Unterteilung in ,High® und ,Low Producer” und eine
Differenzierung zwischen CD3* CD4* und CD8* erganzen. Mogliche Ursachen liegen in
der unterschiedlichen bakteriellen Kolonisation, wie oben bereits beschrieben, und
moglicherweise einem individuellen IL-17A Phanotyp, wobei es denkbar erscheint, dass
die von Kushwah et al. beschriebene Pradisposition von Tnaive zur Differenzierung in Ty17
Zellen in CF von weiteren individuellen Faktoren abhangt (Kushwah, et al., 2013). Hier
bedarf es weitere Untersuchungen, die die Funktion der IL-17A Reaktion in CF in vivo
weiter aufklaren und diese mdglichen Faktoren genauer klassifizieren. AuRerdem ware
eine gezielte Korrelation zwischen klinischen Daten und Ergebnissen der
durchflusszytometrischen Analyse wiinschenswert, die aus Datenschutzgrinden jedoch

in dieser Arbeit nicht umfassend méglich war. Das Verstandnis dieser unterschiedlichen
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Tu17 Aktivitat wird langfristig dabei helfen kénnen, die Entziindungsprozesse der Lunge

bei CF zu verstehen.

5.3.3 IL-17A und/oder IL-22 sezernierende Gedachtniszellpopulationen im Vergleich

T-Lymphozyten kdénnen durch Aktivierung des adaptiven Immunsystems eine
langanhaltende Immunitat gegen spezifische Erreger in Form von Gedachtniszellen
ausbilden, die bei erneutem Antigenkontakt schnell und spezifisch agieren und eine
erneute Infektion mit einem vorbekannten Erreger verhindern kénnen. Nach Aktivierung
der Thaive in den lymphatischen Organen erfolgt die Ausbildung von T-Effektorzellen und
Gedachtnis-T-Zellen, die CD3* CD4* oder CD3* CD8* sein kdnnen und in weitere
Subtypen unterteilt werden. (Murphy, et al., 2018)

Diese Subtypen der Gedachtnis-T-Zellen, die durch die fehlende Expression des
Oberflachenmarkers CD45-Rezepfor-a (CD45RA) von Traive abgegrenzt werden, kénnen
anhand der Expression des flir Lymphknoten spezifischen CC-Chemokine-Rezeptors 7
(CCRY7) in weitere Subtypen differenziert werden. Tnaive (CD45RA* CCR7*) exprimieren
den CCR7 einheitlich als Zeichen flr ihre Lokalisation in lymphoiden Geweben.
Gedachtnis-T-Zellen kdnnen anhand dieses Markers in CD45RA- CCR7* zentrale
Geddchtnis-T-Zellen (Tcwm), die vorwiegend in Lymphknoten wirken, und CD45RA-CCR7-
Effektor-Gedachitnis-T-Zellen (Tem), die in multiple periphere Gewebe migrieren,

unterteilt werden. (Farber, et al., 2014)

Zum detaillierten Verstandnis der chronischen Entziindungsreaktion in CF
erschien eine Analyse dieser langanhaltenden Immunitat und ihres Zusammenhangs zur
Tw17-vermittelten Immunantwort naheliegend. Im peripheren Blut von gesunden
Individuen produzieren die meisten Gedachtnis-T-Zellen /nterferon y (IFNy), IL-2 und
Tumornekrosefaktor-alpha (TNFa) nach Stimulation, wohingegen nur ein geringer Anteil
der CD3* CD4* Gedéachtnis-T-Zellen IL-4, IL-10 oder IL-17A produziert (Farber, et al.,
2014). Diese IL-17A und IL-22 produzierenden Gedachtnis-T-Zellen sind fiir unsere
Analyse besonders interessant, da bei CF eine vermehrte Bildung von Tu17 aus Thaive
beobachtet werden konnte. Kushwah et al. wiesen dabei in ihren Versuchen eine
angeborene Pradisposition von Tnie in CF Patienten und CFTR’ Mausen zur
Differenzierung zu Ty17 Zellen nach (Kushwah, et al., 2013). Da die Ausbildung eines
zelluldren Immungedachtnisses den individuellen Krankheitsverlauf langfristig stark
beeinflussen kann, untersuchten wir diese IL-17A, IL-22 und koproduzierende CD4*

Zellen bzgl. ihrer Zugehérigkeit zu den verschiedenen Gedéachtniszelltypen.
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Durch die FACS Analyse konnte die Differenzierung der Subtypen anhand der
oben beschriebenen Oberflachenantigene erfolgen. Hierflir wurde zunachst ein Gating
auf CD3* CD4* T-Lymphozyten vorgenommen und diese anschlief3end in die jeweils
zytokinpositiven Populationen unterteilt. Innerhalb dieser IL-17A*, IL-22* oder IL-17+/IL-
22+ Zellpopulationen verglichen wir die Anteile an Tnaive, Tcm Und Tem zwischen den

Entitdten (Kap.4.4), zunachst in Lymphknoten und anschlieRend im Lungengewebe.

In Lungenlymphknoten (Kap.4.4.1) sahen wir innerhalb der IL-17A* (Abb.17) und
IL-17A/IL-22* (Abb.18) Subpopulationen der CD3+ CD4+ T Zellen eine &hnliche
Verteilung der Gedachtniszellen zwischen den einzelnen Krankheitsentitdten und den
Spendern. Auffallig war hier in der IL-17* Population ein erhéhter Anteil an Tnaive in
Fibrose (Abb.17A) und ein erhéhter Anteil an Tem in Emphysem (Abb.17C), die jedoch

kein Signifikanzniveau erreichten.

In der IL-22* Subpopulation sahen wir zwischen CF und Spendern signifikante
Unterschiede der Gedachtniszellverteilung (Abb.19). Hier lieRen sich weniger Thaive
(Abb.19A) und mehr Tcm (Abb.19C) innerhalb der IL-22 produzierenden Zellen in CF
finden. Mdglicherweise entsteht diese Verteilungsdifferenz durch die héhere Menge der
Antigenkontakte, da  CF-Patienten  durch die gestdérten  angeborenen
Abwehrmechanismen im Endstadium ihrer Lungenerkrankung nahezu ausnahmslos
chronisch mit Bakterien besiedelt sind und dadurch mehr Antigenkontakt haben. Somit
kommt es folglich zur vermehrten Ausbildung von Tcu, was eine relative Reduktion der
Thaive bedingt. Da sich dieses Phanomen jedoch nur in der IL-22 positiven Population
zeigt, scheinen hier wesentliche Unterschiede zu Tnave und Tewm von [L-17A
produzierenden T-Zellen zu liegen. In der aktuellen Literatur lassen sich aktuell keine
vergleichbaren Daten finden, sodass sich die Diskussion der Rolle der unterschiedlichen
Gedachtnis-T-Zellen in Zusammenhang mit IL-17A und IL-22 schwierig gestaltet. Die
Unterschiede zwischen IL-17A und IL-22 produzierenden Lymphozytenpopulationen und
der Verteilung der Gedachtniszellen, insbesondere der Ausbildung von Tcwm, erfordert
weitere Untersuchungen zur Funktion von IL-22 produzierenden T-Zellen und ihrer Rolle

im Entzindungsgeschehen.

Im Gewebe erfolgte der Vergleich aufgrund der geringen Probenzahl von
Lungengewebe bei Fibrose und mangelnder Gewebsproben von Spendern
ausschlieBlich zwischen CF- und Emphysempatienten (Kap.4.4.2). Es ergaben sich
innerhalb der IL-17A* und IL-22* Populationen nur marginale Unterschiede in der
Verteilung der Gedachtniszellen zwischen den beiden Entitaten. Lediglich innerhalb der

IL-17A/IL-22* Population, die in Lymphknoten keine Unterschiede zeigte, fanden sich in
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den CF-Gewebeproben mehr Trave und weniger Tcu als in den
Emphysemgewebsproben. Hier kdnnte die Ursache in dem unterschiedlich hohen Alter
bei Transplantation liegen, da Tnhave im Alter abnehmen (Farber, et al., 2014) und die
Emphysempatienten ein deutlich hdheres Lebensalter bei Transplantation aufwiesen
(Tab.17). Die lasst sich moglicherweise durch rein physiologische Prozesse erklaren.
Zum Zeitpunkt der Geburt finden sich aufgrund des mangelnden Antigenkontakts
ausschlieBlich Tnave im peripheren Blut. Durch Antigenkontakt in den ersten zwei
Lebensdekaden wird das immunologische Gedachtnis ausgebildet, sodass zum Ende
der zweiten Dekade Gedachtnis-T-Zellen bis zu 35% der T-Zellen im peripheren Blut
ausmachen mit einer daraufhin folgenden langen Phase der Homd&ostase. (Farber, et
al., 2014) Das mittlere Alter der Emphysempatienten bei Transplantation lag bei 57,3
Jahren, sodass im Vergleich zu den CF Patienten mit einem mittleren
Transplantationsalter von 26,6 Jahren der Anteil der Thaive geringer und der bereits

gebildeten Tcm erwartungsgemal erhoht sein misste.

Dies erklart jedoch nicht, weshalb diese unterschiedliche Verteilung nur in den
doppeltpositiven Populationen zu finden waren, wahrend die IL-17A* und IL-22*
Populationen sich nicht wesentlich unterschieden. Ein Trend zu héherer IL-17A/IL-22*
Koproduktion innerhalb der CD3* CD4* Zellen in CF Lymphknoten, wie wir sie bereits in
der Untersuchung der CD3* CD4* und CD8* T-Zellen in Form von ,High Producer®
beobachteten (Kap.5.3.2.3), kdnnte hier eine Rolle spielen. Es scheint, dass diese Zellen
insbesondere in Form von Thaive Und vermutlich auch den hier nicht weiter untersuchten

Effektor-T-Zellen vorkommen.

Im peripheren Blut von gesunden Individuen produzieren die meisten
Gedachtnis-T-Zellen /nferferon y (IFNy), IL-2 und 7umornekrosefaktor-alpha (TNFa)
nach Stimulation, wohingegen nur ein geringer Anteil der CD3* CD4* Gedachtnis-T-
Zellen IL-4, IL-10 oder IL-17A produziert. (Farber, et al., 2014) Tnaive zeigen bei CF jedoch
eine Pradisposition zur Differenzierung zu Tu17 Zellen, wie Kushwah et al. 2013 sowohl
in CF Patienten wie auch in CFTR” Mausen nachweisen konnten. Die Autoren
identifizierten einen intrinsischen Defekt in CF T-Zellen, welche unabhangig des jeweils
herrschenden Zytokinmilieus in CF-Lungengeweben die verstarkte Tu17 Antwort
bedingen kénnten. Nach Antikdrperstimulation der Trave, Welche die T-Zell-Rezeptor-
Aktivierung triggerte, zeigten CFTR” Mause einen Anteil von 25-30% Thaive, die eine
Differenzierung in Ty17 unterliefen, wahrend in CFTR** Mausen nur ein Anteil von 16%
diese Differenzierung durchliefen. (Kushwah, et al.,, 2013) Da unsere Arbeit

ausschliel3lich quantitative Messungen und Beschreibungen umfasst, bedarf es zur
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Funktionsanalyse dieser Zellen und ihrer Rolle in vivo weiteren Untersuchungen,
insbesondere zur Zytokinproduktion der Tnave und Tem in CF und anderen

Lungenerkrankungen.

Insgesamt lassen unsere Ergebnisse die Schlussfolgerung zu, dass sich die drei
endgradigen Lungenerkrankungen Emphysem, Fibrose und CF sowie die gesunden
Kontrollen beziglich der Ausbildung einer Ty17 assoziierten Gedéachtniszellimmunitat
nicht wesentlich unterscheiden. Inwiefern eine ggf. verminderte oder verstarkte zellulare

Immunitat den Krankheitsverlauf beeinflussen kann, bedarf weiterer Untersuchungen.

5.3.3.1 Verteilung der IL-17A und/oder IL-22 sezernierenden Gedachtnis-T-Zellen nach

Lokalisation im Lungengewebe und in Lymphknoten

Die Lokalisationen Lymphknoten und Lungengewebe unterscheiden sich
hinsichtlich ihrer Bedeutung fiir das Immunsystem und der T-Zell-Reifung. Wahrend die
Lymphknoten als lymphatisches Organ primar Ort der T-Zellentwicklung und -reifung
sind, ist das Lungengewebe ein Ort mit direktem Antigenkontakt und somit Ziel bei der
Migration der reifen T-Zellen aus den lymphatischen Organen. Nach Aktivierung der
Tnaive in den lymphatischen Organen erfolgt die Ausbildung von T-Effektorzellen und
Gedachtnis-T-Zellen, welche in verschiedene Zielgewebe, wie die Lunge, migrieren.
(Farber, et al., 2014) Tu17 Zellen dienen primar als Effektorzellen und sind somit v.a. in
Geweben mit direktem Antigenkontakt wie der Lunge zu erwarten, gleichzeitig kdnnen
wir sie jedoch auch in Lymphknoten nachweisen. Die Verteilung des zellularen
Gedachtnisses in Form der verschiedenen Gedéachtnis-T-Zellen innerhalb der
Krankheitsentitdten erschien uns daher flr das Verstandnis der Gedachtniszellimmunitat

und einer mdglichen Korrelation zum Krankheitsverlauf interessant.

Wir verglichen daher die Verteilung der einzelnen Tuy17 assoziierten
Gedachtniszellen in den Interleukin-positiven Populationen von CD3* CD4+ T-Zellen

zwischen Lungengewebe und Lymphknoten (Abb.23, Tab.21).

Im Lungengewebe dominieren in den beiden untersuchten Entitaten CF und
Emphysem wie erwartet die Tem als Zeichen der direkten Effektorfunktion des
Zielgewebes (Tab.21). Die Tnave stellen den geringsten Anteil der T-Zellen im
Lungengewebe dar. Auch dieses Ergebnis lasst sich mit der primaren Lokalisation der
Tnaive in lymphatischen Organen als Ort der T-Zellreifung einfach erklaren. Eine
Auffalligkeit stellte sich in der Gedachtniszellverteilung in der doppeltpositiven
Population bei CF dar. Tem bildeten hier ebenfalls den gréten Anteil, dann folgten jedoch

die Tnave Und nur ein geringerer Teil an Tcm. Mdglicherweise spiegelt dies die von
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Kushwah et al. beschriebene Pradisposition von Thaive zur Differenzierung in Ty17 Zellen
wider (Kushwah, et al., 2013), die zu einem erhdhten Anteil an Tnave im peripheren
Gewebe fuhren kdnnte. Da die Daten diesbezlglich aber keine weiteren Anhaltspunkte

liefern, ist diese Theorie rein spekulativ.

Tabelle 21: Verteilung der Gedéchtnis-T-Zellen innerhalb der zytokinpositiven
Lymphozytenpopulationen — Vergleich Lungengewebe und Lymphknoten, (+) geringer

Anteil, ++ mittlerer Anteil, +++ hochster Anteil

Zytokinproduktion Lungengewebe Lymphknoten

Thaive Tewm Tem Thaive Tem Tem
CF
IL-17+ (+) ++ +++ (+) +++ ++
IL-17+/IL-22* ++ (+) +++ (+) . ++
IL-22+ (+) ++ +++ ++ +++ (+)
Emphysem
IL-17+ (+) ++ +++ (+) ++ i+
IL-17+/1L-22* (+) ++ +++ (+) +4+ ++
IL-22* (+) ++ +++ +++ ++ +
Fibrose
IL-17+ (+) +++ ++
IL-17+/1L-22* (+) ot ++
IL-22* 4+ ++ +
Spender
IL-17+ (+) +++ ++
IL-17+/1L-22* (+) ++ 4+
IL-22% +++ ++ +

In den Lymphknoten ergab sich innerhalb der vier Populationen in allen Entitaten
ein Uberwiegend ahnliches Verteilungsmuster mit Tecu>Tem>Thaive (Tab.21). Auch diese
Verteilung lasst sich durch die primare Lokalisation der Tcuals zentrale Gedachtniszellen
im lymphatischen Gewebe, also den Lymphknoten, erklaren, wohingegen die Tewm ihre
Effektorfunktion vorwiegend nach Migration ins Zielgewebe erfiullen. (Farber, et al.,
2014) Auffallig ist die Verteilung in den IL-22* Zellen in Lymphknoten. Hier zeigten sich
in Emphysem, Fibrose und Spender Trave>Tcm>Tem (Tab.21). Der erstaunlich hohe Anteil
an IL-22* Tnhaive kbnnte durch eine fehlende Aktivierung dieser Zellen bedingt sein, da der
Antigenkontakt mit Tu17 assoziierten Pathogenen stets die Aktivierung von IL-17A
bedingt. Die Funktion dieser Zellen, die IL-22, jedoch kein IL-17A produzieren, kénnte in
der antiinflammatorischen und protektiven Funktion des IL-22 liegen. Bisher sind solche

Zellen jedoch nicht weiter beschrieben. Unseren Ergebnissen zufolge liegen diese Zellen
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vorwiegend als Thaive VoOr. Bei CF sind innerhalb der IL-22* Population erstaunlicherweise
nicht die Thave die groRte Gruppe, sondern die Tcu. Moglicherweise zeigt dies eine in CF
vorhandene Funktion dieser IL-22* Zellen im Rahmen der Ausbildung des

Zellgedachtnisses, welche weiter untersucht werden sollte.

Insgesamt hatten die Endstage-Entitdten sowie die Spender in der Verteilung der
Gedachtniszellen innerhalb der Interleukin-positiven Populationen &hnliche Muster ohne
wesentliche Unterschiede. Dies unterstreicht die pathophysiologischen Ahnlichkeiten
der drei Entitdten CF, Emphysem und Fibrose und verwirft damit die Hypothese, eine
unterschiedliche Auspragung und Verteilung des zellularen Gedachtnisses kénne eine

Ursache flr die variablen Verlaufe der Endstage-Lungenerkrankungen darstellen.
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5.3.4 Effektormechanismen der Immunabwehr zeigen eindeutige Unterschiede
zwischen CF und anderen Entitdten

Zur gezielten Abwehr von Krankheitserregern benétigen aktivierte Immunzellen
erregerspezifische Effektormechanismen, also eine Kombination verschiedener
zelluldrer und humoraler Mechanismen, die zusammenwirken und so eine erfolgreiche
Elimination der Erreger bewirken kénnen (Murphy, et al., 2018). Zur Untersuchung dieser
Effektormechanismen und dem Vergleich zwischen den Entitaten untersuchten wir die
Sekretion verschiedener, am Tu17 Signalweg beteiligter Zytokine. In der Bioplexanalyse,
die wir durchfiihrten, um diese Effektormechanismen zu charakterisieren, zeigte sich
eine gesteigerte Expression verschiedener proinflammatorischer (IL-1B8), Tw17
induzierender (IL-6, 1L-23) und Inflammation begrenzender (IL-10) Zytokine (Kap.4.5,
Abb.27,28).

5.3.4.1Der Tu17 Signalweg, reprasentiert durch Ty17 assoziierte Zytokine, ist in CF
hochreguliert.

Wir konnten in unserer Multiplexanalyse aus den Uberstdnden der
Lungenlymphknotenzellen neben IL-17A und IL-22 auch weitere signifikant erhéhte
Zytokine in den CF-Proben nachweisen, die maf3geblich am Ty17 Signalweg beteiligt
und damit auch von groRer funktioneller Bedeutung fir die chronisch pulmonale
Inflammation bei CF sind. Hierzu zahlten IL-1R, IL-6, IL-10 und IL-23, welche in unseren
Analysen hochsignifikante Unterschiede zwischen CF und den anderen Entitaten

zeigten. Im Folgenden sollen diese Zytokine im Detail diskutiert werden.

5.3.4.2UberméaRige, dabei ineffiziente IL-1B-Produktion in CF als mégliches

therapeutisches Ziel

IL-1B ist ein Interleukin, das primar mit akuter und chronischer Inflammation
assoziiert ist und eine wichtige Rolle in zahlreichen autoinflammatorischen
Erkrankungen spielt. Der IL-1 Rezeptor besitzt eine TOLL-IL-1-Rezeptor Domane und
ist daher in der Lage, vergleichbar mit den Toll-Like Rezeptoren des innaten
Immunsystems, auf mikrobielle Produkte und Viren zu reagieren. (Dinarello, 2011) In
unserer Analyse zeigte sich IL-18 in CF im Vergleich zu jeder anderen Entitat deutlich
erhoht (Abb.27A,B).

Reiniger et al. zeigten 2007, dass eine rasche Sekretion von IL-1B durch
Bronchialepithelzellen als Reaktion auf die Infektion mit Pseudomonas aeruginosa in
CFTR-defizitaren oder AF508-CFTR Mausen im Vergleich zu CFTR-Wildtyp Mausen
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ausblieb (Reiniger, et al., 2007). Hieraus kénnte eine ineffektive Immunantwort auf
Pseudomonas aeruginosa resultieren, die zur chronischen Pseudomonas-Besiedlung
der Lunge beitragen kénnte, die mit einer Abnahme der Lungenfunktion assoziiert wurde
und somit mafigebend fir die Prognose bei CF ist (Levy, et al., 2009). Im Mausmodell
mit Pseudomonaspneumonie zeigten IL-1R-/- Mausen mit intaktem CFTR hingegen eine
verbesserte Clearance von Pseudomonas aus der Lunge im Vergleich zu
Wildtypmausen (Schultz, et al., 2002), was darauf hinweist, dass die pro-
inflammatorischen Effekte des IL-1-Signalwegs in diesem Zusammenhang die

Pseudomonas-Clearance negativ beeinflussen kénnen.

Unsere Ergebnisse kénnen die Hypothese eines fehlgeleiteten, lGbermaRigen,
maoglicherweise aber ineffektiven IL-1B Signalwegs stiitzen. Unsere Ergebnisse lassen
sich dahingehend interpretieren, dass bei CF-Patienten die proinflammatorische
Wirkung des IL-1 das chronische Entziindungsgeschehen in der Lunge aufrechterhalt,
gleichzeitig aber die Elimination von Pseudomonas durch eine friihe Sekretion von IL-
1B nach Kolonisation durch den Defektim CFTR-Gen verhindert wird. IL-1( dient bereits
als therapeutischer Angriffspunkt fir eine antiinflammatorische Therapie zahlreicher
autoimmuner Erkrankungen. Eine Antagonisierung von IL-18 kann bei diesen
autoinflammatorischen Erkrankungen eine effektive Minderung der
Erkrankungsschwere erwirken. (Levy, et al., 2009) Nach unseren Ergebnissen scheint
eine solche IL-1B8 Antagonisierung aufgrund der quantitativ deutlich vermehrten
Sekretion auch bei CF eine mogliche Therapieoption zur Regulierung der chronischen

Inflammation zu sein.

Einen wesentlichen Trigger der chronischen Entziindungsreaktion der Lunge bei
CF stellt die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten dar. Diese kann einerseits als
direkte Zytokinantwort auf eine IL-17A Ausschittung, aber auch IL-1 Rezeptor vermittelt
erfolgen. Fritzsching et al. zeigten 2015 im Mausmodell eine Assoziation von hypoxisch
bedingtem Zellsterben, wie es bei CF durch die Obstruktion der Atemwege als Folge der
verminderten Mukoziliaren Clearance beobachtet wird, und einer IL-1 Rezeptor
vermittelten Neutrophilienrekrutierung. Hier wurde insbesondere eine fehlende
Neutrophilenrekrutierung bei IL-1R Mausen sowie ein protektiver Effekt einer IL-1R
antagonisierenden Therapie mit Anakinra auf neutrophile Inflammation und
Emphysembildung beobachtet. In der gleichen Studie wurde Lungengewebe von CF-
und COPD-Patienten sowie gesunden Kontrollen auf eine epitheliale Nekrose hin

untersucht. Der Anteil an nekrotischem Atemwegsepithel bei CF Patienten war hierbei
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deutlich erhéht und korrellierte mit der Mukusobstruktion in CF und COPD. (Fritzsching,
et al., 2015)

lannitti et al. zeigten bereits positive Effekte einer Therapie mit Anakinra bei
CFTR Mausen nach Infektion mit P. aeruginosa oder Aspergillus. In beiden
Versuchsgruppen konnte eine Verbesserung des Uberlebens sowie eine Verminderung
der bakteriellen Besiedlung, der Neutrophilenrekrutierung und der Lungenschadigung im

Vergleich zu nicht behandelten Mausen nachgewiesen werden (lannitti, et al., 2016).

Klinische Studien, um den Einsatz von IL-13 Antagonisten bei CF besser
evaluieren zu kénnen, waren daher ein mdglicher Ansatz, um die UberschieRende

Entziindungsreaktion bei der CF-Lungenerkrankung zu regulieren.

5.3.4.3Vermehrte IL-6 und IL-23 Sekretion als Induktoren fiir eine Tu17 assoziierte
Inflammation

Die Festlegung von CD3* CD4* T-Zellen auf bestimmte Effektorzelllinien erfolgt
in lymphatischen Geweben und unterliegt einer stadndigen Regulierung in
Infektionsherden. Die Festlegung auf die Tu17 Zelllinie erfolgt durch Signale von IL-6
und T7ransforming Growth Factor 3 (TGF-[3) und benétigt die Stimulation durch IL-23,
wodurch die Aktivitdt und Proliferation der Ty17 stimuliert wird. Viele IL-17A abhangige
in vivo Reaktionen werden daher in Abwesenheit von IL-23 ausgesetzt. (Murphy, et al.,
2018) In der friihen Pragung der Tnaive flhrt die Stimulation mit IL-6 zu einer Aktivierung
von Tu17 zelllinienspezifischen Genen und somit zur Ausbildung von Twu17. Im
Mausmodell zeigten IL-6-/- Mause sogar die Unfahigkeit zur Ausbildung von einigen
Tw17-assoziierten autoimmunen Erkrankungen, sodass IL-6 als Therapie Target

bestimmter entziindlicher Erkrankungen dient. (Gaffen, et al., 2014)

IL-23 tragt eine grolle Bedeutung in der Pathogenese autoimmunologischer
Prozesse, insbesondere reagieren auf IL-23 zahlreiche innate Immunzellen, wie y& T-
Zellen, natirliche Killerzellen oder ILCs. Eine Stimulation von Ty17 mit IL-1B und IL-23
induziert eine lokale Gewebsentziindung durch Ausschittung von IL-17A, I1L-22, IL-10,
IFNy und GM-CSF. Wahrend eine Stimulation der Ty17 mit dem eher protektiv wirkenden
IL-6 die mukosale Abwehr sowie die Integritat der Schleimhautbarriere férdert und eine
immunpathogenetische Antwort begrenzt, fihrt die Stimulation mit IL-23 zu der
Entwicklung einer chronischen Inflammation im Gewebe, der Formation von

Granulomen und der Ausbildung von Autoimmunitat. (Gaffen, et al., 2014)

In unserer Analyse sahen wir eine Erhéhung von IL-6 in CF im Vergleich zu den

Kontrollen, zwischen den einzelnen Entitdten zeigte sich kein signifikanter Unterschied
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(Abb.27C,D). IL-23 war in CF erhdht gegenliber den Kontrollen, Fibrose und Spendern
(Abb.28A,B). Dies lasst darauf schlieRen, dass CF eine Tu17 assoziierte Erkrankung
darstellt und die Dysregulation der Th17 zelllinienspezifischen Zytokine einen Beitrag zur
chronischen Inflammation darstellt. Auch der Ty17 Signalweg kénnte demnach ein
sinnvolles therapeutisches Ziel darstellen. Hier bedarf es allerdings zunachst weiterer

Forschung zur Funktion und klinischen Relevanz dieser Dysbalance.

5.3.4.4Vermehrte oder ineffiziente IL-10-Produktion zur Unterbindung der
Entziindungsreaktion in CF

IL-10 ist essentiell fiir die Aufrechterhaltung der Integritat und Homéostase von
epithelialem Gewebe, indem es die angeborene Immunantwort zur Begrenzung von
Gewebsschaden durch virale oder bakterielle Infektion hemmt und gleichzeitig die
Reparatur des Gewebes nach Inflammation erleichtert. IL-10 kann eine UbermaRige
Entziindungsreaktion unterbinden und stellt somit ein protektives, antiinflammatorisches
Zytokin dar. (Ouyang, et al., 2011) Das durch regulatorische T-Zellen gebildete IL-10
unterdruckt die Th17 Reaktionen und die Produktion proinflammatorischer Zytokine wie

IL-23 in einer spaten Phase der Immunantwort (Murphy, et al., 2018).

Bergin et. al. konnten 2013 in bronchoalveloarer Lavage (BAL) von CF-Patienten
und Non-CF-Bronchiektase-Patienten erhohte IL-10-Level im Vergleich mit gesunden
Kontrollen nachweisen (Bergin, et al., 2013). Armstrong et. al. untersuchten ebenfalls in
BAL Proben von Kindern mit CF die Annahme, dass eine verminderte IL-10 Expression
fur die chronische Entzindungsreaktion in CF verantwortlich ist. Hierzu wurden BAL-
Proben von jungen CF Patienten mit und ohne chronische Infektion der Lunge
verglichen. Die IL-10 Level waren in beiden Gruppen im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe entgegen der Hypothese jedoch signifikant erhdéht, was die Autoren als
Zeichen fur eine abnormale Immunantwort der Lunge gedeutet haben. Die erhdhten IL-
10 Level resultieren dabei womdglich nicht durch den Primardefekt des CFTR Kanals,

sondern durch eine Dysregulation der Immunantwort. (Armstrong, et al., 2005)

In unserer Analyse zeigte sich eine erhdhte IL-10 Sekretion durch
lungendrainierende Lymphknoten in CF insbesondere im Vergleich zu den Spendern
(Abb.27E,F). Dies bestatigt die BAL-Ergebnisse von Bergin und Armstrong und zeigt
mdglicherweise einen Versuch der Immunantwort, die (UbermaRig gesteigerte
Inflammation zu begrenzen. Die erhdhte Konzentration kénnte auch ein Hinweis auf eine

ineffiziente IL-10 Wirkung darstellen, die durch eine Dysregulation der Immunantwort
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entsteht. Hier bedarf es ebenfalls weiterer Untersuchungen, insbesondere zur Funktion

dieses Zytokins in CF.

5.3.5 Chronisches Remodelling mit erhéhter MMP-7, MMP-8 und TIMP-4

Konzentration als Hinweis fiir eine Dysbalance in CF-Lymphknoten

Eine der Hauptursachen fir die erhéhte Morbiditat und Mortalitat stellt das
progressive Airway Remodelling, also die strukturelle Umbildung der Atemwege, in CF
dar. Durch eine vermehrte freie proteolytische Aktivitdt durch sezernierte Serin-
Proteasen (z.B. Elastase) und Matrix-Metalloprofeinasen (MMPs) durch Neutrophile und
Makrophagen wird das Lungengewebe dauerhaft geschafigt. MMPs Gbernehmen dabei
eine wichtige Rolle bei zahlreichen Prozessen der Homéostase unter physiologischen
Bedingungen sowie unter Inflammation eine Zunahme der proteolytischen Aktivitdt und
eines Remodelling. Gegenspieler zu diesem Prozess bilden spezifische Inhibitoren der
MMPs, wie die Tissue Inhibifors of WMelalloproteinases (TIMPs), die eine
antiproteolytische und somit protektive Wirkung auf das Gewebe ausiben. Mit héherem
Lebensalter und im fortgeschrittenen CF-Krankheitsverlauf steigt die proteolytische
Aktivitat der MMPs, die antiproteolytische Kapazitat der Atemwege wird Uberschritten
und es kommt zur chronisch progressiven Destruktion des Lungenparenchyms.
(Gaggar, et al., 2011)

Eine Erhdhung verschiedener MMPs konnte bereits im Atemwegsepithel,
Sputum und Serum bei CF nachgewiesen werden, u.a. die MMP-7 in
Atemwegsepithelien (Dunsmore, et al., 1998) sowie die MMP-8 im Sputum und Serum
(Ratjen, et al., 2002) von CF-Patienten. Vergleichbar mit anderen chronischen
pulmonalen Erkrankungen wird auch bei CF eine Dysbalance zwischen proteolytischer
MMP-Aktivitat und protektiver TIMP-Aktivitat erwartet, genauere Untersuchungen stehen
hier bisher noch aus (Gaggar, et al., 2011).

In der Gesamtheit der gemessenen MMPs und TIMPs in den Uberstanden von
lungendrainierenden Lymphknotenzellen lie3 sich eine quantitative Erhdéhung der
Konzentration von MMP-7, MMP-8 und TIMP-4 in CF im Vergleich zu Kontrollen (MMP-
8, TIMP-4) und Spendern (MMP-7) nachweisen (Abb.31). Alle weiteren Analyten (MMP-
2, MMP-9, MMP-10, MMP-12, TIMP-1, TIMP-2, Abb.32) waren im Vergleich der

Entitaten unauffallig und werden daher in dieser Diskussion nicht ndher berlcksichtigt.

MMP-7 stellt die kleinste Matrix-Metalloproteinase dar, besitzt aber eine breite
Substratspezifitdt und kann dadurch die Spaltung zahlreicher Matrixbestandteile

katalysieren (Gaggar, et al., 2011). Die Erhéhung von MMP-7 in den CF-Proben im
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Vergleich zu Spenderproben zeigt, dass die chronische Inflammation und
Neutrophilenrekrutierung bei CF in der Lunge auch in den Lungenlymphknoten zu einer
erhohten proteolytischen Aktivitdt durch MMP-7 fihrt (Abb.31B). Dunsmore et al. haben
bereits in ihren Untersuchungen gezeigt, dass die MMP-7 Expression im
Atemwegsepithel bei CF erhoht ist, eine Sekretion sowohl apikal als auch basal erfolgt
und diese eine essentielle Rolle im Remodelling spielt (Dunsmore, et al., 1998). Diese

Erhdéhung konnten wir nun auch in Lymphknotenzellen nachweisen.

Die MMP-8 wird als Kollagenase insbesondere von Neutrophilen sezerniert und
dient der Spaltung von Typ I-lll Kollagen (Gaggar, et al., 2011). In unserer Analyse sahen
wir MMP-8 bei CF im Vergleich zu den Kontrollen erhéht, insbesondere einige CF
Proben konnten wir als ,High Producer® identifizieren (Abb.31C). Ratjen et al. wiesen
zuvor eine erhdhte Expression und Aktivitdt von MMP-8 im Atemwegssekret sowie im
Serum von CF Patienten nach, wobei die Serumkonzentration mit der individuellen
Lungenfunktion des Patienten negativ korrelierte (Ratjen, et al., 2002). Dies lasst die
Hypothese zu, dass die ,High Producer in CF in unserer Analyse ebenfalls eine
schlechtere Lungenfunktion aufweisen als der Rest der Kohorte. Dies kdnnte bspw.
durch eine floride Infektion zu erkldren sein, lasst sich aus Datenschutzrechtlichen

Grinden aber leider nicht nachvollziehen.

Der TIMP-4 stellt einen spezifischen MMP-Inhibitor mit 1:1 Bindung dar. Es wurde
zuvor eine Imbalance zwischen MMPs und TIMPs in einer Vielzahl pulmonaler
Erkrankungen wie COPD oder Asthma beschrieben. (Gaggar, et al., 2011) In unserer
Analyse zeigte sich TIMP-4 bei CF erhdht gegeniiber den Kontrollen, insbesondere zu
Fibrose (Abb.31E,F). Die Fibrosegruppe wies dabei insgesamt eine vermehrte MMP-7
und eine verminderte TIMP-4-Konzentration in den Lungenlymphknoten im Vergleich zu
allen anderen Entitaten auf (Abb.31B,F). Dies kénnte ein Hinweis auf eine ausgepragte
MMP/TIMP-Dysbalance als Zeichen fiir pulmonales Remodelling im Rahmen der
pulmonalen Fibrose sein und war somit durchaus zu erwarten. Im Gegensatz dazu ist
die TIMP-4 Konzentration in CF nicht vermindert, sondern sogar erhéht (Abb.31F). Dies
kénnte auf eine mdgliche Kompensation der MMP-Uberexpression und somit vermehrter
TIMP Sekretion hindeuten. Es kdnnte auch auf das geringere Patientenalter in der CF-
Kohorte zurtckzufuhren sein (Tab.17), da mit zunehmendem Lebensalter die
proteolytische Aktivitat durch die MMPs zunimmt und die antiproteolytische Kapazitat
durch z.B. TIMPs der Atemwege nachlasst (Gaggar, et al., 2011). Eine weitere Erklarung

fur die erhdhte TIMP-4 Konzentration kénnte eine Losung des TIMP-4 aus einer TIMP-
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MMP-Komplexbildung sein, wodurch die freie Konzentration des TIMP-4 erhoht ist, die

inhibitorische Funktion jedoch wie zu erwarten vermindert wéare.

Unsere Analyse kann aktuelle Forschungsergebnisse beziiglich der vermehrten
Konzentration von MMPs bei CF Patienten bestatigen und diese durch die Erkenntnis
der Expression in lungendrainierenden Lymphknotenzellen in vivo erganzen, was
insbesondere durch den hohen Aufwand der Materialgewinnung eine Besonderheit
darstellt. Eine Aussage bezuglich der Funktion und Aktivitat ist durch unsere rein
quantitative Messung jedoch nicht méglich. Eine erganzende Untersuchung der MMP
und TIMP Konzentration aus den Lungengewebszellen ware zur weiteren Deskription
winschenswert. Aullerdem stehen genauere Untersuchungen bezliglich der Funktion
und der Rolle der MMPs im chronischen Entziindungsprozess in vivo in CF-Patienten

aus, um diese als mogliche Therapie Targets besser evaluieren zu kénnen.
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5.4 Gesamtausblick

Diese Arbeit tragt dazu bei, Tn17-assozierte Entziindungsprozesse der Lunge bei
CF genauer zu charakterisieren. Langfristig konnen unsere Erkenntnisse helfen, neue
Therapieansatzpunkte zu finden. Das detaillierte Verstandnis des Tu17 und des IL-17A
Signalwegs ist dabei notwendig, um eine mdgliche direkte oder indirekte Anti-IL-17A
Therapie zur Pravention inflammationsbedingter Lungenschadigung zu evaluieren.
Erganzend hierzu bedarf es sowohl der genaueren ldentifikation von IL-17A und IL-22
produzierenden unkonventionellen Lymphozytenpopulationen wie ILCs als auch ein
umfassenderes Verstandnis des komplexen Zytokinnetzwerkes der Lunge, wie sie durch
unsere Arbeitsgruppe derzeit erfolgen. AulRerdem sind weitere Untersuchungen zur
Rolle der IL-17A/IL-22* Gedachtnis-T-Zellen ausstehend. Weiterhin bedarf es
Untersuchungen zu funktionellen Effekten der hier beschriebenen Zellen, um gezielte
Aussagen ftreffen zu kénnen. Die hier vorliegende Arbeit beschrankt sich auf die
Untersuchung des Tu17 Signalwegs im Endstadium von CF, weshalb keine Aussagen
zur Rolle von IL-17A im Frihstadium der Erkrankung méglich sind. Sollte der Tu17
Signalweg als therapeutisches Ziel in Betracht gezogen werden, bleibt die Frage,

inwiefern diese Mechanismen schon im friihen Krankheitsverlauf von Bedeutung sind.
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6 Zusammenfassung

Aktuelle Publikationen zeigen, dass die Interleukine 17A und 22 eine wichtige
Rolle in der Pathogenese der zystischen Fibrose (CF) spielen. Diesen Untersuchungen
zufolge reguliert IL-17A die Expression pro-inflammatorischer Mediatoren und hebt
moglicherweise die sonst protektive Funktion des IL-22 auf. Ziel dieser Arbeit war die
genaue ldentifizierung und Charakterisierung der IL-17A und IL-22 produzierenden T-

Lymphozytenpopulationen bei CF-Patienten.

Als Material verwendeten wir hildare Lymphknoten sowie Lungengewebe aus
Lungenexplantaten von CF-, Emphysem- und Fibrose-Patienten, sowie paratracheale
Lymphknoten von Organspendern. Die isolierten Zellen wurden einer
durchflusszytometrischen Analyse der IL-17A und IL-22 produzierenden Populationen
unterzogen. Wir differenzierten dabei konventionelle CD3* CD4* und CD8* T-Zellen
sowie Effektor-Gedachtnis-T-Zellen (Tem), zentrale Gedachtnis-T-Zellen (Tcm) und naive
T-Zellen (Thaive). Ergénzend wurden die Zellen unspezifisch stimuliert zum Nachweis von

Zytokin- und MMP-Expression mittels Bioplexanalyse.

Unsere Analyse zeigte eine gesteigerte Sekretion von IL-17A, IL-17F und IL-22
durch Lymphknotenzellen von CF-Patienten. Signifikante Unterschiede in der
Zusammensetzung der Gedachtnis-T-Zellen ergaben sich flir die Subpopulation der IL-
17A/IL-22* Thave im CF-Lungengewebe. Die Bioplexanalyse zeigte aulRerdem die
gesteigerte Expression verschiedener proinflammatorischer (IL-1B, 1L-31), Tw17
induzierender (IL-6, IL-23) und Inflammation begrenzender (IL-10, IL-25) Zytokine sowie
die vermehrte Sekretion von MMP-7 und 8 und TIMP-4 in den Proben der CF-Patienten.

Unsere Ergebnisse identifizierten verschiedene konventionelle Lymphozyten-
populationen als Produzenten von IL-17A und IL-22 bei CF. Darlber hinaus konnten wir
bereits publizierte Daten zum vermehrten Auftreten von Ty17 Lymphozyten bei CF
bestatigen. Unsere Erkenntnisse werden helfen, das lokale Zytokinnetzwerk bei CF
genauer aufzuklaren und die Interaktion von IL-17A und IL-22 bei Entziindung und

Regenerationsprozessen in der Lunge detaillierter zu verstehen.
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7.2 Glossar

7.21 Anglizismen

Begriff Bedeutung
Airway Remodelling strukturelle Umbildung der Atemwege
Airway Surface Liquid Atemwege auskleidende Flissigkeit

Assay

Cluster of Differentation

Conductance Transmembrane Regulator
Control

Dead

Dot Plot

Endstage

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
Forward scatter

Gate

Gafting

High Producer

Horseradish Peroxidase

Kit

Lot

Low-Producer

Major Histocompatibility Complex (MHC)
mukozilidre Clearance

Revolutions per Minute (rom)

Side Scatter

Target

Tissue Inhibifor of Metalloproteinases
Toll-Like

Transforming Growth Factor

width

Untersuchung

Gruppen immunphéanotypischer
Oberflachenmerkmale von Zellen
Transmembrandser lonenleitregulator
Kontrolle

Tod

Punktauftragung

Lungenerkrankungen im Endstadium
enzymgekoppelter Immunadsorptionstest
Vorwartstreulicht

Tor

Festlegung bestimmter Zellgates

Probe mit erhéhter Produktion
Meerrettich Peroxidase

Baukasten

Charge

Probe mit verminderter Produktion
Haupthistokompatibilitdtskomplex
Sauberung der Atemwege

Umdrehungen pro Minute
Seitwartsstreulicht

Angriffspunkt
Matrix-Metalloproteinasen-Gewebsinhibitor
Toll-ahnlich

transformierendes Wachstumshormon 3
Weite
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7.2.2 Einheiten

Basiseinheiten
Name Zeichen
Celsius C
Gramm g
Liter I
Meter m
Minute min
Mol M
Sekunde ]
Stunde h
Metrische Préfixe
Vorsatz Zeichen Faktor
Piko p 10-12
Nano n 10°
Mikro ¥ 106
Milli m 103
Zenti c 102
Dezi d 101
Kilo k 103
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