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1 Einleitung

1.1 Chronisch Obstruktive Lungenerkrankung (COPD)

Definition

Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (chronic obstructive pulmonary
disease - COPD) hat kein eigenstandiges Erkrankungsbild, sie beschreibt eine
Gruppe von Erkrankungen, zu denen die chronische Bronchitis mit Obstruktion
der Lunge und das Lungenemphysem gehdren. Laut Global Inititative for
Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD) ist COPD eine allgemein
vermeidbare und behandelbare Krankheit; charakterisiert durch persistierende
Atemwegsverengungen, die fir gewdhnlich progressiv verlaufen und mit einer
abnormen chronischen Inflammation der Atemwege infolge Exposition
schadlichen Partikeln und Gasen assoziiert ist. Exazerbationen und
Komorbiditaten tragen zum individuellen Gesamtschweregrad der COPD jedes
Patienten bei (Vestbo et al. 2013). Basierend auf dem jeweils neuesten
wissenschaftlichen Erkenntnisstand zur Erkrankung wurde die Definition der
COPD ofter aktualisiert. Dabei wurde die Annahme, dass die Limitation des
Atemflusses in der COPD irreversibel ist, revidiert, da COPD-Patienten durch
die Therapie mit Bronchodilatoren eine signifikante Reversibilitdt zeigten. Der
Atemfluss normalisiert sich aber niemals auf das urspringlich normale Maf3 und
somit wurde die Atemwegsverengung als persistierend definiert. Auf3erdem
zeigen neue Beobachtungen, dass die chronische Inflammation der Atemwege
und des Lungenparenchyms keine spezifischen abnormalen Charakteristika
aufweist. Stattdessen scheint in COPD-Patienten die Inflammation nicht
abzuklingen, sondern zu persistieren (Vestbo 2014). Die Inflammation befindet
sich pradominant in den kleinen Atemwegen (Small Airway Disease) und im
Lungenparenchym, obwohl auch &ahnliche entziindliche Veranderungen in den
zentralen Atemwegen (Chronic Bronchitis) gefunden werden (Barnes 2000).

Ein Emphysem ist charakterisiert durch irreversible Schaden des Parenchyms
und im Besonderen durch die Destruktion der Elastin-Fasern und Komponenten
der extrazellularen Matrix durch unkontrollierte Proteolyse. Dieser Prozess
entsteht durch ein Ungleichgewicht von verschiedenen Proteinasen,
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neutrophiler Elastase und Matrixmetalloproteinasen (MMP’s) und deren
endogenen Inhibitoren, alpha-1 Antitrypsin und tissue inhibitors of
metalloproteinase (TIMPs) (Owen 2008). Die neutrophile Elastase ist auf3erdem
via Stimulation der Goblet-Zellen in den grofien Atemwegen an einer massiven
Schleimproduktion (Mucus Hypersecretion) beteiligt, welche zusammen mit der
persistierenden Inflammation die Hauptkriterien der chronischen Bronchitis
darstellen (Nadel und Burgel 2001). Die Small airways disease ist definiert
durch unkontrollierte Inflammation kombiniert mit einer Fibrose der
Atemwegswande. Aullerdem ist die Erkrankung assoziiert mit infiltrierenden
inflammatorischen Zellen und deren Mediatoren (Lams et al. 1998; Hogg et al.
2004; Hogg 2004).

Zusammenfassend kann man sagen, dass die chronische Bronchitis, eine
Emphysembildung und die Small airways diesaese die drei Hauptfaktoren der
COPD-assoziierten Symptome sind (Holloway und Donnelly 2013).

Zu den Hauptsymptomen der COPD gehért als erstes ein  immer
wiederkehrender Husten, der von Auswurf (Sputum) begleitet sein kann. Mit
zunehmendem Schweregrad der Erkrankung kommt es unter Belastung zu
Atemnot (Dyspnoe) und bei schwerwiegender COPD weisen die Patienten
vermehrten Husten mit meist eitrigen Sputum, schwere Dyspnoe mit réchelnder
Atmung, starke Einschréankung der Bewegungsfreiheit und Entwicklung eines
Lungenemphysems auf. Des Weiteren kommt es zu Nebensymptomen wie
Fieber, Anorexie mit Gewichtsverlust (BMI < 21), pulmonale Hypertonie und
Herzinsuffizienz (Cor pulmonale) (Aktuelle Pharmakologie in Lehre und

Forschung, Marz 2005 www.kojda.de).
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Stadium Charakteristika

0: Risiko fur COPD Normale Spirometrie

Chronische Symptome

(Husten, Sputum Produktion),

familiare COPD, vermehrt Risikofaktoren
ausgesetzt, Dyspnoe

GOLD 1: Milde COPD FEV1/FVC < 0,7; FEV1 = 80 % prognostiziert

A

GOLD 2: Moderate COPD FEV1/FVC < 0,7; 50 % < FEV1 < 80 %

prognostiziert

A

GOLD 3: Schwere COPD FEV1/FVC < 0,7; 30 % = FEV1 < 50 %
prognostiziert

GOLD 4: FEV1/FVC < 0,7; FEV1 < 30 % prognostiziert
Sehr schwere COPD
Tab.1: Einstufung des Schweregrades der COPD (gemaf GOLD 2014)

Der Schweregrad der COPD wird gemald GOLD in 4 Stufen eingeteilt (siehe
Tab.1). Hierbei ist die spirometrisch ermittelte  Auspragung der
Lungenfunktionsstérung der entscheidende Parameter fur die Einteilung. Diese
wird anhand des in der ersten Sekunde erzielbaren maximalen
Ausatmungsvolumens (forced expiratory volume per second, FEV1) bestimmt.
Aulerdem ist bei Auftreten der oben aufgefihrten Hauptsymptome bei
Individuen Uber einem Alter von 40 ein vermehrtes Risiko fir die
Wahrscheinlichkeit, an einer COPD zu erkranken, gegeben. Um eine endguiltige
Diagnose treffen zu kénnen, muss jedoch immer die Spirometrie herangezogen

werden.

Epidemiologie und soziobkonomische Bedeutung

Die COPD ist eine schwerwiegende und global auftretende Erkrankung, die
besonders in den Entwicklungslandern durch verstarkte Innenraum
Luftverschmutzung auftritt (Barnes 2007). Die Erkrankung ist weltweit die

funfthaufigste Todesursache und lag 2002 in Deutschland an 7. Stelle der
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Todesursachen (statistisches Bundesamt). FiUr die nachsten Jahre ist ein
weiterer Anstieg der Pravalenz, Morbiditat und Mortalitat zu erwarten, so dass
die COPD bis 2030 weltweit auf den vierten Platz der Todesursachen vorriicken
wird (Mathers und Loncar 2006). Zur Pravalenz der COPD in Deutschland
liegen keine validen Angaben vor. In Deutschland wird die Pravalenz der
chronischen Bronchitis bei der erwachsenen Bevolkerung auf 10 bis 15 %
geschatzt, wobei der genaue Anteil derer mit chronisch obstruktiver Bronchitis
(Husten, Sputum und Dyspnoe) an der Gesamtpravalenz nicht bekannt ist
(Nationale VersorgungsLeitlinie COPD). Durch den stetigen Anstieg der
Pravalenzrate fur COPD in den letzten Jahren, haben die Krankenkassen mit
explosionsartig zunehmenden Gesundheitskosten zu kdmpfen.

Die weltweite Pravalenz wird auf 25 % geschatzt und betrifft neuerdings auf
Grund der Angleichung des Rauchverhaltens von Frauen an das der Manner
gleichermalRen Méanner wie Frauen (Gershon et al. 2011). COPD stellt laut der
European Respiratory Society (ERS) eine signifikante wirtschaftliche Belastung
dar. In der Europdischen Union werden geschatzte 6 % des gesamten
Gesundheitsbudgets fur Atemwegserkrankungen ausgeben, wobei 56 % (38,6
Milliarden Euro) davon die COPD beansprucht (European Lung White Book:
Huddersfield, European Respiratory Society Journals, Ltd; 2003). Im globalen
Markt wurden fir COPD ungefahr US$ 5,2 Milliarden ausgegeben und bis 2017
ist ein Betrag von US$ 5,6 Milliarden vorhergesagt, was eine jahrliche
Wachstumsrate von ~ 6 % bedeutet (Barnes 2013).

Risikofaktoren

Der derzeitige Wissensstand der zu COPD filhrenden Risikofaktoren in vielerlei
Hinsicht noch unvollstandig. Zigarettenrauch ist mit Abstand der haufigstse
Risikofaktor fir COPD, ist er nicht der Einzige (siehe Abb.1). Es gibt eindeutige
Anzeichen aus epidemiologischen Studien, dass auch Nichtraucher chronisch
Atemwegsverengungen entwickeln kdnnen (Behrendt 2005; Celli et al. 2005;
Eisner et al. 2010).



Exposition zu Partikeln

Zigarettenrauch
Gene —» o Berufsbedingter Rauch und Staub

Verunreinigung der Innenraumluft
Alterund —

Entwicklungslander
(Feinstaub, Rauch)
Geschlecht / / \

Soziologische
Lungenwachstum &

und -entwicklung Asthma Gruppe
Infektionen

Chronische
Bronchitis

Abb.1: Faktoren, die Einfluss auf die Entwicklung und den Verlauf einer COPD haben
(GemaR GOLD 2014)

Gene

Der am besten dokumentierte genetische Risikofaktor fur COPD ist der
angeborene Mangel an alpha-1 Antitrypsin, einem zirkulierenden Hauptinhibitor
von Serin Proteasen (z.B: Neutrophilen-Elastase). Der alpha-1 Antitrypsin
Mangel betrifft mit etwa 1-9 % der COPD Patienten (Lieberman et al. 1986) nur
einen kleinen Teil der Weltbevolkerung (1:2000 — 1:5000), stellt aber
zusammen mit umweltbedingten Expositionen die beiden Hauptrisikofaktoren
der COPD dar (Stoller und Aboussouan 2005).

Ein signifikantes familiares Risiko flir Atemwegsverengungen in Folge einer
schweren COPD, wurde fur rauchende Geschwisterpaare gesehen (McCloskey
et al. 2001).

Einzelne Gene, wie z.B. Matrix-Metalloproteinase 12 (MMP12), werden mit
einer Verschlechterung der Lungenfunktion in Verbindung gebracht
(Hunninghake et al. 2009). Es gibt viele genomumfassende Studien, aber die
meisten COPD Gen-Kandidaten Studien sind statistisch nicht aussagekraftig
genug (Power zu gering), um genetische Effekte zu detektieren. Quantitative
Meta-Analysen identifizierten Anderungen in nur vier Genen (GSTM1, TGFB4,
TNF und SOD3) mit statistisch signifikanten Anzeichen fur eine Assoziation mit
einer COPD Pradisposition (Castaldi et al. 2010).



Exposition von Partikeln

Weltweit ist Zigarettenrauch der grofdte Risikofaktor, um eine COPD zu
entwickeln. Raucher haben eine gréRere Pravalenz fir respiratorische
Symptome und abnormale Lungenfunktionen, sowie einen grol3eren Abfall in
der spirometrischen Messung (FEV1) und eine hohere Sterblichkeitsrate durch
COPD als Nichtraucher (Kohansal et al. 2009). Das Rauchen anderer Arten von
Tabak (z.B. Pfeife, Zigarre, Wasserpfeife Raad et al. 2011) sowie von Marijuana
(Tan et al. 2009) ist ebenfalls ein Risikofaktor fuir COPD (WHO Studie 2005).
Passives Rauchen kann auch zu respiratorischen Symptomen und COPD
fuhren (Eisner et al. 2005; Salvi 2014). Auch das Rauchen wahrend der
Schwangerschaft stellt ein Risiko fir den Fetus dar, indem das
Lungenwachstum und die Lungenentwicklung sowie mdoglicherweise das
Immunsystem beeinflusst wird (Holt 1987; Tager et al. 1995).

Die Faktoren, die den gefdhrdeten vom nicht gefahrdeten Raucher
unterscheiden, sind noch nicht definiert.

Berufsbedingte Exposition mit organischem und anorganischem Staub,
chemischen Reagenzien und Rauch sind unterschétzte Risikofaktoren fir die
Entwicklung einer COPD (10 — 20 %) (Trupin et al. 2003; Matheson et al. 2005;
Hnizdo et al. 2004; Balmes et al. 2003).

Die Nutzung von Holz (zum Heizen), Dinger, Kompost, Holzkohle und Heizol
fuhren zu einer sehr hohen Luftverunreinigung. Aul3erdem verstarkt sich die
Annahme, dass zusatzlich eine erhdhte Innenraumluftbelastung durch Kochen
mit Gas und Heizen in kleinen nicht gut bellfteten Raumen zu einem
Risikofaktor fr eine COPD wird (Sezer et al. 2006; Orozco-Levi et al. 2006;
Ezzati und Kammen 2001).

Weitere Faktoren

Eine Reihe weiterer Faktoren werden als Risikofaktoren fiur die COPD
angesehen. Dazu wird auch das Alter gezahlt, wobei es unklar ist, ob das Alter
an sich zu einem erhodhten Risiko fur COPD fuhrt oder ob es die Summe der
kumulativen Expositionen wahrend des Lebens wiederspiegelt. Friher gab es
geschlechtsspezifische Unterschiede fir das Risiko, an COPD zu erkranken mit
einem erhohten Risiko fur Manner. Neuerdings ist das Risiko fur beide

Geschlechter annahrend gleich, da sich das Rauchverhalten der Frauen an das
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der Manner angeglichen hat (Papaioannou et al. 2014). Einige Studien zeigten
sogar, dass Frauen starker auf Tabakrauch reagieren als Manner (Foreman et
al. 2011; Sorheim et al. 2010).

Nicht nur Alter und Geschlecht sind Risikofaktoren, einigen Aussagen nach ist
das Risiko fur COPD invers mit dem soziologischem Status verbunden
(Prescott und Vestbo 1999; Gershon et al. 2014; Gershon et al. 2012).

Des weiteren kdénnen mdoglicher Weise mehere Lungenerkrankungen wie
Asthma, bronchiale Hyperreaktivitat und chronische Bronchitis (Fabbri und Hurd
2003; Tashkin et al. 1996; Vestbo et al. 1996; Barker et al. 1991; Svanes et al.
2009) eine COPD beglnstigen und virale und bakterielle Infektionen zur
Pathogenese und Progression einer COPD Dbeitragen, da sie
hauptverantwortlich fur akute Exazerbationen sind (Seemungal et al. 2001,
Sethi et al. 2006).

Therapieansatze

Es besteht ein vermehrtes Interesse, die der Erkrankung zugrunde liegenden
zellularen und molekularen Mechanismen (Barnes et al. 2003) zu erforschen,
um so neue Therapieanséatze zur Bekdmpfung der chronischen Inflammation
und den damit verbundenen Exazerbationen bei einer COPD zu finden (Barnes
2001). Als praventive MalRnahme ist das Vermeiden von Zigarettenrauch (aktiv
und passiv) an erster Stelle zu nennen. Daher wurden in den letzten Jahren die
Raucherbereiche immer mehr eingeschrankt bzw. eingegrenzt. Zudem versucht
die Regierung mit Warnungen auf den Zigarettenschachteln auf die
Auswirkungen des Rauchens aufmerksam zu machen.

Derzeitige Therapieansatze in der COPD sind relativ ineffektiv, da es keine
Medikamente gibt, welche die Progression oder Mortalitat der Erkrankung
vermindern oder einen direkten Effekt auf die Exazerbationen haben, die im
Wesentlichen fur die Hospitalisierung der COPD Patienten verantwortlich sind
(Barnes 2013). Als Standardtherapie werden langwirksame Bronchodilatoren
verwendet, wie die long-acting 32-adrenergic receptor agonists (LABAs) und
long-acting muscarinic acetylcholine receptor antagonists (LAMAS) oder die
Kombination aus beiden (LABA-LAMA) (Kew et al. 2014; Matera et al. 2011).
Obwonhl diese Medikamente zu einer effektiven Bronchodilatation fuhren, haben

sie keinen Einfluss auf die zirkulierenden Mediatoren der chronischen
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Inflammation. Inhalative Kortikosteroide, die in Asthma-Patienten zur
Behandlung der Atemwegsentziindungen erfolgreich eingesetzt werden, sind in
COPD-Patienten ineffektiv als anti-inflammatorische Therapie (Barnes 2010).
Ganz neue Ansatze fur die Bronchospamolyse stellen sogenannte dimere
Molekule dar. Diese Substanzen wirken gleichzeitig an den muscarinischen
Rezeptoren antagonistisch und an den [-Rezeptoren agonistisch (MABA)
(Cazzola et al. 2013). Diese Verbindung hat in einer Phase-2b Studie eine gute
Wirksamkeit mit guter Vertraglichkeit gezeigt (Hughes et al. 2015). Daher sind
diese dimeren Molekile als neuer Therapieansatz viel versprechend. Bei der
Entwicklung von antientzindlichen Therapiestrategien konzentriert sich die
pharmakologische Forschung direkt auf die immunologischen Signalwege. Als
Beispiel sind hier die Phosphodiesterase-Inhibitoren zu nennen. Allerdings
konnten oral verabreichte PDE4-Inhibitoren in der klinischen Studie durch
mangelnden Nachweis der Wirksamkeit nicht bestehen (Watz et al. 2013).
AuBBerdem werden noch CXCR2-Antagonisten, Nuklear-Faktor-(NF)-kB-
Inhibitoren und p38-Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Inhibitoren in klinischen
Studien getestet (Rennrad et al. 2015; Betts et al. 2015; Sriskantharajah et al.
2013). Da es zurzeit keine effektive Therapie fur die Behandlung von COPD
gibt, ist die weitere Entwicklung von neuen anti-inflammatorischen Therapeutika
unabdingbar (Barnes 2013; Calverley et al. 2009).

Die pharmakologische Therapie muss auf jeden einzelnen COPD Patienten
individuell angepasst werden, da der Schweregrad der Symptome und der
verminderten Atemkapazitdt von vielen Faktoren beeinflusst wird. Dazu
gehoren unter anderem Frequenz und Schweregrad der Exazerbationen,
respiratorische Defekte, Komorbiditaten (Osteoporose, Kardiovaskulare
Erkrankungen etc.) und der generelle Gesundheitszustand des Patienten
(GOLD 2014, Pocket Guide to COPD Diagnosis, Management and Prevention).
Des Weiteren wird COPD Patienten als unterstiitzende MalRhahme empfohlen,
sich viel an der frischen Luft aufzuhalten und zu bewegen, sich der jahrlichen
Grippeschutzimpfung zu unterziehen und gezielte Antibiotika einzunehmen.
AulRerdem gibt es noch einige Behandlungen, um die Symptome von COPD
Patienten zu verbessern. Darunter zahlen Lungen-Rehabilations-Programme,
Oxygen-Therapie, ventilatorische Unterstitzungen und chirurgische Eingriffe.

Im Endstadium der Erkrankung wird eine Unterbringung in Palliativstationen
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oder Sterbekliniken empfohlen (GOLD 2014, Pocket Guide to COPD Diagnosis,

Management and Prevention).

1.2 Pathogenese der Zigarettenrauch-induzierten COPD

COPD ist assoziiert mit einer erhdhten inflammatorischen Antwort auf externe
Stimuli, wie Zigarettenrauch (siehe Abb.2). Zigarettenrauch, als Hauptursache
der COPD, enthélt tausende gesundheits-gefahrdende Bestandteile (Pfeifer et
al. 2002). Neben der Belastung mit Nikotin, Schwermetallen und Karzinogenen
fuhrt Rauchen zu einer signifikanten Exposition mit Oxidantien. Dazu zahlen
organische freie Radikale, wie z.B.: Alkyl-, Alkolyl- und Peroxyl-, sowie Aldehyd-
und Superoxid-Radikale wie N2O und NO (Eiserich et al. 1995).

Die durch Zigarettenrauch induzierten Entzindungen betreffen alle Bereiche
des respiratorischen Systems. Dazu zahlen die zentralen Atemwege, die
kleinen Atemwege und das Lungenparenchym (Barnes et al. 2003). Die COPD
umfasst drei pathophysiologische Hauptmerkmale: Emphysem-Bildung,
chronische Bronchitis und Fibrose der kleinen Atemwege. Ein Emphysem
beschreibt einen irreversiblen Schaden des Lungenparenchyms und im
Besonderen der Elastin Fasern und anderen Komponenten der extrazellularen
Matrix, via unkontrollierter Proteolyse. Dieser Prozess ist, wie schon in der
Definition der COPD erwéhnt, durch ein Ungleichgewicht der Proteinasen, wie
neutrophile Elastase und Matrixmetalloproteinasen (MMPs) und deren
endogenen Inhibitoren wie alpha-1 antitrypsin oder tissue inhibitors of
metalloproteinases (TIMPs) vermittelt (Owen 2008). Die neutrophile Elastase
fuhrt auRerdem zur Mukus Hypersekretion (Fahy et al. 1992), indem sie die
Goblet Zellen (schleimproduzierende Becherzellen) in den groRen Atemwegen
stimuliert. Diese Mukus Hypersekretion ist zusammen mit der persistierenden
Entzindung das Hauptmerkmal flr die chronische Bronchitis. Die Erkrankung
der kleinen Atemwege ist charakterisiert durch unkontrollierte Entziindungen
und Fibrose des Atemwegsepithels, was zusammen zur Funktionsunfahigkeit
fuhrt und zuséatzlich mit einer erhdhten Anzahl an inflammatorischen Zellen in
der Lunge und erhdhten Spiegeln deren Mediatoren begleitet ist (Hogg 2004;
Lams et al. 1998).

12



Epithelial cells

TGFB

Fibroblast

Cigarette smoke
(and other irritants)

N

o

Macrophage

CXCL9, CXCLI10
and CXCLT

CXCLI
and CXCL8

CXCR2
s

0,99

Tl cell Neutrophil

Proteases (such as neutrophil
elastase and MMP9)

CCL2

%g CCR2

Monocyte

Airway
epithelial
cell

Fibrosis
(small airways)

<ol ) Mucus gland
Alveolar wall destruction Mucus
(emphysema) hypersecretion
NATURE REVIEWS [IMMUNOLOGY

Abb.2: Entziindungsprozesse und beteiligte Immunzellen bei COPD. PJ Barnes Nature
Reviews Immunology 8, 183-192 (2008)

Inflammatorische Prozesse

Obwonhl die Gbermalige Entziindungsreaktion als eines der Hauptmerkmale der

COPD anerkannt ist, ist die Beteiligung des inflammatorischen Milieus in der

Lunge an der Pathophysiologie und Progression einer COPD bis jetzt nur

unvollstandig verstanden.

An der chronischen Entziindung sind Zellen des angeboren und des adaptiven

Immunsystems beteiligt, wobei hier besonders die Makrophagen, neutrophilen

Granulozyten und Lymphozyten zu nennen sind (Barnes et al. 2003).
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Angeborene Immunantwort

Das angeborene Immunsystem der Lunge besteht aus funf Hauptkomponenten:
Atemwegsepithel, alveolare Makrophagen, dendritische Zellen, neutrophile
Granulozyten und die naturlichen Killerzellen. Durch Zigarettenrauch werden
die Makrophagen und das Atemwegsepithel zur Ausschittung von
verschiedenen Zytokinen und Chemokinen aktiviert (siehe Abb.2).

Makrophagen

Makrophagen sind professionelle Phagozyten, die zur Aufrechterhaltung der
naturlichen Flora der Atemwege in der Lunge beitragen. Obwohl die Anzahl der
Makrophagen in den Atemwegen von COPD Patienten erhéht ist (Barnes 2004;
Grashoff et al. 1997), kdnnen auf Grund der defizienten bakteriellen Clearance
trotzdem persistierende Bakterienherde in der Lunge nachgewiesen werden
(Donnelly und Barnes 2012). Der zugrundeliegende Mechanismus dieser
Defizienz ist bis jetzt noch nicht vollstandig verstanden, aber er scheint durch
leichte Anderungen der Bakterien-erkennenden Oberflachenrezeptoren
vermittelt zu sein (Taylor et al. 2010). Daher finden sich haufig in den unteren
Atemwegen von COPD Patienten Ansiedlungen von Gram-positiven und Gram-
negativen Bakterien, welche zu einer Exazerbation der Erkrankung flhren
kénnen (Sethi et al. 2006). In Makrophagen von COPD Patienten ist nicht nur
die Clearance der Bakterien vermindert, diese Makrophagen zeigen auch eine
mangelhafte Beseitigung der apoptotischen Zellen (Hodge et al. 2003), was zur
Akkumulation von nekrotischem Material in der Lunge fuhrt, wodurch die
chronische Inflammation aufrechterhalten wird. Des Weiteren sezernieren
Makrophagen Proteasen (siehe Abb.2) und unterstitzen somit zusammen mit

den neutrophilen Granulozyten die Fibrolyse.

Neutrophile Granulozyten

Neben den Makrophagen ist in den Atemwegen von COPD Patienten auch die
Anzahl an neutrophilen Granulozyten erhoht. Diese werden schnellstméglich zu
den entziindeten Bereichen rekrutiert, wo sie aktiviert werden und dadurch ihre
inflammatorischen Mediatoren (wie z.B. Chemokine; vor allem (C-X-C Motive)
Ligand 8 (CXCLS8), reaktive Oxygen Spezies und Proteasen) sezernieren

(Stockley 2002). CXCLS8 ist ein potentes Chemoattraktant zur Rekrutierung und
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Aktivierung von Neutrophilen, das auch von Makrophagen gebildet wird. Durch
die autokrine Wirkung von CXCL-8 wird die neutrophile Entziindung
aufrechterhalten. Neutrophile Granulozyten sind im Gegensatz zu Makrophagen
kurzlebige Zellen, die in Apoptose Ubergehen und normalerweise durch die
Makrophagen beseitigt werden (Luo und Loison 2008). Aktivierte neutrophile
Granulozyten setzen ebenfalls proteolytische Enzyme frei, wie z.B. die
neutrophile Elastase, Cathepsin G, Proteinase 3 und MMPs, welches zu einem
Ungleichgewicht der Proteinase/Antiproteinase fuhrt und letztlich ein
Ubergewicht proteolytischer Prozesse hervorrufen kann (Paone et al. 2011)
(siehe Abb.2). Die neutrophile Elastase degradiert viele Komponenten der
extrazellularen Matrix, vor allem Elastin (Lucey et al. 1998). Degradiertes
Elastin wird Uber den Urin ausgeschieden, so dass erhdhte Mengen von
Elastinfragmenten im Urin mit dem Schweregrad einer COPD korreliert werden
konnten (Gottlieb et al. 1996). Die neutrophile Elastase fuhrt nicht nur zur
Proteolyse in der Lunge, sondern kann auch durch Spaltung der Pro-Peptide
MMPs aktivieren. MMP-9 ist ein wichtiger Faktor bei der proteolytischen
Destruktion in der Lunge und ist neben der neutrophilen Elastase in den Lungen
von COPD Patienten vermehrt zu detektieren (Paone et al. 2011; Russell et al.
2002).

Dendritische Zellen

Dendritische Zellen sind ,professionelle” antigen-prasentierende Zellen, welche
eine Verbindung zwischen der angeborenen und adaptiven Immunantwort
darstellen. Durch die Integration vieler Signale aus der Umgebung unterstiitzen
dendritische Zellen CD4+ Zell Differenzierung und CD8+ Zell Zytotoxitat
(Lambrecht und Hammad 2010). Das Rauchen von Zigaretten wurde mit der
Expansion einer Population von Langerhans® Zell-dhnlichen dendritischen
Zellen auf epithelialen Oberflachen der unteren Atemwege in Verbindung
gebracht. Nach einer akuten Rauchexposition werden dort schnellstméglich
selektiv _myeloide dendritische Zellen rekrutiert, welche in der broncho
alveolaren Lavage (BAL) von Rauchern zu finden sind (Lommatzsch et al.
2010). Bei COPD Patienten zeigten einige Untergruppen der dendritischen
Zellen im Lungenparenchym signifikant erhdhte Expressionen von co-

stimulatorischen Molekilen, welche mit dem Schweregrad der COPD
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korrelierten (Freeman et al. 2009; Vassallo et al. 2010). Bis jetzt ist die Rolle der
dendritischen Zellen in der Pathogenese der COPD noch nicht geniligend

untersucht worden.

Adaptive Immunantwort

In COPD Patienten werden vermehrt aktivierte CD4+ und CD8+ Zellen
detektiert (Saetta et al. 1999; Mikko et al. 2013; Roos-Engstrand et al. 2009).
Dieser Anstieg an T-Lymphozyten erfolgt sowohl im Lungenparenchym als auch
in den peripheren und zentralen Atemwegen. Durch die Aktivierung des
adaptiven Immunsystems wird eine erhdhte Anzahl von T- und B-Lymphozyten

induziert, welche in der Lunge lymphoide Follikel ausbilden kénnen.

Lymphozyten

Die reife T-Zell Population lasst sich in zwei Hauptgruppen einteilen, welche
sich in ihrer Funktion unterscheiden und sich Uber die Expression ihrer
Oberflachenmolekiile CD4 bzw. CD8 charakterisieren lassen. CD4+ T-Zellen
differenzieren zu Helferzellen (Th) oder regulatorische Zellen (Treg) und
induzieren respektive inhibieren andere Immunzellen. Die CD8+ Zellen sind vor
allem Effektorzellen des adaptiven Immunsystems, welche ebenfalls in
verschiedene Gruppen differenzieren konnen. Der Mechanismus der
Differenzierung und Funktion der einzelnen T-Zell Subgruppen wurde in den
letzten Jahren weitgehend entschlisselt (Feuerer et al. 2009; Miossec et al.
2009; O'Garra und Arai 2000; Goswami und Kaplan 2011; Amsen et al. 2009;
Zhu und Paul 2008). Nach der priméaren Aktivierung starten die CD8+ Zellen
ihre Proliferation und Differenzierung zu einer zytotoxischen Effektorzelle. Ihre
Hauptaufgabe ist die Kontrolle der Inflammation, indem sie infizierte Zellen
direkt durch die Ausschittung von Perforin  bzw. Granzymen per
Apoptoseinduzierung téten kénnen (Seder und Ahmed 2003). Naive CD4+
(ThO) Zellen kdnnen durch direkten Kontakt zu Antigenprasentierenden Zellen,
wie den dendritischen Zellen, stimuliert werden. Die T-Zellen produzieren dann
zur klonalen Expansion das Zytokin IL-2. In Abhangigkeit des umgebenden

Zytokin-Milieus konnen diese ThO Zellen in verschiedene Th Subgruppen
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differenzieren (Thl, Th2, Th9, Th1l7 und Treg), welche alle unterschiedliche
immunmodulatorische Effektorfunktionen haben (Magombedze et al. 2013).

Die CD8+ Zellen (Tcl) setzten eine Vielzahl von Zytokinen frei und unterstitzen
vermutlich so die in COPD zu beobachtende Thl-typ Inflammation (Shirai et al.
2010). Dazu gehoéren vor allem die auch von den Thl Zellen gebildeten
Zytokine TNF-o und IFN-y (Freeman et al. 2010) (siehe Abb.3). IFN-
v orchestriert die Infiltration von weiteren Thl und Tcl Zellen in die Lunge von
COPD Patienten (Grumelli et al. 2004).

Naive
CD4* T cell

Cytokines IL-4
required

for T,, cell
differentiation

IL-]1
T-bet

Transcription GATA3 PU.I RORyt FOXP3 AHR

factors associated  IRF4 IRF4 RORa

with T, cell subset IRF4

Cytokines IL-4 IFNy IL-22

expressed by IL-5 IL-10 IL-17 IL-10 TNF TNF

T, cell subset IL-21 IL-35 Not known to
:Hg TNF TGFf produce IL-9

Abb.3 Differenzierung der einzelnen Th Subtypen, Noelle, Nat Rev Immunol 2010

Verschiedene Differenzierungs-Pathways der Effektor CD4+ T-Zellen mit ihren
Transkriptionsfaktoren und den fir ihre Entwicklung wichtigen Zytokinen, sowie einige Zytokine,
die sie selbst produzieren. Interleukin (IL), T Helfer Zelle (TH), regulatorische T-Zelle (TReg),
transforming growth factor-p (TGFp), aryl hydrocarbon receptor (AhR), forkhead box P3 (Foxp-
3), GATA-binding protein 3 (GATA-3), interferon-y (IFN-y), interferon-regulatory factor 4 (IRF4),
retinoic acid receptor-related orphan receptor (ROR), tumour necrosis factor (TNF), T-box
transcription factor (T-bet)

Aber auch die Spiegel von Th2 Zytokinen sind in COPD Patienten verandert. So
ist zum Beispiel eine erhéhte Expression von IL-4 in den CD8+ Zellen (Tc2) in
der broncho alveolaren Lavage (BAL) nachzuweisen (Kemeny et al. 1999;
Barczyk et al. 2006). In einer anderen Studie wurde gezeigt, dass die
Expression eines anderen Th2 Zytokins, des IL-13, in Patienten mit einer

schweren COPD vermindert ist (Boutten et al. 2004).
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Eine weitere Subgruppe der CD4+ Zellen, die eine bedeutende Rolle in
Entziindungsreaktionen und autoimmunen Prozessen spielen, sind Thl7
Zellen. Sie werden unter anderem Uber den Transkriptionsfaktor RORyt reguliert
(Manel et al. 2008). Bis jetzt ist noch sehr wenig tber die Rolle der Th17 Zellen
in der Pathogenese der COPD bekannt, aber die Level an IL-17A, dem
pradominantem Zytokin der Th1l7 Zellen (siehe Abb.3), sind im Sputum von
COPD Patienten erhoht (Manel et al. 2008). Weiterhin wurden vermehrt Th17
Zellen in bronchialen Biopsien von COPD Patienten nachgewiesen (Di Stefano
et al. 2009).

Die regulatorischen T-Zellen (Tregs) sind eine Untergruppe der CD4+ Zellen mit
immunregulatorischen Funktionen, welche autoimmune Prozesse inhibieren
und die gesteigerte Inflammation unterdriicken konnen. Die zwei deutlichsten
Untergruppen sind die natirlichen Tregs und die induzierbaren oder adaptiven
Tregs. Die natlrlichen Tregs verlassen den Thymus als Effektorzelle und sind
essentiell fur die Bildung der Selbst-Toleranz, wogegen sich die induzierbaren
Tregs in der Peripherie entwickeln und durch exogene Antigene aktiviert
werden (Dasgupta und Saxena 2012). Tregs uUbertragen ihre suppressiven
Effekte auf andere T-Zellen oder antigen-prasentierenden Dendritischen Zellen
Uber Kontakt-abhangige Mechanismen oder die Produktion von anti-
inflammatorischen Zytokinen, wie IL-10 und Transforming growth factor 3
(TGF-RB) (Trzonkowski et al. 2004; Tang et al. 2008). Die Tregs sind durch die
Expression des Transkriptionsfaktors Foxp-3 charakterisiert (siehe Abb.3).
Raucher mit COPD und Emphysem haben im Vergleich zu den Kontrollgruppen
(Raucher ohne COPD und gesunde Nichtraucher) signifikant weniger Tregs in
den Lungen, was sich durch weniger messenger RNA (mRNA) fir Foxp-3 und
weniger IL-10 Sekretion zeigt (Wang et al. 2014; Lee et al. 2007). Allerdings
gibt es kontroverse Aussagen zu dem Anteil an Tregs in der BAL von COPD
Patienten. Zum einen wurden weniger und in ihrer Aktivitat abgeschwachte
Tregs in der BAL von COPD Patienten gefunden (Barcelo et al. 2008), zum
anderen zeigte eine andere Gruppe signifikant mehr Foxp-3+ Zellen in der BAL
(Smyth et al. 2007).

Uber die Rolle der Th9 Zellen in der Pathogenese von COPD ist noch sehr
wenig bekannt. Kirzlich wurden jedoch in Sputum-Proben von COPD Patienten

signifikant erhohte Level an dem Th9 assoziierten Hauptzytokin, IL-9,
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beschrieben (Liu et al. 2004). Eine andere Gruppe konnte erhfhte mRNA
Expressionen von IL-9 in Lungen-Biopsien von COPD Patienten zeigen
(Panzner et al. 2003). Der Haupttranskriptionsfaktor der IL-9 produzierenden T-
Zellen ist PU.1 (SPI1 Gen) (Chang et al. 2010). Kuirzlich wurde noch ein
weiterer Transkriptionsfaktor BATF (B cell activating transcription factor-like) als
zentraler Regulator der Th9 Zellen beschrieben (Jabeen et al. 2013).

Die B-Zellen bilden die Grundlage der spezifischen humoralen Immunantwort.
Der Anteil an B-Lymphozyten ist in den groBen Atemwegen von COPD
Patienten vermehrt. Auf3erdem treten vermehrte peribronchiale (in den kleinen
Atemwegen) und periphere (im Lungenparenchym) B-Zellen in Form von
lymphoiden Follikeln bei COPD Patienten auf, die mit dem Scherwegrad der
Erkrankung korrelieren (Hogg 2004; van der Strate et al. 2006).

1.3 Relevanz von autoimmunen Prozessen in der COPD

Paradoxerweise entwickeln weder alle Raucher eine COPD noch kann das
Einstellen des Rauchens die Entwicklung einer COPD nicht unterbinden. Daher
ist die Rolle des adaptiven Immunsystems bei der Entwicklung der
parenchymalen Zerstérung in der Lunge von Rauchern zurzeit ein starkes
Forschungsfeld. Mehrere Faktoren sprechen fur die Mitwirkung von
autoimmunen Prozessen in der Pathogenese der COPD. Zum einen die
Prasenz von B-Zell gepragten lymphoiden Follikeln bei COPD Patienten mit
fortgeschrittenem Schweregrad und zum anderen die Detektion von diversen
Autoantikdrpern im Serum einer Untergruppe von COPD Patienten (Lee et al.
2007; Nunez et al. 2011; Greene et al. 2010). Zu diesen Autoantikdrpern
gehdren unter anderem anti-Elastin Antikdrper, diese anti-Elastin Autoimmunitét
konnte in Patienten mit Zgarettenrauch induziertem Emphysem nachgewiesen
werden (Lee et al. 2007). Allerdings konnte eine andere Gruppe diese
Autoantikdrper nicht nachweisen (Rinaldi et al. 2012), so dass auch die Rolle
der anti-Elastin Antikorper kontrovers diskutiert wird. Auf3erdem wurden in
COPD Patienten erhohte Titer von Anti-Nuklearen-Antikdrpern detektiert, die
allerdings keinen Zusammenhang mit dem Rauchverhalten oder der

Lungenfunktion zeigten (Wood et al. 2011). Autoimmun-getriebene
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Erkrankungen sind charakterisiert durch erhdhte Expressionen von
proinflammatorischen Zytokinen, wie z.B. IFNy, TNF-o. und dem Kkdirzlich
beschriebenen Zytokin IL-17A (Palmer und Weaver 2010). Doch die
pathologische Relevanz von autoimmunen Prozessen bei COPD ist letztlich

noch nicht geklart.
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Da Zigarettenrauch der haufigste Risikofaktor fiir eine COPD darstellt und das
adaptive Immunsystem in der Zusammensetzung der einzelnen Th Subgruppen
in diesem Erkranungsbild verandert zu sein scheint, leitet sich daraus die
Hypothese fiir die vorliegendene Dissertation ab.

Zigarettenrauch hat eine Wirkung auf die Differenzierung von murinen nalven
CD4+ Zellen sowie verschiedenen Th Subtypen. Im Rahmen dieser Arbeit wird
zudem evaluiert, ob diese Effekte durch Zigarettenrauch bei der Induktion oder
Perpetuation der chronischen Inflammation in der COPD-Pathogenese eine
Rolle spielen.

Diese Untersuchungen werden zundchst mit Zigarettenrauch versetztem
(cigarette smoke extract (CSE)) Medium an murinen CD4+ Zellen aus der Milz
in vitro durchgefuhrt. Zur Uberprifung der Translation der in vitro Ergebnisse
auf das in vivo System werden C57BL/6J — Mause mittels etablierter
Rauchexpositionsmodelle (Seimetz et al. 2011) (Justus-Liebig-Universitat
Giel3en) fur 2 und 5 Monate Zigarettenrauch ausgesetzt. Dieser Mausstamm
zeigt sich als geeignet, da schon vermehrt gezeigt werden konnte, dass diese
Tiere eine Pradisposition zur Entwicklung eines Zigarettenrauch-induzierten

Emphysems aufweisen (Guerassimov et al. 2004; Yao et al. 2008).

Folgende Fragestellungen wurden konkret untersucht:

e Einfluss von CSE-Medium auf die Kultivierung von primaren CD4+
Zellen

e Auswirkung von CSE-Medium auf die Differenzierung von naiven CD4+
Zellen

e Auswirkung von CSE- Medium auf die Differenzierung von Thl/ Th2/
Th9/ Th17 und Tregs

e Auswirkung von CSE-Medium auf bereits differenzierte CD4+ Zellen
(Th1l/ Th2/ Th17 und Tregs)

e Untersuchung der in vivo Translation der in vitro Ergebnisse mittels

Charakterisierung des Zigarettenrauch-induzierten Phéanotyps
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

Tab.2: Versuchstiere

C57BL/6N
TV Nr.:.MR20/13 Nr. 50/2013

Charles River, Sulzfeld, D

Tab.3: Chemikalien

Aceton

Roth, Karlsruhe, D

Albumin bovine Fraction V (BSA)

Serva, Heidelberg, D

Ammoniumchlorid (NH4ClI)

Sigma, Taufkirchen, D

Anti-mouse-CD3e

eBiosciences, San Diego, USA

Anti-mouse-CD28

Uber Protein A gereinigter,
monoklonaler
AK 37.51, AG Lohoff Uni Marburg

anti-mouse-IL-4 fur Zellkultur

Kulturberstand des Hybridoms
11B11, AG Lohoff Uni Marburg

anti-mouse-IFN-y

Uber Protein G gereinigter,
monoklonaler
AK XMG1-2, AG Lohoff Uni Marburg

Anti-Digoxigenin-POD, Fab fragments

Roche, Mannheim, D

Anti-Flourescein isothiacyanate (FITC)

Biotin

eBiosciences, San Diego, USA

Beads, nanomag-CLD

Micromod Partikeltechnik GmbH, D

(+)-Biotin N-hydroxysuccinimide ester

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D

Biotinylierter Anti-Goat Antikorper

Vector, Burligame, USA

BM Blue POD Substrat

Roche, Mannheim, D

Borsaure Sigma, Taufkirchen, D

Borat Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Brefeldin A Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
CASYe Ton Scharfe Systems, Reutlingen, D
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CellFix

BD, Heidelberg, D

CFSE

eBioscience, San Diego, USA

Coenzym A

PJK GmbH, Kleinblittersdorf, D

Complete Protease-Inhibitor Tablette

Roche, Mannheim, D

DAPI

BioLegend, San Diego, USA

Diff-Quick®-L6sung

Dade-Behring, Marburg, D

Dithiothreitol (DTT)

PJK GmbH, Kleinblittersdorf, D

Dimethylsulfoxid

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D

DMEM, high Glucose

Biochrom AG, Berlin, D

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat

Roth, Karlsruhe, D

(NazEDTA)
Eosin G Merck, Darmstadt, D
Ethanol Roth, Karlsruhe, D

Ethidiumbromidlosung

Roth, Karlruhe, D

FACS Clean BD, Heidelberg, D
FACS Flow ™ BD, Heidelberg, D
FACS Rinse BD, Heidelberg, D
FCS Gold PAA LaboratoriesGmbH, Cdélbe, D

Forschungszigaretten (3R4F)

Kentucky Tobacco Research and
Development Center at the University

of Kentucky, Lexington, KY

Hamatoxilin Il nach Gill

Merck, Darmstadt, D

HEPES

Sigma, Taufkirchen, D

lonomycin Calcium Salz

Sigma, Taufkirchen, D

Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3)

Merck, Darmstadt, D

Ketamin

Inresa, Freiburg, D

L-Glutamin

PAA LaboratoriesGmbH, Coélbe, D

Luzigenin (Bis(N-
methylacridinium)citrat)

Sigma, Taufkirchen, D

Magensium-Carbonat-Hydroxid-
Pentahydrat
(MgCO3)4*Mg(OH)2*5H20

Sigma, Taufkirchen, D

Magnesiumchlorid-Losung 1M MgCl2

Ambion, Austin, USA
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Magnesiumsulfat (MgSOa) Sigma, Taufkirchen, D

Natrium-Chlorid (NaCl) Sigma, Taufkirchen, D

Natrium-Chlorid-L6ésung 0,9%ig, Braun, Melsungen, D

Infusion

Natriumchlorid-Losung 5M NacCl Ambion, Austin, USA

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) Merck, Darmstadt, D

Natriumhydroxid Platzchen (NaOH) Merck, Darmstadt, D

Natriumpyruvat PAA LaboratoriesGmbH, Célbe, D

Nichtessentielle Aminosauren PAA LaboratoriesGmbH, Cdélbe, D

PanColl Mouse PAN Biotech, Aidenbach, D

Paraformaldehyd Merck, Darmstadt, D

PAS-Farbekit Merck, Darmstadt, D

PBS Dulbeccos (1x) ohne Ca. u. Mg. PAA LaboratoriesGmbH, Colbe, D

Penicillin/Streptomycin PAA LaboratoriesGmbH, Colbe, D

Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) | Sigma, Taufkirchen, USA

Phosphat Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D

Phosphorsaure Roth, Karlruhe, D

Polyethylenglycol 6000 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D

QuantitTectrmSYBReGreen PCR Qiagen, Hilden, D

Master

Mix

recombinant murine IL-6 Peprotech Inc, Rocky Hill, USA

recombinant murine IL-12 Peprotech Inc, Rocky Hill, USA

recombinant murine IL-4 Peprotech Inc, Rocky Hill, USA

rh-IL-2 10 000 U/mL Eurocetus/ Chiron Benelux,
Amsterdam

rh-TGF-p1 eBiosciences, San Diego, USA

RNAse freies Wasser Eppendorf, Hamburg, D

Rnase ERASE MP Biomedical, lllkirch, F

Rompun 2% (Xylazin) Bayer Health Care, Leverkusen, D

ROTleAgarose Ultra-Qualitat Roth, Karlruhe, D

Roticlear (Xylolersatz) Roth, Karlsruhe, D

RPMI 1640 (1x) ohne L-Glutamin PAA LaboratoriesGmbH, Colbe, D
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Salzsaure HCI

Merck, Darmstadt, D

Saponin

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Schwefelsaure 95-97% (H2S0a4)

Merck, Darmstadt, D

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Roth, Karlsruhe, D

Sodiumpyruvat

PAA LaboratoriesGmbH, Colbe, D

Streptavidin-Peroxidase

Sigma, Taufkirchen, D

Streptavidin

Promega, D

Tricin Sigma, Taufkirchen, D
Tris-HCI-Lésung 1M Invitrogen, Karlsruhe, D
TRIZMA Base Sigma, Taufkirchen, D
Trypanblau Gibco, Karlsruhe
Tween®20 Roth, Karlsruhe, D

B-Mercaptoethanol

Roth, Karlsruhe, D

Tab.4: FACS-Reagenzien

BioLegend, San Diego, USA

FACS-Reagenz Konzentration
APC-anti-mouse CD4 0,5 mg/mL
FC-Block Trustain fcX anti-mouse 1 mg/mL
CD16/32

FITC-anti-mouse GR 1-1 0,5 mg/mL
Isotypkontrolle: APC Rat IgG2b 0,2 mg/mL
Isotypkontrolle: Alexa Fluor 488 Mouse 0,5 mg/mL
IgG1

Isotypkontrolle: Alexa Flour 647 Mouse 0,5 mg/mL
lgG1

Isotypkontrolle: Alexa Fluor 647 Rat IgG2a | 0,5 mg/mL
Isotypkontrolle: FITC Rat IgG2a 0,2 mg/mL
Isotypkontrolle: FITC Rat IgG2b 0,2 mg/mL
Isotypkontrolle: PE Rat IgG1 0,5 mg/mL
Isotypkontrolle: PE Rat IgG2a 0,5 mg/mL
Isotypkontrolle: PE Armenian Hamster IgG | 0,5 mg/mL
Isotypkontrolle: PercP rat IgG2b 0,2 mg/mL
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Isotypkontrolle: V450 Rat IgG2a 0,5 mg/mL
PE-anti-mouse CD3 0,5 mg/mL
PE-anti-mouse IFNy 0,5 mg/mL
PE-anti-mouse IL-4 0,2 mg/mL
PE-anti-mouse IL-9 0,2 mg/mL
PercP-anti-mouse CD45 0,2 mg/mL

BD Biosciences Pharmigen, San Diego, USA

FACS-Reagenz

Konzentration

Comp Beads anti mouse Ig

verwenden

nicht angegeben, 1 Tropfen

Comp Beads negative control

nicht angegeben, 1 Tropfen

verwenden
FITC- anti-mouse CD8a 0,5 mg/mL
FITC- anti-mouse B220 0,5 mg/mL
FITC-anti-mouse CD11b 0,5 mg/mL
FITC-anti-mouse CD11c 0,5 mg/mL
FITC-anti-mouse Terl119 0,5 mg/mL
FITC-anti-mouse CD49b 0,5 mg/mL
Mouse TNF Flex Set Hochste Standard: 2500 pg/mL
Mouse IL-17A Flex Set Hochste Standard: 2500 pg/mL
Mouse IL-10 Flex Set Hochste Standard: 2500 pg/mL
Mouse IL-13 Flex Set Hochste Standard: 2500 pg/mL
Mouse IL-21 Flex Set Hochste Standard: 10000 pg/mL
Mouse IL-9 Flex Set Hochste Standard: 2500 pg/mL
Mouse IL-6 Flex Set Hochste Standard: 2500 pg/mL
Mouse IL-4 Flex Set Hochste Standard: 2500 pg/mL
Mouse IL-5 Flex Set Hochste Standard: 2500 pg/mL
Mouse IFN-y Flex Set Hochste Standard: 2500 pg/mL
Pacific Blue anti-mouse CD4 0,5 mg/mL
PE-anti-mouse CD62L 0,2 mg/mL
PE-anti-mouse IL-17A 0,2 mg/mL
PE-anti-mouse SiglecF 0,5 mg/mL
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eBiosciences, San Diego, USA

FACS-Reagenz Konzentration
FITC-anti-mouse IFNg 0,5 mg/mL
FITC-anti-mouse IL-17A 0,5 mg/mL

Foxp3 Staining Buffer Set

4fach Stocklésung

PE-anti-mouse Foxp3

0,2 mg/mL

Life Technologies GmbH, Darmstadt, DE

FACS-Reagenz

Konzentration

APC- anti-mouse F4/80

0,5 mg/mL

Tab.5: ELISA-Reagenzien

TGFR Duo Set

R&D Systems, Wiesbaden, D

IFNy Duo Set

R&D Systems, Wiesbaden, D

Tab.6: Kits

HotStarTaq Master Mix Kit

Qiagen, Hilden, D

Omniscripte Reverse Transcription

Qiagen, Hilden, D

RNeasy Mini Kit

Qiagen, Hilden, D

Live/Dead Fixable Dead cell stain Kit

Life technologies, Karlsruhe, D

Tab.7: Primer

Hergestellt von Metabion, Martinsried, D

Primer Sequenz Temperatur

BATF F 5 AAG AGC CGACAG AGACAGACY 60 °C
R 5 TCCTCG GTGAGC TGTTTG AT 3

Foxp-3 F 5 ACTCGCATGTTCGCCTACTT ¥ 60 °C
R 5 AGG GAT TGG AGC ACT TGT TG 3°

GATA-3 |F 5 GCCTGC GGACTC TAC CAT AA 3 60 °C
R 5 CAT TAG CGT TCC TCC TCC AG 3

IFNy F 5 GCTTTG CAGCTCTTCCTCAT3 58 °C
R 5 GCAGGATTTTCATGT CACCA 3
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IL-9 F 5 CTTGCCTGTTTT CCATCG GG ¥ 60 °C
R 5TCT GTCTTCATG GTCGGC TT 3

IL-13 F 5 GGA GCT GAG CAA CAT CAC AC 3’ 60 °C
R 5 GTG GGC TACTTC GATTTT GG 3

L32 F 5 GCAAGT TCC TGG TCC ACAAT 3 60 °C
R 5 GGG ATT GGT GAC TCT GAT GG 3

PU.1 F 5 ACCAAC GTC CAATGC ATGAC 3 60 °C

(Sfpi-1) R 5 GCATCT GTT CCAGCTCCATG I

RORyt F 5 TGC AAG ACT CAT CGACAAGG ¥ 60 °C
R 5 AGG GGATTC AAC ATC AGT GC 3

Thet F 5 AGG TGT CTG GGAAGC TGAGA 3 60 °C
R

5 CCACAT CCACAAACATCCTG 3

Tab.8: Verbrauchsmaterialien

6-Well-Platten (steril)

Nunc, Roskilde, Danemark

24-Well-Platten (steril)

Nunc, Roskilde, Danemark

48-Well-Platten (steril)

Nunc, Roskilde, Danemark

96-Well-Platten weil3, Opaque Plate

Costar, Cambridge, USA

96-Well-Platten schwarz, Opaque

Plate

Costar, Cambridge, USA

96-Well-Mikrotiterplatte Maxisorp
Flachboden

Nunc, Roskilde, Danemark

96-Well-Platten (steril, Rundboden)

Nunc, Roskilde, Danemark

Brauntle

Sarstedt, Minchen, D

Casy® Cups

Scharfe Systems, Reutlingen, D

Einbettkassetten

Engelbrecht, Ederminde, D

Einmal-Handschuhe:

NOBAGLOVELatex Wetter, D

NOBA Verbandsmittel Danz GmbH,

Eppendorf Research 10 Pipette

Eppendorf, Hamburg, D

Eppendorf Research 100 Pipette

Eppendorf, Hamburg, D

Eppendorf Research 1000 Pipette Eppendorf, Hamburg, D

FACS-R6hrchen BD Falcon™

BD, Heidelberg, D

Filter Tips 0,1-10 pL

Sarstedt, Nimbrecht, D

28




Filter Tips 2-100 pL

Sarstedt, Nimbrecht, D

Filter Tips 1000 pL

Sarstedt, NUmbrecht, D

Objektrager

Menzel GmbH, Braunschweig, D

Parafilm

Pechiney, Chicago, USA

Pasteurpipetten

Brand, Wertheim

Pipettenpitzen

Eppendorf, Hamburg, D

Pipetten 5 mL, 10 mL und 20 mL

Greiner bio-one, Frickenhausen, D

ReaktionsgefalRe (0,5 mL)

Biozym, Hess. Oldendorf, D

ReaktionsgefalRe (1,5 mL)

Eppendorf, Hamburg, D

Reaktionsgefal3e (2 mL)

Eppendorf, Hamburg, D

ReaktionsgefalRe (15 mL)

Greiner bio-one, Frickenhausen, D

ReaktionsgefalRe (20 mL)

Greiner bio-one, Frickenhausen, D

Sterilfilter: Filtropur BT50 0,2 500mL

Sarsted, Nimbrecht, D

Zellsiebe 100 pm

BD Falcon, Bedford, USA

Tab.9: Gerate

BD FACS Canto™ |l

BD, Heidelberg, D

BD FACS accuri

BD, Heidelberg, D

Biometra TRIO-Thermoblock

Biometra, Goéttingen, D

Brutschrank

Heraeus, Osterode, D

CASYeModel TT (Cell-Counter)

Scharfe Systems, Reutlingen, D

Counter AC-8

Assistent, Sondheim, D

Eppihalter mit Magnet

Life Technologies GmbH, Darmstadt,
D

FACS Sort

BD, Heidelberg, D

Gefrierschrank

Liebherr, Ochsenhausen, D

ImmunoTtmwash 12 Mikrotiterplatten-

washer

Nunc, Wiesbaden, D

Kuhlzentrifuge BIOFUGE fresco

Kendro, Langenselbold, D

Mikroskop Olympos BX51

Olympus, Hamburg, D

Mikrotiterplattenreader Sunrise

Tecan, Crailsheim, D

Nanodrop 2000c

Peglab, Erlangen, D
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Neubauer-Zahlkammer

Assistent, Sondheim, D

Plattenschittler DSG 304/M4

Heidolph, Schwabach, D

Rauchmaschine

TSE Systems, Bad Homburg, D

Rotator

LaBinco BV, Breda, NL

RotorGenetm3000e

Corbett, Sydney, AUS

Schittelinkubator GFL 3031

GFL, Burgwedel, D

Thermocell Cooling & Heating Block

Biozym, Hess. Oldendorf, D

Tischzentrifuge: BIOFUGE pico

Heraeus, Osterode

Ultraspec 3100pro UV/Visibel
Spectrophotometer

Biochrom, Cambridge, UK

Vortexer: MS1 Minishaker

IKA, Staufen

Wasserbad

GFL, Burgwedel, D

Zentrifuge Megafuge 1.0R

Heraeus, Osterode, D

Zytozentrifuge Cytospin 3

Shandon, Frankfurt, D

Tab.10: Software

Auswertungssoftware Magellan

Tecan, Crailsheim, D

BD FACS Diva6

BD, Heidelberg, D

CellF Imaging Olympus, Hamburg, D
CellQuestPro BD, Heidelberg, D
FCAP Array BD, Heidelberg, D

Fusion Software

BMG, Offenburg, D

GraphPad Prisme

GraphPad Software, La Jolla (CA),
USA

RotorGenemSoftware

Corbett, Sydney, AUS
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2.1.1 Puffer und Medien

Bead-Puffer:
PBS 0,1 % Polyethylenglykol (v/v) pH 7

BSS:
BSS Pulver fur 10 L, 0,6 g Penicillin G, 1 g Streptomycin Sulfat, 14,25 g
NaHCOs und 23,83 g HEPES in 9,7 L H20 lésen und pH auf 7,2 einstellen.

Dann auf 10 L auf-fillen, steril filtrieren und portionieren.

B-Mercaptoethanol (ME)
Stammlésung far Zellkultur:
35 L 2-Mercaptoethanol in 50 mL PBS I6sen (10 mM), steril filtriert

1% B-Mercaptoethanol in RLT Puffer fir RNA Aufreinigung:
500 pL B-Mercaptoethanol in 50 mL RLT Puffer

ELISA-Coating Puffer:
4,2 g NaHCO3 0,1 M auf 500 mL H20, pH 8,3

ELISA-Blockierungs und Verdinnungspuffer:
PBS, 1 % BSA (m/v)

ELISA-Waschpuffer:
PBS, 0,1 % Tween 20 (v/Vv)

Erythrozyten-Lyse-Puffer (Ammoniumchlorid Puffer):
4,15 g NH4CI + 0,5 g KHCOs + 0,018 g EDTA in 500 mL Aqua dest. I6sen, steril

filtrieren

FCS (inaktiviert):

Serum auftauen lassen, 40 min bei 56 °C inaktivieren, auf Raumtemperatur
(RT)

Abkuhlen lassen, steril filtrieren und portionieren
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Lungenverdau-Medium:

Pro Tier bzw. Lunge 5 mL

Fur 10 mL Medium: 10 mL Zellkulturmedium + 100 pL Na Pyruvat + 200 L
DNAse + 200 uL C

MACS-Puffer:
PBS; 0,5 % BSA (m/v); 4 mL von 0,25 M EDTA fiir [2 mM EDTA]

PBS 1 %FCS (v/v)

PBS 0,5 % BSA (m/v)

Restimulations-Medium:

Pro Well 1 mL, fur 20 mL PMA [50 mg/mL], lonomycin [750 ng/mL], BrefA [10
Hg/mL]

20 mL Zellkulturmedium + 1 yL PMA [1 mg/mL] + 15 pL lonomycin [1 mg/mL]

+ 20 pL BrefeldinA [10 mg/mL]

Saponinpuffer:
PBS, 0,3 % Saponin (m/v), 2 % FCS (v/v)

SDS 10% (m/v) in H20 bidest

Zell-Fixierungspuffer:
PBS, 2 % Formaldehyd (v/v)

Zellkultur Beschichtungspuffer:
TRIS 50 mM in H20 bidest.; pH 9,5, steril filtriert

Zellkultur-Medium:

RPMI 1640, 10% (v/v) FCS, 1 % L-Glutamin (v/v), 1 x NEAA, 100 mg/mL
Penicillin G, 60 mg/mL Streptomycin, 50 uM 3-M
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2.2 invitro

2.2.1 Versuchstiere und Versuchstierhaltung

Fir die in vitro Versuche wurden méannliche C57BI/6 Mause im Alter von 6-10
Wochen verwendet. Die Tiere wurden in den Raumen der Philipps Universitat
Marburg in einem bellfteten Kafigsystem gehalten, die Raumtemperatur betrug

20 °C, es wurde ein kinstlicher 12 h-Hell-Dunkelzyklus erzeugt.

2.2.2 Protokolle

2.2.2.1 Protokoll in vitro I: Einfluss von CSE-Medium auf naive Zellen

Fur die Untersuchung von CSE-Medium auf die Differenzierung von nalven
CD4+ Zellen wurden die naiven Zellen aus der Milz mittels FACS-Sort (fir hoch
aufgereinigte CD4 Zellen) und der CD4+ Aufreinigungsmethode (siehe Kapitel
2.2.4) gewonnen. Nalve T Zellen (CD4+CD62L+) wurden mit 1 % CSE-Medium
bzw. 2 % CSE-Medium fir 3 Tage mit aCD3/aCD28 und IL-2 bei 37 °C
kultiviert. Fur die gPCR Analysen wurden die RNA Proben nach 48 h
genommen und das Pellet mit 350 yL BMCE bei - 80 °C fur die weitere
Verarbeitung gelagert. Nach 3 Tagen Inkubation wurden die eine Halfte der
Zellen aus dem Well wieder mit frischem Medium bzw. CSE versetztem
Medium plus IL-2 aufgefllt und fur weitere 3 Tage bei 37 °C kultiviert. Die
andere Halfte der Zellen wurde nach einer Zellzahlung mit PMA/lonomycin und
BrefA fir 4 h restimuliert und mittels Oberflachenmarker und intrazellularer
Farbung gepaart mit einer DAPI Farbung, fur die Bestimmung der Anzahl von
toten Zellen, im FACS analysiert. Dies wurde ebenfalls mit den Zellen nach 6
Tagen Inkubation durchgefuhrt (siehe Abb.4).
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Zellen auffiillen mit
1 % oder 2 %

1 % oder 2 % CSE-Medium
CSE-Medium
“ iso % Zellen/Well
‘ aCD3/aCD28  |nkubation fur 72 h, 37 °C Inkubation fir 72 h, 37 °C
| Inkubation fiir 48 h, 37 °C ‘ 150 % Zellen/Welll l
Tag 0 Tag 2 Tag 3 Tag 6
ThO-Zellen RNA Restimulation — Restimulation
PMA/lonomycin DATDIZEarltJ)E%g PMA/lonomycin
1 und BrefeldinA und BrefeldinA
gPCR l l
Analyse
1. FACS 2. FACS
Analyse Analyse

Abb.4: Protokoll fiir die in vitro Untersuchung vom Einfluss von CSE-Medium auf nalve
Zellen

2.2.2.2 Protokoll in vitro Il: Einfluss von CSE-Medium auf die Entwicklung
von Th-Subtypen

Fir die Untersuchung von CSE-Medium auf die induzierte Differenzierung von
Th-Subtypen wurden naive Zellen aus der Milz mittels MACS und der CD4+
Aufreinigungsmethode (siehe Kapitel 2.2.4) gewonnen. Nalve T Zellen
(CD4+CD62L+) wurden mit 1 % CSE-Medium bzw. 2 % CSE-Medium fur 3
Tage mit aCD3/aCD28 und der Subtyp-spezifischen Zytokin-Mischung (siehe
Kapitel 2.2.8) bei 37 °C kultiviert. Fur die gPCR Analysen wurden die RNA
Proben nach 48 h genommen und das Pellet mit 350 pL BMCE bei - 80 °C fur
die weitere Verarbeitung gelagert. Nach 3 Tagen Inkubation wurden die eine
Halfte der Zellen aus dem Well wieder mit frischem Medium bzw. CSE
versetztem Medium plus IL-2 aufgefullt und fur weitere 3 Tage bei 37 °C
kultiviert. Die andere Halfte der Zellen wurde nach einer Zellzahlung mit
PMA/lonomycin und BrefA fir 4 h restimuliert und mittels Oberflachenmarker
und intrazellularer Farbung gepaart mit einer DAPI Farbung, fur die
Bestimmung der Anzahl von toten Zellen, im FACS analysiert. Dies wurde
ebenfalls mit den Zellen nach 6 Tagen Inkubation durchgefuhrt. Zuséatzlich
wurden hier die Zellen nach 3 Tagen Polarisation fur 24 h mit aCD3 restimuliert.

Der Uberstand wurde fur CBA und ELISA Messungen abgenommen und die
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Zellen mit 350 puL BMCE versetzt und bei - 80 °C fir weitere gPCR Analysen
bzw. ohne RMCE fir Western Blot gelagert (siehe Abb.5).

Zellen auffullen

1% oder 2% 1 % oder 2 %
CSE-Medium CSE-Medium
l + Zytokin-Mix fur Th-Subtyp lso % Zellen/Well
acD3/CD28  |nkubation fiir 72 h, 37 °C Inkubation fir 72 h, 37 °C
L
I inkubation fiir 48 h, 37 °c‘ 150 % Zellen/Well 1
Tag O Tag 2 Tag 3 Tag 6
VAl _ 3 DAPI Farbung | PMA/lonomycin
l MAlotamyin o und BrefeldinA
gPCR l l l
Analyse
ELISA, CBA
1. FACS Western Blot, 2. FACS
Analyse gPCR Analyse

Abb.5: Protokoll fr die in vitro Untersuchung vom Einfluss von CSE-Medium auf die
Entwicklung von Th-Subtypen

2.2.2.3 Protokoll in vitro lll: Einfluss von CSE-Medium auf bereits
differenzierte Th-Subtypen

Fur die Untersuchung von CSE-Medium auf bereits differenzierte Th-Subtypen
wurden naive Zellen aus der Milz mittels MACS und der CDA4+
Aufreinigungsmethode (siehe Kapitel 2.2.4) gewonnen. Nach 3 Tagen
Inkubation bei 37 °C mit aCD3/aCD28 und der Subtyp-spezifischen Zytokin-
Mischung (siehe Kapitel 2.2.8) wurden die Zellen gezahlt und zur Bestimmung
der Anzahl an toten Zellen mit DAPI gefarbt. Die restliche Halfte der Zellen
wurde mit frischem Medium bzw. CSE versetztem Medium (1 % und 2 %) unter
Zugabe von IL-2 aufgefullt und fiir weitere 3 Tage bei 37 °C kultiviert. Nach 6
Tagen wurden die Zellen erneut gezahlt und eine DAPI Farbung fir die
Bestimmung der Anzahl von toten Zellen durchgefthrt. Der Rest der Zellen
wurde mit PMA/lonomycin und BrefA fir 4 h restimuliert und mittels
Oberflachenmarker und intrazellularer Farbung im FACS analysiert (siehe

Abb.6).
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Zellen auffillen

1% oder 2 %
CSE-Medium
+ Zytokin-Mix fur Th-Subtyp ‘50 % Zellen/Well
acb3/ecD28  Inkubation fiir 72 h, 37 °C Inkubation fur 72 h, 37 °C

| ! !

Tag 0 Zellzéhlung Tag 6 i
ThO-Zellen Tag 3 DAPI Farbung Restimulation
PMA/lonomycin

und BrefeldinA

|

FACS
Analyse

Abb.6: Protokoll fir die in vitro Untersuchung vom Einfluss von CSE-Medium auf bereits
differenzierte Th-Subtypen

2.2.3 Methoden

2.2.3.1 Isolierung von Splenozyten aus der Maus fur in vitro Versuche
Mause wurden durch zervikale Dislokation getétet und im Anschluss unter

aseptischen Bedingungen die Milz entnommen, in eisgekihltem BSS
zwischengelagert und fortan unter sterilen Bedingungen weiterbearbeitet.

Die Milz wurde mit 2 mL BSS auf ein Zellsieb (100 um) in eine Petrischale
Uberfuhrt und anschliel3end mit einem Stempel (1 mL Spritze) vorsichtig durch
das Sieb gerieben. Es wurden bis zu 4 Milzen gepoolt. Die so gewonnene
Zellsuspension wurde mit BSS auf 15 mL aufgefullt und zentrifugiert. Zur
Erythrozyten-Lyse wurde die Milzsuspension nach dem Verwerfen des
Uberstandes in 7 mL Ammoniumchlorid-Puffer bei RT resuspendiert und fir 4
min inkubiert. Es folgte die Zugabe von 10 mL PBS + 1 % FCS und sofortige
Zentrifugation. Nach Verwerfen des Uberstands wurde das Leukozyten-Pellet in
10 mL PBS + 1 % FCS aufgenommen. Schlie3lich wurde die Zellzahl mithilfe

des Casy-Counters bestimmt.
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2.2.3.2 Separation von CD4+ und CD4+CD62L+ Zellen
In der aus der Milz gewonnenen Zellsuspension und dem Lungenhomogenat

wurden die CD4+ bzw. CD4+CD62L+ Zellen fir die weiteren Versuche mit einer

reinen Th-Zellsuspension separiert.

Magnetic Cell Sorting (MACS)

Fur die positive Selektion wurde die Zellsuspension zunachst tber den MACS
Pre-Seperation Filter (30 um) filtriert. Maximal konnte eine Saule mit 2 x 108
Zellen beladen werden, wobei davon maximal 1 x 107 Zellen mit Beads markiert
sein durften. Daher musste zunachst eine Zellzdhlung erfolgen um die
geeignete Menge an Zellsuspension zu erlangen. Diese Menge wurde fir 10
min bei 1500 rpm zentrifugiert und das Zellpellet in 90 uL MACS Puffer pro 1 x
107 Zellen resuspendiert und 10 uL CD4 (L3T4) Micro Beads pro 1 x 107 Zellen
hinzugefugt. Dieser Ansatz wurde grundlich gemischt und fir 15 min bei 4 °C im
Dunkeln inkubiert. Pro 1 x 107 Zellen wurde 1 mL MACS-Puffer zugegeben und
erneut fir 10 min bei 1500 rpm zentrifugiert und der US verworfen. Zur
Aquilibrierung wurde die MS-Saule auf eine magnetische Haltevorrichtung
gesteckt und 2x mit 500 pL MACS-Puffer gespiilt. Die Zellsuspension wurde
uber einen MACS Pre-Seperation Filter (30 pm) filtriert, anschlie3end
zentrifugiert, das Zellpellet in 500 uL MACS-Puffer resuspendiert und auf die
vorbereitete Saule gegeben. Diese wurde 3x mit 500 uL MACS Puffer gespdlt.
Der Durchlauf enthielt nun die CD4- Zellen, die CD4+ Zellen befanden sich
noch in der Saule. Die Saule wurde nun von der magnetischen Haltevorrichtung
genommen und auf ein 15 mL Tube transferiert. Dann wurde 1 mL MACS-
Puffer auf die Saule gegeben und dieser zlgig mit dem Stempel, zur Eluation
der CD4+ Zellen, durchgedrickt. Danach wurden die Zellen fur weitere Arbeiten
gezahlt.

Bei der negativen Selektion wurden Micro Beads verwendet, die alle CD4-
Zellen (CD8, B220, CD11b, CD11c, Ter119 und CD49b) markierten, so dass im
ersten Durchlauf die CD4+ Fraktion vorhanden war und alle anderen

Zellpopulationen an der Saule festgehalten wurden.
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Selbst hergestelltes CD4 Isolierungssystem
Diese Variante der CD4+ Aufreinigung wurde im Labor von Prof. Lohoff der
Philipps Universiat in Marburg erfolgreich etabliert. Dabei wurden die

biotinylierten Beads selbst hergestellt.

Biotinylierung der Beads:

Zunachst mussten die Magnetic Beads aufbereitet werden. Dazu wurden die
Beads 4x Uber einen Magnet mit Bead-Puffer (PBS/ pH 7/ 0,1 % PEG 6000)
gewaschen und in 50 mL Bead-Puffer bei 4 °C aufbewahrt. 10 mL von den
Beads in Bead-Puffer wurden in RT gebracht und wéhrenddessen 10 mL 1 mM
Biotin-NHS angesetzt. Hierfir wurde 1 mL EtOH mit 1 mL aqua dest. gut
gemischt und 30 pL 300 mM Biotin-NHS (in DMSO) hinzugegeben und wieder
vermischt und zuletzt 8 mL Aqua dest. zugegeben. AnschlieRend wurden diese
10 mL 1 mM Biotin-NHS mit 10 mL Beads in Bead-Puffer fur ein bis zwei
Minuten auf dem Schuttler gemischt und 2 mL 10x Puffer, pH 8 (0,2 M
Phosphat, 0,5 M Borat) hinzugegeben und wiederum fir ein bis zwei Minuten
geschuttelt. Dieser Ansatz musste fir 1 h bei RT ruhen und wurde dann in 1,5
mL ReaktionsgefaRen auf die Magnetvorrichtung verteilt. Die Beads wurden
dann 15x Uber den Magneten mit Bead-Puffer gewaschen und am Ende in 1 mL

Bead-Puffer aufgenommen und bei 4 °C gelagert.

Kopplung von anti FITC-AK
Fur die Kopplung von anti FITC-AK wurde 1 mg Streptavidin mit 20 uL PBS/ 0,5

% BSA gemischt und 5x 10 pyL Anti-Fluorescein isothiocyanate (FITC) Biotin
nacheinander zu pipettiert und jedes Mal gut durchgemischt. Danach musste
der Ansatz fur mind. 24 h bei 4 °C ruhen. Die Gebrauchsldsung wurde dann

noch 1:100 verdiunnt.
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Kopplung Zelltyp spezifischer AK:

Verwendeter FITC-Antikérper Cocktail: (aus Stockldsung)
- 10 uL FITC a-CD8  (spezifisch flr zytotoxische T-Zellen)
- +10 pL FITC a-B220 (spezifisch fur B-Zellen)
- +10 pL FITC a-CD11b (spezifisch fur Makrophagen, Monozyten,
- Granulozyten, NK-Zellen)
- +10 pL FITC a-CD11c (spezifisch fur dendritische Zellen)
- +10 pL FITC a-Terl19 (spezifisch fur Erythrozyten)
- + 10 pL FITC a-CD49b (spezifisch fur NK-Zellen)

Fur die negative CD4+ Zellisolierung wurde das Zellpellet in MACS-Puffer
(250 pL/108 Zellen) resuspendiert und 3 pL/10% Zellen FITC-AK Cocktail
zugegeben. Nach intensiven Mischen wurde der Ansatz fur 20 min bei 4 °C
inkubiert und dann einmal mit MACS-Puffer fir 5 min bei 1500 rpm gewaschen.
Das Pellet wurde in 100 uL/108 Zellen mit 1 pL/108 Zellen Anti-FITC-Biotin/SA
resuspendiert und nach grundlichem Mischen fir 15 min bei 4 °C inkubiert.
Danach wurde 2x mit MACS-Puffer gewaschen und das Pellet in 1500 puL/108
Zellen mit 50 pL/108 Zellen Biotin Micro Beads resuspendiert und ftr 20 min mit
einer niedrigen Stufe auf dem Rotator im Kihlraum inkubiert. Anschlie3end
musste das Reaktionsgefal? fiur 20 min bei RT an den Magneten. Nach der
Inkubationszeit wurde die Suspension vorsichtig abgenommen, da sich die
Beads mit den gebundenen CD4- Zellen durch den Magneten am Rand des
ReaktionsgefaRes angelagert haben. Fur weitere Arbeiten wurden die Zellen
gezahlt und fur die Bestimmung der Aufreinigungs-Effizienz der prozentuale
Anteil von CD4+CD62L+ Zellen mittels Ober-flachenfarbung im FACS

bestimmt.
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2.2.3.3 Stimulierung und Polarisierung der Zellen
Die antigenunabhangige Stimulation von T-Zellen erfolgte durch polyklonale

Aktivierung mittels a-CD3 und a-CD28 Antikdrpern. Zur Polarisierung von
spezifischen Th-Subpopulationen wurde gleichzeitig Zytokin/AK-Cocktails

zugegeben.

Zunachst wurden 24 Well-Zellkulturplatten mit aCD3 beschichtet. Dazu wurde
mit 250 pL/Well aCD3 [5 pg/mL] verdinnt in Coating-Puffer (50 mM Tris-Base/

pH 9,5) fir 3 h bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Wells 3x mit
aufsteigendem Volumen PBS gespilt (500 pL/1000 pL und 1500 pL). Dann
wurden 500 pL/Well der aufgereinigten CD4+ Zellsuspension [2 x 10°

Zellen/mL] ins Well vorgelegt.

Ansetzten der Zytokin-Mixe

ThO Endkonzentration Stammkonzentration
a-CD28 [1 pg/mL] [2,81 mg/mL]
rh IL-2 [50 U/mL] [10000 U/mL]
Thl

a-CD28 [1 pg/mL] [2,81 mg/mL]
a-IL-4 [10 %)] [100 %]

rm IL-12 [10 ng/mL] [20 pg/mL]
Th2

a-CD28 [1 pg/mL] [2,81 mg/mL]
o-IFNy [5 pg/mL] [2,8 mg/mL]
rm IL-4 [20 ng/mL] [20 pg/mL]
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Th9
o-CD28
o-IFNy

rh TGFp1
rh IL-2

Th17
a-CD28
o-IFNy
a-1L-4

rh TGFB1
rm IL-6

Treg
a-CD28
o-IFNy
o-1L-4

rh TGFB1
rh IL-2

[1 pg/mL]
[5 pg/mL]
[2 ng/mL]
[100 U/mL]

[1 pug/mL]
[5 ug/mL]
[10 %]

[0,5 ng/mL]
[20 ng/mL]

[0,5 pg/mL]
[5 ug/mL]
[10 %)]

[2 ng/mL]
[100 U/mL]

[2,81 mg/mL]
[2,8 mg/mL]
[1 pg/mL]
[10000 U/mL]

[2,81 mg/mL]
[2,8 mg/mL]
[100 %]

[1 pg/mL]
[10 pg/mL]

[2,81 mg/mL]
[2,8 mg/mL]
[100 %]

[1 ug/mL]
[10000 U/mL]

Nach dem Ansatz der verschiedenen Zytokin-Cocktails wurden 500 pL dieser

Zytokin-Mixe zu den vorgelegten 500 uL Zellsuspension zugegeben.

Zigarettenrauchmedium (CSE) [100

%] wurde in den entsprechenden

Konzentrationen [1 % und 2 %] den Mischungen der Th-Subpopulation

zugefugt.
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2.2.3.4 Transfer und Restimulation
Nach 72 h wurde die Halfte der Zellsuspension des Wells (500 pL) entnommen

und die Zellen im Casy-Counter gezéhlt und 50 pL der Zellsuspension fir eine
DAPI Farbung in eine 96-Well Rundbodenplatte gegeben. Fiur die Restimulation
wurden 500.000 Zellen fur 5 min bei 1500 rpm zentrifugiert und in 1 mL
Restimulationsmedium aufgenommen und fur 4 h bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert.

Die andere Halfte der Zellsuspension des Wells (500 pL) wurde weiterkultiviert
und der Rest fur die Restimulation eingesetzt. Fur die Weiterkultivierung wurden
die 500 pL Zellsuspension mit Medium bzw. Medium + Zigarettenrauchmedium
(1 % und 2 % CSE) wieder bis zu einem Endvolumen von 1 mL aufgefillit und
mit rh IL-2 50 U/mL [10000 U/mL] in eine neue, nicht mit a-CD3 gecoatete,
Zellkulturplatte gegeben.

2.2.3.5 Proliferationstest
CFDA-SE (Carboxyfluorescein Diacetate Succinimidyl Ester) wird von den

Zellen passiv durch Diffusion aufgenommen und in der Zelle durch Esterasen
zu CFSE konvertiert, welches an intrazellulare Molekile bindet. Durch
anschlieBende Zellteilung nimmt der Gehalt an CFSE proportional zur
Teilungsrate ab, wodurch die Proliferation mittels FACS (FITC-Kanal)
gemessen werden kann.

Stimulierte Zellen (siehe Stimulierung und Polarisierung der Zellen) wurden in
37 °C warmen PBS auf 1x107 Zellen/mL eingestellt, 5 uM CFSE (in PBS)
zugegeben und fur 10 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Im Anschluss wurde die
Zellsuspension mit finffachem Volumen kaltem Medium aufgeftllt und fur 5 min
auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen drei Mal mit Medium gewaschen
und auf 2x10° Zellen/mL eingestellt, 500 pL Zellsuspension in die vorher o CD3
gecoatete Platte ausgesat und mit 500 pL der subtyp-spezifischen Zytokin AK-
Mixe (siehe Stimulierung und Polarisierung von Zellen) kultiviert. Nach 0 h, 24
h, 48 h, 72 h und 144 h wurden die Zellen geerntet, mittels Oberflachenfarbung
gegen CD4 gefarbt, 5 min mit DAPI inkubiert und im FACS analysiert. Wobei in
der Darstellung des Histogramms jeder Peak fir eine Filialgeneration (F) steht.

Der Proliferationsindex wurde anhand der Histogramme der 72h differenzierten
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Zellen ermittelt. Daftr wurden die Filialgenerationen in 8 Gruppen eingeteilt, die
den Zellteilungen entsprechen. Dann wurde der entsprechende prozentuale
Anteil der dort befindlichen Zellen ermittelt und mit der entsprechenden
Zellteilungsgruppe multipliziert. Die Summe aus den Produkten ergibt den Index
(Index = (1 x XY%) + (2 x XY%) + ....(8 X XY%))

2.2.3.6 Zellzahlung
Die Zellzdhlung wurde teils manuell (Neubauer Zahlkammer), Uberwiegend

aber automatisiert mit einem Cell-Counter (CASYe) durchgefihrt. Fir die
automatisierte Methode wurde die Zellsuspension entsprechend der jeweiligen
Zellen (BAL: 1:200; Milz/Lunge: 1:2000) mit einer geratespezifischen
Salzlésung (CASYe Ton) verdinnt und mit dem spezifischen Messprogramm
gemessen. Fur die manuelle Methode wurden die Zellen 1:31 bzw. 1:11 mit
Trypan-Blau verdinnt und 50 pL auf eine Neubauer-Zdhlkammer gegeben.
Anschlie3end wurden zwei grof3e Quadrate gezahlt und dann die Zellzahl nach
folgender Formel bestimmt:

gezahlte Zahl / 2 (Quadrate) * 31 bzw. 11 (Verdinnung) * X (vorhandenes

Volumen der Zellsuspension) / 100 = Anzahl Zellen x10°©
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2.3 invivo

2.3.1 Versuchstiere und Versuchstierhaltung

Fir die in vivo Versuche wurden mannliche C57BIl/6 Mause im Alter von 6-10
Wochen verwendet. Die Tiere wurden in den Raumen der Justus Universitat
Giel3en in einem bellfteten Kafigsystem gehalten, die Raumtemperatur betrug

20 °C, es wurde ein kinstlicher 12 h-Hell-Dunkelzyklus erzeugt.

2.3.2 Protokoll: Einfluss von Zigarettenrauch auf die Differenzierung
der verschiedenen Th-Subtypen

C57BL/6 Mause wurden 6 h taglich, fur 2 (Gruppe 3) oder 5 (Gruppe 2) Monate,
an 5 Tagen in der Woche einer Konzentration von 140 mg/m? Zigarettenrauch
(Kentucky-Forschungszigaretten 3R4F) ausgesetzt (siehe Abb.7).

I Rauch [Monat]

3 5
Tag1l Monat 3 Monat 5
Start Gruppe 1 Start Prap + Analyse
Gruppe 2 Gruppe 3

Abb.7: Protokoll fir das chronische in vivo Maus - Rauchmodel zur Untersuchung des
Einflusses von Zigarettenrauch auf die Differenzierung der verschiedenen Th-Subtypen

Zur Generierung des Zigarettenrauchs wurde ein Rauchgenerator der Firma
Burkhart, aus Wedel (Typ: RGB-01) eingesetzt. Das Verrauchen von Zigaretten
erfolgte mit anschlieBender Verdinnung dieses Hauptstromrauches mit
Frischluft.

Als Kontrolle diente Gruppe 1, die wahrend der gesamten Zeit des Experiments

nur Raumluft ausgesetzt war.
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Etwa 24 h nach der letzten Luft/Rauch Exposition, wurden zundchst am
narkotisierten Tier der Lungenfunktionstest (Compliance und Resistance)
durchgefthrt. Anschliel3end wurden die Tiere getdtet und endblutet. Das Serum
wurde flr die Bestimmung von anti-Elastin IgG-Titern herangezogen. Die BAL
(Bronchoalveolare Lavage) wurde nur an der rechten Lunge durchgefihrt und
fur die Zellzahlbestimmung via Zytospins herangezogen. Die rechte
Lungenhalfte, Lymphknoten und Milz wurden fir FACS-Analysen entnommen.
Die andere Halfte der rechten Lunge wurde sofort bei — 80°C fir gPCR
Analysen gelagert. Die linke Lungenhélfte wurde Uber eine Instillationsapparatur
mit gleichem Druck (mittels 20cm Wassersaule) mit 6%PFA befullt. Diese

Lungen wurden im Anschluss histologisch und morphometrisch untersucht.

2.3.3 Methoden

2.3.3.1 Gewinnung des mit Zigarettenrauch versetztem (CSE) Medium

Das CSE-Medium wurde uns freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Dr.
Ali Onder Yildirim aus dem Comprehensive Pneumology Center des Helmholtz

Zentrum in Miinchen zur Verfiigung gestellt.

Der Rauch von 1 Forschungszigarette (3R4F Kentucky University) wurde in
einem geschlossenen System durch die Leistung einer Pumpe in 10 mL RPMI-
Medium geleitet, anschlie@end das Medium durch einen 0,2 pm Filter
sterilfiltriert, aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.
Dieses Medium wurde als 100 % CSE-Medium definiert.
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2.3.3.2 Probengewinnung aus Versuchstieren

2.3.3.2.1 Invasive Messung der Lungenfunktion
Die Messung der Lungenfunktionsparameter erfolgte invasiv mithilfe eines

Kleintier-Kolbenhub-Respirators (flexiVent Fa.Sqirec (Montreal, Kanada)) unter
kontrollierter Atemmandéver durchgefuhrt. Die Beatmungsfrequenz wurde bei
120/min volumenkontrolliert und drucklimitiert durchgefiihrt. Hierbei wurden das
Tidalvolumen (TV) der Maus auf 10 ml/kg, der maximalen Druck (Pmax) auf 30
cm H20 und der positive endexpiratorische Druck (PEEP) auf 3 cm H20
eingestellt. Zunachst wurde das Versuchstier durch die i.p. Injektion von 50 pl
einer funf fach Narkoselosung (Gemisch aus Ketamin und Rompun (600 mg/kg
Ketamin + 50 mg/kg Rompun)) anasthesiert. Nach Abflachen der Reflexe wurde
die Trachea fir die Intubation frei prapariert, Uber einen Schnitt in die Luftréhre
wurde eine 20-Gauge (G) Stahlkanule eingefuhrt und fixiert. Zur Unterbindung
einer spontanen Atmung oder etwaiges Gegenatmen des Versuchstieres
wurden 50 ul des Muskelrelaxans Esmeron intra muskular (i.m.) appliziert. Nach

Abflachen der spontanen Atmung wurde das Tier zunachst fir 5 min ventiliert.

2.3.3.2.1.1Bestimmung des Atemwegwiderstands (R) und der
Lungencompliance (C)

Der Atemwegswiderstand (Resistance, R), wird aus dem Verhéaltnis der
Druckanderung pro Stromgeschwindigkeit der Atemluft (flow) berechnet. Durch
strukturelle Veranderungen kommt es zu einer Verdickung der Atemwegswand,
woraus die Verkleinerung des Atemweglumens resultiert. Somit wird bei der
Bewegung des gleichen Volumens in obstruierten Atemwegen ein erhohter
Druck aufgebaut, welcher sich in der Erhéhung des Atemwegswiderstands
niederschlagt.

Die Compliance (C) dient als Mal3 der Dehnbarkeit des Gewebes und wird zur
Beschreibung der elastischen Eigenschaften der Lunge herangezogen. Somit
gibt sie an, wie viel Volumen in die Lunge gefillt werden kann, bis der hierbei
entstehende Druck um eine Druckeinheit ansteigt. Daher stellt dieser Parameter

das Verhaltnis zwischen Volumenanderung (AV) pro Druckanderung (Ap) dar.
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Wahrend besonders dehnbare Strukturen eine hohe C besitzen (Emphysem),
zeigen besonders steife Strukturen niedrige Werte (Fibrose). Fur jedes Tier

wurden zehn Messungen vorgenommen, die fur die Analyse gemittelt wurden.

2.3.3.2.2 Serumproben
Nach der Lungenfunktionsanalyse wurden die Versuchstiere durch Punktion der

Bauchvene entblutet und Blut zur Serumgerinnung enthommen. Zur
vollstdndigen Gerinnung wurden die Blutproben flr mindestens eine Stunde bei
4-6 °C inkubiert. AnschlielRend wurden die Proben 30 min bei 2000g und 4 °C
zentrifugiert und die Serumuiberstande vorsichtig abgenommen und

anschlieBend bis zur weiteren Verwendung bei —20 °C gelagert.

2.3.3.2.3 Broncho-alveoléare Lavage (BAL)
Die broncho-alveolare Lavage (BAL) ist eine Methode zur Gewinnung von

Untersuchungsmaterial aus peripheren und distalen Luftwegen der Lunge
(Bronchial und Alveolarbereich). Nach der Lungenfunktion und Endblutung der
Maus wurde der Brustkorb frei prapariert. Die linke Lungenhalfte wurde fest
abgebunden. Uber eine aufgesetzte 1 mL Spritze wurde 1 mL PBS mit
Protease-Inhibitor langsam in die rechte Lungenhalfte appliziert, wieder
entnommen und sofort auf Eis gestellt. Die BAL wurde fur 10 min bei 350 g
zentrifugiert, der zellfreie BAL-Uberstand abgenommen und bei —20 °C
gelagert. Das Zellpellet wurde in 1 mL PBS/1 % BSA resuspendiert und die
Zellzahl mittels Casy Counter bestimmt. Die wurden fur Zytospin - und FACS-

Analysen auf Eis aufbewahrt.

2.3.3.2.4 Perfundieren der Lunge
Um Zellen oder Mediatoren im Lungengewebe zu untersuchen, musste

zunachst das Blut aus der Lunge entfernt werden, um Einflisse durch

zirkulierende Zellen / Mediatoren zu minimieren. Nach der BAL wurde der

Verschluss zum linken Lungenfligel wieder geo6ffnet und anschliel3end die
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Spitze einer Butterfly-Nadel in das rechte Atrium des Herzens geftihrt und tGber
diese eine kalte 0,9 %ige Kochsalzlosung in den Lungenkreislauf zugefihrt.
Durch zyklisches Einblasen von Luft Gber die Tracheal-Kanule wurde das Blut
aus der Lunge gedrickt, bis diese ein blutfreies, weiRes Erscheinungsbild
aufwies. Dann wurde ein Teil der rechten Lungenhélfte fur die Herstellung von
Lungenhomogenat in Medium auf Eis gelagert und der andere Teil der rechten
Lungenhalfte wurde in einem Cryoréhrchen fir die gPCR Analysen bis zur

Aufbewahrung bei -80 °C in Flussigstickstoff schockgefroren.

2.3.3.2.5 Weitere Organpréaparationen
Nach der Perfusion der Lunge und Entnahme der linken Lungenhélfte wurden

die lokalen Lymphknoten und die Milz entnommen und zlgig durch ein Sieb
gedriickt. Die so gewonnene Zellsuspension wurde bis zur weiteren
Verarbeitung auf Eis gelagert. Die linke Lungenhalfte wurde wie im in vivo
Protokoll (siehe 2.3.2) beschrieben mit 6% Paraformaldehyd-Lésung (PFA)

beflllt und entnommen.

2.3.3.3 Probenweiterverarbeitung

2.3.3.3.1 Differenzierung von Leukozytenpopulationen der BAL
Zytospins wurden zur Differenzierung der Zellen aus der BAL hergestellt. Dazu

wurden 50 ul der BAL-Zellen in PBS/1 % BSA in den Zelltrichter (Einsatze der
Zytozentrifuge) pipettiert. Durch die Zentrifugation fir 5 min bei 700 rpm wurden
die Zellen auf einem Objekttrager verteilt und die Flissigkeit wurde durch ein
Filterpapier aufgesogen. Die Praparate wurden 1 h bei Raumtemperatur
getrocknet und dann mittels Diff-Quick-Losung gefarbt. Unter dem
Lichtmikroskop, bei  400-facher  VergroBerung, erfolgte dann die
Zelldifferenzierung anhand morphometrischer Kriterien der einzelnen

Zellsubtypen.
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2.3.3.3.2 Lungenhistologie
Von der in PFA-fixierten Lunge wurden die noch vorhandene Trachea und das

Herz entfernt. AnschlieRend wurde die Lunge in eine warme (37 °C) L6sung
aus 2 % Agarose und 2 % Agar in Aqua dest. gegeben und 1 Stunde bei 4°C
zur Hartung gekuhlt. Nach dieser Festigungsphase wurde die Lunge gemaf
dem ,Systematic Randomized Uniform Sampling® (SURS) Verfahren
transversal in 6 mm dicke Scheiben geschnitten und in Reihe geordnet, in eine
rechteckige Form gelegt und mit 2 %iger Agarose Ubergossen. Dieser
Agaroseblock wurde dann in eine Einbettkassette Uberfihrt und paraffiniert. Die
Einbettung der Lungen in Paraffin erfolgte im Institut fur Pathologie der
Universitat. Von diesen Paraffin-Blocken wurden mittels Mikrotom Schnitte von
3 um Schichtdicke hergestelit.

Die Schnitte wurden nach einer Trockenzeit von mind. 24 h fir 2 x 10 min in
Xylolersatz getaucht und mittels absteigender Alkoholreihe rehydriert (je 2 x 5
min 100 %, 5 min 96 %, 5 min 70 % Ethanol, spilen in Aqua dest.).

Als Ubersichtsfarbung wurde die Hamatoxylin-Eosin (HE) -Farbung
durchgefuhrt.

Die Schnitte wurden dafur zunachst fur 5 min in Hamatoxylin nach Gill 1lI
gegeben, dann folgte das Blauen mit warmem Leitungswasser fir 5 min,
anschlieBend wurde mit Aqua dest. gespult. Im Anschluss erfolgte die Eosin-
Farbung far 2 min und das Spulen mittels Aqua dest.. Danach folgte die
aufsteigende Alkoholreihe, zur Dehydrierung der Proben (1 min 96 %, 2 x 3 min
100 % Ethanol und 2 x 10 min Xylolersatz). Zum Schluss wurden die Proben

mit Histomount eingedeckelt.

2.3.3.3.3 Gewinnung primarer Zellen aus verschiedenen Organen
Die Milz, Lymphknoten und ein Stick der Lunge wurden entnommen und wie

unter 2.3.3.2 beschrieben bis zur weiteren Verarbeitung gelagert. Das

Lungestick wurde mit zwei Skalpellen gut zerkleinert, in 5 mL Medium (1 % Na

Pyruvat, 8 % DNAse und 8 % Collagenase A) aufgenommen und in ein 15 mL

Tube Uberfuhrt. Nach 1 h Inkubation bei 37 °C und anhaltendem Schiitteln

wurde das Gemisch durch ein Nylonsieb (100 pm) gedrickt und nach

Zentrifugation in 5 mL Medium (ohne die oben genannten Zusatze)
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resuspendiert, erneut Uber ein Sieb gegeben und anschlielend auf Eis
gelagert. Zur Erythrozyten-Lyse wurde die Milz - und
Lymphknotenzellsuspension und das Lungenhomogenat nach Verwerfen des
Uberstandes in 5 mL Ammoniumchlorid-Puffer bei RT resuspendiert und fir 4
min inkubiert. Es folgte zur Abstoppung der Lyse die Zugabe von 10 mL PBS +
1 % FCS und eine sofortige Zentrifugation, so dass sich die noch intakten
Zellen im Pellet am Roéhrchenboden sammelten, wahrend die fragmentierten
Erythrozyten oberhalb blieben. Nach Dekantieren des Uberstands wurden die
Pellets in 10 mL PBS + 1% FCS aufgenommen und auf Eis gelagert.
Schlie3lich wurden die Zellzahlen (von Milz, Lungenhomogenat und
Lymphknoten) mithilfe des Casy Counters bestimmt (siehe 2.2.3.6).
Anschliel3end wurden die Zellen fur 4 h mit BrefA/ PMA und lonomycin fir die

FACS Messungen restimuliert.
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2.4 analytische Methoden

2.4.1 Proteinbiochemie

2.4.1.1 Farbungen fur Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS)

2.4.1.1.1 Oberflachenfarbung
Die Oberflachenfarbung kann mit lebenden und in Abhangigkeit vom AK auch

an fixierten Zellen erfolgen. Dabei werden die Zellen mit Fluoreszenzfarbstoff
konjugierten Antikbrpern markiert, die so die Analyse ermdglichen.

Fur diese Farbung wurde eine Zellsuspension mit ca. 1 x 10° Zellen fir 5 min
und 1500 rpm bei 4 °C zentrifugiert und anschlieRend das Pellet fir einen
weiteren Waschschritt in 1 mL MACS-Puffer (PBS + 0,5 % BSA und 2 mM
EDTA) resuspendiert und wiederholt zentrifugiert. Das resultierende Pellet
wurde in 50 pL AK-L6sung suspendiert und bei RT fur 20 min inkubiert.

Im Anschluss erfolgten zwei Waschschritte mit je 500 puL MACS-Puffer.
Anschliel3end wurde das Pellet fiir die Messung am FACS in 150 puL — 200 pL
MACS-Puffer gelost.

Verwendete Oberflachenfarbungen

(Ansatz mit Stocklésungen, Konzentration siehe Tab. 4)
1:100 CD4 APC
1:100 CD62L PE

1:50 CD4 APC
1:20 CD8a FITC
1:50 CD3 PE
1:20 CD45 PercP

1:20 CD45 PercP
1:20 SiglecF PE
1:20 F4/80 APC
1:20 GR-1 FITC
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2.4.1.1.2 Intrazellulare Farbung (ICS)
ICS ist eine Methode, um die spezifische Zytokinsynthese individueller Zellen

innerhalb einer Population am FACS zu messen. Um eine intrazellulare
Anreicherung der Zytokine zu erreichen wurden die Zellen vor der Farbung fur
4 h unspezifisch mittels PMA/ lonomycin in Gegenwart von Brefeldin A stimuliet.
Letzteres verhindert die Sekretion der Zytokine durch limitierter anterograder
Transportmechanismen. AnschlieBend werden die Zellen fixiert und die
Zellmembranen mit dem pflanzlichen Detergenz Saponin perforiert. Nun kénnen
mit Fluoreszensfarbstoffen konjugierte Antikorper in das Zytoplasma eindringen,
an die Interleukine binden und somit einen Nachweis ermdglichen.

Fur die praktische Durchfiihrung wurde eine Zellsuspension von ca. 1 x 108
Zellen fur 5 min bei 1500 rpm bei 4 °C zentrifugiert und das Pellet in 1 mL 2 %
PFA Losung zur Fixierung aufgenommen und 15 min auf Eis inkubiert.
Anschlielend wurde das Pellet nach wiederholtem Zentrifugationsschritt in
1 mL Saponin-Puffer (0,3 % Saponin/ 2% FCS/ PBS) resuspendiert und wieder
zentrifugiert. Nach dem Zentrifugationsschritt wurde das Pellet in 50 pL
Farbmischung aufgenommen. Zu jeder Probe wurden 10 uL Fc-Block (1:100
verdinnt in Saponin-Puffer) zugegeben und fir 20 min im Dunkeln bei RT
inkubiert. Danach wurden 500 pL Saponin-Puffer zugefigt und zentrifugiert.
Das Pellet wurde fir einen weiteren Waschschritt in 500 uL MACS-Puffer
resuspendiert und erneut zentrifugiert. Zum Schluss wurde das Pellet fur die
Messung am FACS in 150 pL — 200 pL MACS-Puffer geldst.

Die Zellen fur die Foxp-3 Farbungen wurden mit extra Foxp-3 Farbungs-Kit

fixiert und statt Saponin-Puffer wurde 1 x Permeabilisierungspuffer verwendet.
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Verwendete Farbmixe

(Ansatz mit Stocklésungen, Konzentration siehe Tab. 4)

Mit 1 x Permeabilisierungspuffer fur Foxp3

1:300 CD4 APC
1:300 Foxp-3 PE

Mit Saponin-Puffer

1:300 CD4 APC und
1:300 IL-4 PE

oder

1:500 IFNy PE

oder

1:500 IL-17 PE
oder

1:300 IL-9 PE

1:300 CD4 APC
1:200 IFNy FITC
1:300 IL-9 PE

1:300 CD4 APC

1:200 IL-17 FITC
1:300 IL-4 PE
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2.4.1.1.3 Lebend-Tot-Farbung
Fur die Lebend-Tot-Farbung an frischen Zellen wurde nach durchgefuhrter

Oberflachenfarbung 1 puL DAPI [10 pg/mL] zur Probe gegeben und die Zellen
nach 5 min Inkubationszeit im Dunkeln, ohne nochmaligen Waschschritt am

FACS gemessen.

Fur die Lebend-Tot-Farbung an fixierten Zellen wurde das Zellpellet vor der
Fixierung fur die Intrazellularfarbung in 1 mL PBS resuspendiert und mit 1 pL
des gelosten Farbstoffs des Live/Dead Fixable Dead Cell Stain Kits fir 30 min
im Dunkeln auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen mit PBS gewaschen
und entsprechend dem Protokoll zur intrazellularen Farbung fixiert.

Zur Bestimmung der Toxizitat des Zigarettenrauchmediums (CSE) wurden die
Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten und mit unterschiedlichen
Konzentrationen an CSE-Medium mittels Lebend-Tot-Farbung untersucht.

2.4.1.2 Durchflusszytometrie

2.4.1.2.1 FACS
Im FACS werden suspendierte Einzelzellen einen Lichtstrahl (Laser) geleitet

und entsprechend ihrer Farbung detektiert. Zunachst wurde eine ungeféarbte
Probe gemessen, um die Spannung der verschiedenen Kandle richtig
einzustellen. Im Anschluss wurden die Isotypkontrollen zu den jeweiligen
Farben gemessen und die Spannung, falls nétig, noch einmal reguliert. Dann
wurden die gefarbten Proben durchgemessen und die Spannung nicht mehr
geandert. Wenn moglich wurden 50.000 Events, aber minimal 10.000 Events,
pro Probe aufgenommen. Hierfir wurde zunachst ein Gate um die Zellen
gelegt, wo sich die Lymphozyten befinden. Von diesem Gate wurde dann die
spezifische Einteilung von CD45, CD4 oder CD8 vorgenommen und von dieser
Population dann die Unterpopulationen analysiert. Falls es eine mehrfarbige
Messung war, wurde die Kompensation nach der Messung durchgefihrt. Zum
Schluss wurden die Proben mit der FACS Diva Software analysiert und als
PDF-Datei ausgedruckt und abgeheftet.
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2.4.1.2.2 FACS Cell Sorting
Das FACS Sort Gerat arbeitet nach demselben Prinzip wie das FACS, nur

zusatzlich kann dieses Gerat die gewiunschte Zellpopulation steril aus der
Zellsuspension sortieren. Mit der so gewonnen reinen Zellpopulation kann nun
in der Zellkultur weitergearbeitet werden.

Die Durchfuhrung erfolgte in Kollaboration mit der AG von Prof. Lohoff.

Fur den FACS Sort mussen die Zellen steril gefarbt werden. Nach dem Sort
wurden die aufgereinigten Zellen auf Eis fur die weitere Bearbeitung mir zur
Verfiigung gestellt. Diese Zellen wurden fir die Untersuchung der Auswirkung
von CSE-Medium auf die Differenzierung von hoch aufgereinigten naiven CD4+

Zellen (siehe 3.1.3) verwendet.

2.4.1.3 Konzentrationsbestimmung von Zytokinen

2.4.1.3.1 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Zunachst wurde die ELISA Platte mit dem entsprechendem Coatingantikorper
(50 pL/ Well) beschichtet und tUber Nacht bei 4 °C inkubiert. Dann wurde die
Platte vier Mal mit dem Waschpuffer (WP) (PBS + 0,1 % Tween 20) gewaschen
und 100 pL pro Well Blockpuffer aufgetragen und fir 2 h bei RT auf einem
Schuttler inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die Standardreihe und Proben
vorbereitet Nach der Inkubationszeit wurde die Platte drei Mal mit dem WP
gewaschen, je 50 pL Probe bzw. Standard pro Well aufgetragen und erneut 2 h
bei RT auf dem Schiittler inkubiert. Danach wurde die Platte vier Mal mit WP
gewaschen und 50 pL des zweiten AK pro Well pipettiert und 2 h bei RT auf
dem Schuttler inkubiert. Danach wurde die Platte vier Mal mit WP gewaschen
und 50 pL (25 pL Streptavidin HRP in 5 mL Probenpuffer) ins Well pipettiert und
fur 20 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Zum letzten Mal wurde die Platte acht
Mal mit WP gewaschen und 100 pL pro Well von der Substratlésung
(Peroxidase, POD) zugegeben und im Dunkeln inkubiert (max. 30 min) bis eine
Blaufarbung zu sehen war. Zum Schluss wurde diese Reaktion mit 50 pL pro

Well 2 M Schwefelsaure gestoppt, wodurch man einen Umschlag von blau in
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gelb sehen konnte. Die Platte wurde dann bei 450 nm am Tecan Reader
gemessen und mit der Software Magellan 3 analysiert.

Spezifische Reagenzien der verwendeten ELISAS:

Transforming growth factor betal (TGF 31)
1. AK: anti-mouse TGFR1 [4 pg/mL] in PBS
2. AK: biotinylierter chicken-anti TGFR1 [75 ng/mL] in Probenpuffer
Standard: rekombinantes TGFR1 in Probenpuffer vediinnnen 1:2
Verdinnungsreihe, Start: [2000 pg/mL]
Probenpuffer: PBS/ 1 % BSA/ 0,05 % Tween 20
Blockpuffer: PBS/ 5 % Tween 20

Besonderheit: Die Proben mussten aktiviert werden. Daflr wurden 100 pL
der Probe mit 20 pL 1 M HCL gemischt und fir 10 min bei RT inkubiert.
Dann wurde die Reaktion mit 20 pL 1,2 M NaOH/0,5 M HEPES gestoppt.

Der daraus resultierende Verdiinnungsfaktor von 1:1,4 wurde bei der

Analyse beachtet.

Interferon gamma (IFNy)
1. AK:rat, anti-mouse IFNy [3 pg/mL] in Coatingpuffer
2. AK: biotinylierter anti-mouse IFNy [1 pg/mL] in Probenpuffer
Standard: rekombinantes IFNy in Probenpuffer vediinnnen 1:2
Verdinnungsreihe, Start: [10 ng/mL]
Coatingpuffer: 0,1 M NaHCO3
Probenpuffer: PBS/ 0,1% Tween 20
Blockpuffer: PBS/ 1 % BSA

Interleukin 9 (IL-9)
1. AK:rat, anti-mouse IL-9 [2 pug/mL] in Coating Puffer
2. AK: biotinylierter hamster anti-mouse IL-9 [1 ug/mL] in Probenpuffer
Standard: rekombinantes IL-9 in Probenpuffer vediinnnen 1:2
Verdunnungsreihe, Start: [1 ng/mL]
Coatingpuffer: 0,1 M NaHCOs
Probenpuffer: PBS/ 0,05% Tween 20

Blockpuffer: PBS/ 3 % BSA
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2.4.1.3.2 Cytometric Bead Array (CBA)
Die neue und innovative CBA-Technologie ermoglicht die quantitative

Bestimmung von Zytokinen, Chemokinen oder auch Phosphoproteinen. Im
Vergleich zur ELISA- und auch zur Western-Blot-Technik bietet das Verfahren
jedoch die Mdglichkeit der simultanen Quantifizierung, z. B. verschiedene

Zytokine aus einer geringen Menge Probenmaterial (50 pL).

Verwendete Maus-Zytokin-Flex-Sets von BD Biosciences:
TNF, IFNy, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13, IL17A, und IL-21

Fur die Vorbereitung der Standards wurden die Zytokin spezifischen Standard-
Beads in einem FACS Ro6hrchen in 1 mL Assay-Diluent suspendiert und 15 min
bei RT inkubiert. Dann wurde eine Verdunnungsreihe von 1:2 bis 1:1024
hergestellt. Assay-Diluent diente als Negativkontrolle. Die Proben wurden
aufgetaut und unverdiinnt und 1:5 verdiinnt eingesetzt. Die Zytokin spezifischen
Capture Bead Stocks wurden gut gemischt, um die Beads zu resuspendieren.
Pro Well wurde 1 pL Capture Bead pro Zytokin zupipettiert und dann das
Gesamtvolumen mit 30 ul Capture-Bead-Diluent auf 40 pL aufgefillt. Zu diesen
40 pL wurden pro Well 50 yL Standard bzw. Probe hinzugefugt. Die Platte
wurde fir 5 min bei 500 rpm geschuttelt und dann fir 1 h im Dunkeln inkubiert.
Die PE markierten Sekundar-AK wurden in der Zwischenzeit gut gemischt und
1 pL davon pro Zytokin verwendet und mit 30 uL PE Detektions-Reagent-
Diluent auf 40 uL aufgefullt. Bis zur weiteren Verarbeitung wurde dieser Ansatz
bei 4 °C gelagert. Nach der Inkubationszeit wurden diese 40 pL PE
Detektionsansatz pro Well pipettiert und die Platte erneut fir 5 min bei 500 rpm
geschattelt und 2 h im Dunkeln inkubiert. Dann wurde die Platte fir 5 min bei
1200 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Danach wurden 200 pL
WP ins Well gegeben und die Platte wurde erneut zentrifugiert und der US
erneut verworfen. Zum Schluss wurden 180 uL WP ins Well gegeben und die
Platte ein letztes Mal fir 5 min bei 500 rpm geschittelt. Dann erfolgte die

Messung am FACS Array Bioanalyser.
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2.4.1.4 Proteinnachweis mittels Western Blot
Folgende proteinbiochemischen Methoden wurden mit den von mir

gewonnenen Proben von Frau Dr. Frobius (Mitarbeiterin AG Garn, Institut far

Laboratoriumsmedizin, in Marburg) durchgefuhrt.

2.4.1.4.1 Protein- Isolierung
Bei -80 °C gelagerte Zellpellets von je 2 x 10® Zellen wurden in 100 pL RIPA-

Puffer aufgenommen und fir 15 min unter standiger Rotation bei RT lysiert.
Anschlieend wurden die Proben fir 15 min bei 12000 rpm bei 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand, welcher die Proteinfraktion enthielt, wurde

abgenommen und in ein neues Reaktionsgefal? tberfuhrt.

2.4.1.4.2 Protein- Fallung und Konzentrationsbestimmung mittels BCA
Dem Zelllysat wurde nach der Protein-Isolierung das Vierfache Volumen an

eisgekuhltem Aceton (400 pL) beigemischt und fir 2 h bei —20 °C inkubiert.
Durch diesen Fallungsschritt wurde den Proteinen die Hydrathille entzogen.
Anschliel3end wurde der Ansatz 15 min bei 12000 rpm bei 4 °C zentrifugiert und
das Aceton vorsichtig abgenommen. Das luftgetrocknete Pellet wurde mit 30 L
1x Laemmli-Puffer resuspendiert. Die Proteinbestimmung wurde mittels
kolorimetrischem Bichinonic-Assay  (BCA), laut  Herstellerangaben,

durchgefuhrt.

Die folgenden zwei Methoden wurden nur von Frau Dr. Frobius praktisch
durchgefuihrt, daher erfolgen keine Durchfihrungserklarungen zu diesen

Schritten, sondern nur kurze Erklarungen zur Methode.

2.4.1.4.3 Western Blot
Der Western Blot ist eine Methode, bei der elektrophoretisch aufgetrennte

Proteine aus einem Trenngel auf einen geeigneten Trager, PVDF-Membran,

ubertragen werden. Diese Ubertragung beschreibt den Begriff ,Blot”.
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Da die Proteine nach dem Transfer fir die Behandlung mit verschiedenen
Liganden, Antikorpern, Lectinen oder Enzymsubstraten zuganglich sind, erlaubt
der Einsatz der Blotting-Technik nicht nur auf einfache Weise qualitative und
guantitative Bestimmungen einzelner Proteine, in einem komplexen Gemisch

anderer Proteine, sondern auch deren Identifikation.

2.4.1.4.4 Strippen von PVDF- Membranen
Um auf einer bereits verwendeten Membran noch ein weiteres Protein

immunologisch zu detektieren, wurde die PVDF-Membran ,gestrippt®.

2.4.2 Molekularbiologische Methoden

2.4.2.1 RNA-Aufreinigung
Die Zellpellets wurden mit 350 pL RLT Puffer + 1 % B-MCE bei — 80 °C

weggefroren, da das B-MCE die RNA stabilisiert und eine RNA-Aufreinigung zu
einem spateren Zeitpunkt ermdglicht. Das Lungengewebe wurde in einem
Cryoréhrchen bis zur weiteren Verarbeitung ebenfalls bei — 80 °C gelagert. Die
zellulare RNA wurde mittels RNeasy Mini Kit von Qiagen isoliert.

Die in RLT Puffer + 1 % R-MCE versetzten Zellen wurden aufgetaut und
gleiches Volumen (350 uL) 70 %iger Ethanol zugegeben, gemischt und auf eine
Mini Saule gegeben. Das Lungengewebe wurde mit einem Mérser und 350 pl
RLT Puffer + 1 % R-MCE homogenisiert, mittels 1 mL Spritze in ein
Reaktionsgefal3 tberfihrt, mit 350 uL 70 %igem Ethanol aufgefillt, gemischt
und auf eine Mini Saule gegeben. Diese Saulen wurden 1 min bei 8000 rpm
und RT zentrifugiert und der Durchlauf verworfen. Die Saulen wurden dann auf
ein neues Collection Tube gesetzt und 700 uL RW21 Puffer zugegeben.
Anschlieend wurden die Saulen wieder zentrifugiert, der Durchlauf erneut
verworfen und dann die Saulen zwei Mal mit 500 uL RPE Puffer gesplilt. Der
letzte Zentrifugationsschritt erfolgte fir 2 min bei 13000 rpm und RT. Nachdem
der Durchlauf verworfen wurde, wurden die leeren S&ulen nochmals fir 1 min

bei 13000 rpm und RT zentrifugiert und die Saulen anschlieend auf ein neues
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1,5 mL Reaktionsgefal3 (RNase frei) Uberfihrt. Dann wurden 30 pL RNase
freies Wasser auf die Mitte der Membran von den S&aulen gegeben und 1 min
bei 8000 rpm und RT zentrifugiert. Dieser Durchlauf wurde erneut auf die
Saulen aufgetragen und zentrifugiert. Der resultierende Durchlauf enthielt die
eluierte RNA. Die RNA-Konzentration wurde durch spektrophotometrische
Messung mittels Nano-Drop ermittelt und die RNA fur weitere Arbeiten bei -80

°C gelagert.

2.4.2.2 DNA Verdau
Zur Eliminierung kontaminierender DNA wurde anschlieBend noch eine

Inkubation mit DNase | durchgefihrt. Dazu wurden pro Probe 2,5 pL DNase
Puffer und 1 uL DNase 1 zugegeben und der Ansatz gut gemischt und fir 15
min bei RT inkubiert. Dann wurde 1 pL EDTA zugefugt, gemischt und fur
weitere 10 min nun bei 65 °C inkubiert. Anschliel3end wurde die Probe auf Eis
gestellt und die RNA-Konzentration bzw. das Verhaltnis von 260/280 nm am

Nano-Drop gemessen und flr weitere Arbeiten bei -80 °C gelagert.

2.4.2.3 cDNA Synthese aus aufgereinigter mRNA
Zur mRNA-Expressionsanalyse wurden mRNAs mittels Omniscript RT Kit von

Qiagen in komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben. Die cDNA kann dann
in der gPCR zur Vervielfaltigung und Quantifizierung eingesetzt werden. Hierzu
wurde die RNA mit Oligo (dT)18-Primern, RT-Puffer, ANTP’s, ORT und Wasser
versetzt. Zuerst wurde der Ansatz auf 70 °C erhitzt, um Sekundéarstrukturen der
RNA aufzuschmelzen. Die Primer hybridisieren mit dem Poly-A-Schwanz der
MRNASs bei der Abkihlung auf 4 °C. Nun kann eine Reverse-Transkriptase den
RNA Strang in DNA umschreiben, wofiir noch Nukleotide im Uberschuss, ein
RNase-Inhibitor und ein entsprechender Puffer bendtigt werden.
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Die aufgereinigte RNA wurde mit RNase freiem Wasser auf eine Konzentration
von 500 ng in einem Volumen von 10 pL eingestellt. Folgende Reagenzien

wurden zu einem Endvolumen von 20 pL hinzugefigt:

- RT-Puffer 2 uL
- dNTP’s 2 UL
- Oligo dT 18 1L
- ORT 1L
- Wasser 4 uL

Dieser Ansatz wurde gut gemischt, kurz anzentrifugiert und fur 1 h bei 37 °C
inkubiert. AnschlieBend folgten 5 min bei 93 °C und bis zur Entnahme der
Proben aus dem Gerat (Biometra) wurden sie bei 4 °C gekuhlt. Die

resultierende cDNA wurde bis zur weiteren Verarbeitung bei -20 °C gelagert.

2.4.2.4 Quantitative real time PCR
Die quantitative real time PCR wurde in einem Gerat durchgefiihrt, das aus

einer Kombination von PCR-Gerdt mit Fluoreszenz-Detektion besteht
(RotorGenetm3000 von  Corbett). Die PCR wurde mit dem
QuantitTectrmSYBReGreen-Kit durchgefihrt.

Um die Expressionsunterschiede von in cDNA umgewandelter mRNA zwischen
unterschiedlichen Proben vergleichen zu kénnen, wurde zuséatzlich zu dem
,Gene of interest® auch die Anzahl von mRNA Kopien eines ,Housekeeping-
Genes®, hier L32 (60S ribosomal protein L32), bestimmt. Es wird davon
ausgegangen, dass Housekeeping-Gene in jedem Zelltyp zu jeder Zeit
gleichmafig exprimiert werden. Somit lassen sich durch die Bildung einer
Subtraktion aus Expression der zu untersuchenden mRNA mit der Expression
des Housekeeping Gens die Proben normalisieren. AnschlieRend wurde die
relative Expression der Gene noch auf das Niveau der Kontroll-Zellen (ThO bzw.
Th Subtyp) kalibriert. Als Streuungsmal3 wurde die Standardabweichung nach
der AACT Methode (Livak und Schmittgen 2001) berechnet.
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Fir die quantitative PCR wurde folgender Ansatz verwendet:

Master Mix (MM): pro Probe 5 pL QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix
+ 0,5 pL sense Primer (10 pmol)
+ 0,5 pL antisense Primer (10 pmol)

+ 3,5 L RNAse freies Wasser

9 uL MM + 1 uL cDNA (aus Reversen Transkription) wurden gekuihlt in ein

geratespezifisches Probengefald pipettiert und ins Gerat gestellt.

Das Programm flir den RotorGene sah folgendermal3en aus:

Aktivierungs-Schritt: 15 min 95 °C

Denaturierung: 15 sec 94 °C
Annealing: 30 sec 58-62 °C
Extension: 30 sec 70 °C 40-45 Zyklen

Schmelzkurve:

schnelles Hochheizen auf 95 °C, dann schnelles Abkiihlen auf 72 °C
Temperaturgradient 72 °C bis 95 °C in Intervallen von 0,1 °C

Abkuhlen auf 40 °C

Die optimale Annealing-Temperatur ist Primer-abhé&ngig und wurde flr jeden

Primer in Vorversuchen getestet. (spez. Temperatur siehe Tab.7 Primer)

2.5 Statistische Analyse
Die statistische Auswertung, die graphische Darstellung der Datenanalyse und

die Berechnung der Signifikanz wurde mit der Software GraphPad Prisme
(Version 5, Firma: Graph Pad Software) durchgefihrt. Alle Werte sind als
Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) angegeben. Fir die
Berechnung von Unterschieden zwischen den Vergleichsgruppen bezlglich
ihrer statistischen Signifikanz wurde der zweiseitige T-Test verwendet. Ein p-
Wert von < 0.05 wurde als signifikant festgelegt. Als Streuungsmald der gPCR
wurde die Standardabweichung nach der AACt Methode (Livak und Schmittgen

2001) berechnet.
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3 Ergebnisse
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung und Beschreibung des

Einflusses von CSE-Medium auf die Differenzierung von murinen naiven CD4+
Zellen in verschiedene Th Subtypen (Thl/ Th2/ Th9/ Th1l7 und Treg).
AulRRerdem sollte der Einfluss von CSE-Medium auf die Funktion bereits
differenzierter Th Subtypen untersucht werden. Die Ubertragbarkeit der in vitro
Beobachtungen wurde anhand eines murinen Modells mit
Zigarettenrauchexposition in vivo tberprift.

Diese Untersuchungen dienen der Aufklarung von bei COPD-Patienten
zugrunde liegenden (durch Zigarettenrauch induzierte) Pathomechanismen, die
hinsichtlich der pathologischen Anderungen in der CD4+ Zelldifferenzierung

bisher nur unzureichend untersucht sind.

3.1 Ergebnisse der in vitro Untersuchungen

3.1.1 Einfluss von CSE-Medium auf Vitalitat und Proliferation
priméarer muriner CD4+ Zellen

Vitalitat

Zunachst wurden die toxischen Grenzwerte des verwendeten CSE-Mediums
(CSE) auf primare CD4+ Zellen bestimmt. Hierzu wurden naive CD4+ Zellen
aus der Milz von C57BI/6 Mausen isoliert, mit aCD3/aCD28 und IL-2 stimuliert
und mit verschiedenen Konzentrationen CSE kultiviert. Als negative Kontrolle
wurden die Zellen mit 100 %igen Ethanol fixiert. Die Analyse mittels
Durchflusszytometrie erfolgte nach 6, 24, 48 und 72 Stunden. Als
Analyseparameter wurde die Lebend-Tot-Farbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff
DAPI verwendet. Dieser Farbstoff gelangt nur in tote Zellen, da deren
Membranintegritat gestort ist. Die ermittelten Werte wurden in Bezug gesetzt
zur Positivkontrolle (CSE-unbehandelte stimulierte Zellen) und relativ dargestellt
(siehe Abb. 8).

In diesem Versuch konnte eine konzentrations- und zeitabhéngige Toxizitat fur
CSE festgestellt werden, die nach 48 h stagnierte (siehe Abb. 8). Nach 6 h
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Inkubation mit 10 % CSE waren nur noch 26 % der Zellen vital. Weitere 18 h
spater (24 h Inkubation) konnten keine lebenden Zellen nach Inkubation mit
10 % CSE nachgewiesen werden. Die Behandlung mit 5 % CSE bewirkte einen
Ruckgang von 96 % (6 h) auf 22 % (24 h) lebende Zellen. Nach 48 h Inkubation
wurde eine Vitalitdtsrate von 0 % bei den mit 5 % CSE behandelten Zellen
nachgewiesen und die Vitalitdt nach Behandlung mit 2,5 % CSE sank von 63 %
(24 h) auf 42 % (48 h) lebende Zellen. Bei geringeren CSE Konzentrationen war
der prozentuale Rlckgang von lebenden Zellen deutlich geringer. Eine
Verlangerung der Inkubation von 48 h auf 72 h bewirkte keine weiteren
Unterschiede in der Vitalitat.

Vitalitatstest (DAPI)

-~ 6 h
- 24h
~¥-48h
——72h

% an lebenden Zellen
normalisiert zur
Mediumkontrolle

CSE im Medium [%]

Abb. 8: Bestimmung der toxischen Grenzwerte des CSE-Mediums

Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57BI/6 Mausen wurden mit
absteigenden Konzentrationen (10 — 0,075 %) an CSE-Medium fir 6, 24, 48 und 72 h mit
aCD3/aCD28 und IL-2 inkubiert. Als Negativkontrolle wurde den Zellen 50 pL 100 %iger
Ethanol zugefiigt und die Positivkontrolle wurde ohne CSE-Medium kultiviert. Die im FACS
ermittelten Werte wurden zur Positivkontrolle normalisiert und sind als Prozentwert
dargestellt. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM von n=3 Versuchsanséatzen

Anhand dieser Ergebnisse wurden zwei Konzentrationen an CSE gewéahlt, um
die folgenden Versuche der vorliegenden Arbeit durchzufihren. Zum einen
wurde die Konzentration von 1 % CSE gewahlt, da bei dieser Konzentration nur
marginale Einflisse von CSE auf die Vitalitat der Zellen festgestellt wurden.
Zum anderen wurde die Konzentration von 2 % CSE verwendet, da hier nach
72 h der halbmaximale toxische Effekt nachgewiesen wurde und somit ein

groRRerer Effekt von CSE zu erwarten war.
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Proliferation

Mit den festgelegten CSE Konzentrationen wurde nun der Einfluss auf die
Proliferation der einzelnen Th Subtypen bestimmt. Hierflir wurden naive CD4+
Zellen aus der Milz aufgereinigt, mit Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester
(CFSE) markiert und mit spezifischen Zytokin-Mixen in die entsprechenden Th
Subtypen polarisiert (ThO/ Thl/ Th2/ Thl7 und Treg). Die intrazellulare
Verdinnung des Farbstoffes bei der Zellteilung wurde durchflusszytometrisch
gemessen. Der Farbstoff diffundiert passiv in die Zellen und bindet an
intrazellulare Molekule. Durch eine Zellteilung wird auch der Gehalt an CFSE in
der Zelle geteilt und an die nachste Filialgeneration weitergegeben. So kann
man im FACS anhand der Fluoreszenzintensitaten der einzelnen Peaks den
prozentualen Anteil der geteilten Zellen in den verschiedenen Filialgenerationen
ermitteln. Zunéchst wurde an Tag O der Ausgangswert der mittleren
Fluoreszenzintensitat (MFI) des aufgenommenen CFSE bestimmt. Die MFI
wurde von den lebenden Zellen (DAPI negativ) nach 24, 48, 72 und 144 h far
alle Th Subtypen gemessen (siehe Anhang Abb. S1-5).

Wahrend nach 24 h noch keine Proliferation festgestellt werden konnte, hatten
sich die Zellen nach 48 h ein- bis zweimal geteilt, was durch die entstandenen
Peaks in den Histogrammen zu erkennen war (siehe Anhang Abb. S1-5). Durch
die Einteilung der einzelnen Peaks in verschiedene Filialgenerationen (F1-8)
konnte durch die geringere Anzahl entstandener Peaks deutlich gezeigt
werden, dass sich die verschiedenen Th Subtypen nach Zugabe von 2 % CSE
weniger oft geteilt haben (siehe Abb. 9A). Dies wurde auch durch eine hdhere
gesamt MFI von circa 55.000 fur alle mit 2 % CSE kultivierten Th Subtypen
bestétigt (siehe Abb. 9B). Im Gegensatz dazu wurde bei den Th Subtypen, die
mit 1 % CSE oder ohne CSE kultiviert wurden eine geringere MFI ca. 40.000
(1% CSE) und ca. 20.000 (Medium) detektiert (siehe Abb. 9B). Fur die
Ermittlung des Proliferationsindexes wurde der entsprechende prozentuale
Anteil der Zellen in den einzelnen Filialgenerationen (F1-8) ermittelt und mit der
Anzahl der Zellteilungen (1-8) multipliziert. Die Summe aus diesen Produkten

ergab den in Abb. 10 dargestellten Proliferationsindex.
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Abb. 9: Einfluss des CSE-Mediums auf die Proliferation verschiedener Th Subtypen
Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57BI/6 Mausen wurden mit CFSE
markiert und mit aCD3/aCD28 + IL-2 (ThO) £ CSE bzw. mit dem jeweiligen Zytokin-Mix (Th1/
Th2/ Th1l7 und Treg) £ CSE polarisiert. Gezeigt sind von lebenden Zellen (DAPI negativ)
nach 72 h Kultivierung (A) reprasentative Histogramme und (B) die mittlere
Fluoreszenzintensitat von CFSE; Mittelwerte + SEM von n=3 Versuchsansatzen; *p<0,05,
**p<0,01 und ***p<0,001
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Abb. 10: Proliferationsindex differenzierter Th Subpopulationen nach Inkubation mit
CSE nach 72 h

Daten wurden mittels CFSE-Histogramme (Abb. 2B) berechnet. Das Histogramm wurde in 8
Filialgenerationen eingeteilt und der prozentuale Anteil der dort befindlichen Zellen
bestimmt. Die Summe der Produkte der prozentualen Anzahl der Zellen mit der jeweiligen
Filialgeneration (F1-8) ergab den Index-Wert. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM von n=3
Versuchsansatzen, *p<0,05 und ***p<0,001 bezogen auf die Population ohne CSE
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Im Allgemeinen konnte man anhand des Proliferationsindexes zum 72 h
Zeitpunkt sehen, dass mit steigender CSE Konzentration die Proliferation aller
Th Subtypen (ThO/ Th1l/ Th2/ TH17 und Treg) signifikant verzogert wurde (siehe
Abb. 10). Bei Thl und Th2 Zellen ergaben sich durch die Zugabe von 1 % CSE
noch keine signifikanten Unterschiede im Proliferationsindex, aber fir 2 % CSE
zeigten sich signifikante Verzogerungen.

Fur den 144 h Zeitpunkt konnte allerdings gezeigt werden, dass sich die mit
1% und 2 % CSE Kkultivierten Zellen genauso oft geteilt hatten wie die
Kontrollgruppen ohne CSE (siehe Anhang Abb. S1-5). Zusammenfassend ist
damit nachgewiesen, dass CSE in steigender Konzentration die Proliferation

zunehmend initial verzégert, aber nicht ganzlich hemmt.

3.1.2 Untersuchungen zur potentiellen Induktion einer
T-Zelldifferenzierung durch CSE-Medium

Naive C S E

T-Zellen

v

Fur die Untersuchungen zur Klarung der Fragestellung, welchen Effekt CSE
wahrend der Expansion von ThO Zellen wunter nicht polarisierenden
Bedingungen hat, wurden naive CD4+ Zellen aus den Milzen von C57BI/6
Mausen isoliert. Die Effizienz der Aufreinigung wurde im FACS mit den
Oberflachenmarkern fir naive CD4 Zellen bestimmt (CD4-APC und CDG62L-
PE).

Alle Versuche der vorliegenden Arbeit wurden mit Reinheiten von mindestens
80 % CD4+CD62L+ Zellen durchgefihrt (siehe Abb. 11A). AnschlieRend
wurden in den restlichen ca. 20 % der aufgereinigten Zellen (CD4+CD62L-) der
Anteil bereits differenzierter CD4+ Subpopulationen bestimmt (siehe Abb. 11B).
Der grof3te Anteil waren mit 11 % IFNy+ Zellen, gefolgt von 2,8 % Foxp-3+;
1,9 % IL-17+ und 1,2 % IL-4+ Zellen.
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Abb. 11: Reinheit von aufgereinigten naiven CD4+ Zellen
Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57BI/6 Mausen wurden im FACS mit
anti-Maus CD4-Antikdrper (APC) und anti-Maus CDG62L-Antikérper (PE) gefarbt um die
Reinheit zu bestimmen (A). Die aufgereinigten Zellen wurden fir 4 h mit BrefA, lonomycin
und PMA restimuliert, um die vorhandenen differenzierten Populationen im FACS zu
bestimmen (B). Fir die intrazellulare Farbung wurden die Zellen mit 2 % PFA fixiert und mit
anti-Maus Foxp-3, IL-17, IL-4 oder IFNy— Antikdrpern (PE) sowie anti-Maus CD4-
Antikdrper (APC) gefarbt. Gezeigt sind reprasentativ (A) ein Dot Plot und (B) Ergebnisse
einer reprasentativen Restimulation
Die aufgereinigten naiven CD4+ Zellen wurden unter nicht polarisierenden ThO
Bedingungen (aCD3/aCD28 + IL-2) fir 3 Tage + CSE stimuliert. Dann wurden
die Zellen fur die klonale Expansion gesplittet und fur wiederum 3 Tage auf eine
neue Platte, ohne aCD3, pipettiert und mit Medium + IL-2 + CSE wieder auf das
Ausgangsvolumen aufgefillt. An Tag 3 und Tag 6 wurden mittels spezifischer
intrazellularer Marker die relative Zellzahl und die MFI der einzelnen Th
Subpopulationen (Th1l/ Th2/ Th17 und Treg) bestimmt. In Abb. 12 dargestellt ist
die relative Zellzahl differenzierter Zellen als prozentualer Anteil des jeweiligen
Th-Subtyps im Vergleich zur Mediumkontrolle. Der durchschnittliche
prozentuale Anteil differenzierter Zellen in der Mediumkontrolle ist als Zahl Uber
dem Balken angegeben. Dieser Wert wurde 100 % gesetzt. Die relative MFI ist
ebenfalls als prozentualer Anteil im Vergleich zur Mediumkontrolle dargestellt.
Nach 3 Tagen Stimulation konnte bei einem durchschnittichen Ausgangswert
von 16,6 % IFNy+ Thl Zellen kein Anstieg der relativen Zellzahl fur CSE
inkubierte Zellen gesehen werden, wobei die relative MFI allerdings bei den
Zellen mit 2 % CSE signifikant erhéht war, was auf eine gesteigerte
Zytokinproduktion hinweist (siehe Abb. 12). Nach 6 Tagen sah man bei beiden
Konzentrationen von CSE signifikant erhohte relative Zellzahlen von IFNy+

Zellen, was flr eine unterstitzende und steigernde Wirkung von CSE auf die
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Proliferation von Th1 Zellen spricht. Im Vergleich zur Mediumkontrolle zeigte die
relative MFI fir 1 % CSE allerdings einen Abfall und fur 2 % CSE zeigte sich
nun kein Unterschied mehr. Die IL-4+ Th2 Zellen konnten im FACS erst nach
der klonalen Expansion an Tag 6 detektiert werden. Hier zeigte sich flur die mit
1 % CSE behandelten Zellen eine signifikante Reduktion der IL-4+ Zellen und
fur 2 % CSE kein Unterschied, wodurch hier kein eindeutiger Trend zu
erkennen war. Aufgrund geringer Zellzahlen an beiden Analysetagen war die
Ermittlung der MFI von IL-4+ und IL-17+ Zellen nicht mdglich. An Tag 3 konnten
im Vergleich zur Mediumkontrolle signifikant mehr IL-17+ Zellen detektiert
werden, allerdings war der durchschnittliche Ausgangswert von 0,6 % IL-17+
Th17 Zellen hier nur sehr gering. Die relative Zellzahl steigerte sich durch die
Gabe von CSE auf bis zu 3 % IL-17+ Th17 Zellen. Fur die Foxp-3+ Zellen
zeigten sich fir Tag 3 und Tag 6 signifikante Zunahmen der relativen Zellzahlen
durch die Zugabe von CSE im Vergleich zur Mediumkontrolle, wobei an Tag 6
mit 1 % CSE nur ein Trend fiir die Zunahme von Foxp-3+ Zellen zu sehen war.

Die relative MFI war nur an Tag 3 fur die Zellen mit 2 % CSE signifikant erhoht.
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Abb. 12: Einfluss von CSE-Medium auf intrazellulare Marker wahrend der Differenzierung

von ThO Zellen
Beschreibung siehe nachste Seite
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Abb. 12: Einfluss von CSE-Medium auf intrazellulare Marker wéahrend der
Differenzierung von ThO Zellen

Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57BI/6 Mausen wurden unter ThO
Bedingungen (+ IL-2) mit aCD3/aCD28 + CSE fir 3 Tage stimuliert. Nach 3 Tagen wurden
die Zellen fir die klonale Expansion gesplittet und wieder mit frischem Medium + CSE + IL-2
aufgefillt. Die Analyse der intrazellularen Marker erfolgte jeweils an Tag 3 und Tag 6 indem
die Zellen 4 h mit BrefA, lonomycin und PMA restimuliert wurden und nach Fixierung mit
2 % PFA fur die jeweiligen Marker fur die FACS Messungen intrazellular gefarbt wurden.
Gezeigt sind die relativen Zellzahlen (Zahl Uber dem Balken beschreibt den durchschnittlich
prozentualen Anteil an differenzierten Zellen in der Mediumkontrolle) und die MFI des
prozentualen Anteiles des jeweiligen Th Subtyps im Vergleich zur Mediumkontrolle als
Mittelwerte + SEM von n=3-5 Versuchsansétzen in Triplikaten, **p<0,01 und ***p<0,001

Einfluss von CSE auf die Differenzierung von ThO zu Thl Zellen

CSE zeigte eine unterstutzende und steigernde Wirkung auf die Expansion von
IFNy+ Thl Zellen unter nicht polarisierenden Bedingungen (siehe Abb. 12).
Daher stellte sich die Frage, ob der Haupttranskriptionsfaktor von Thl Zellen,
Tbet, durch die Gabe von CSE direkt reguliert wird. Dazu wurden die Zellen wie
oben erlautert kultiviert und die Zellen nach 2 Tagen Stimulation fir die Analyse
der mRNA entnommen. Die Proben fir den Proteinnachweis von Thet wurden
erst nach 3 Tagen Stimulation und weiteren 24 h Restimulation mit aCD3
untersucht.

Mit 2 % CSE behandelte Zellen zeigten hierbei einen schwachen, aber
signifikanten Anstieg der relativen Genexpression von Thbet (siehe Abb. 13). Auf
der Proteinebene zeigte sich fir Tbet durch CSE ein sichtbarer Rickgang
(siehe Abb. 14 rote Pfeil), was im Gegensatz zu den Ergebnissen der mRNA
(siehe Abb. 13) und der durchflusszytometrischen Analyse steht (siehe Abb.12).

ThO ->Th1l (Thet)

2.01
%

T

1.54

1.04 ==

0.5+4
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0.0 T T T
medium 1% 2%

CSE
Abb. 13: Bestimmung der relativen Genexpression des Th1l Transkriptionsfaktors Thet
Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57BIl/6 M&usen wurden unter ThO
Bedingungen mit aCD3/aCD28 + IL-2 + CSE fur 2 Tage stimuliert und mittels gPCR wurde
die relative Genexpression von Thet bestimmt. Gezeigt sind Mittelwerte £+ SEM von 2-24CT
bezogen auf die Kontrollgruppe ohne CSE (normalisiert auf die ermittelten ACT Werte des
housekeeping Gens L32) n=3 Versuchsansatze, *p<0,05
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Abb. 14: Proteinnachweis fur den Thl Transkriptionsfaktor Thet

Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57Bl/6 Mausen wurden unter ThO
Bedingungen mit aCD3/aCD28 + IL-2 + CSE fur 3 Tage stimuliert und fur 24 h mit aCD3
restimuliert. Der WB wurde von Frau Dr. Frébius (Mitarbeiterin AG Garn) durchgefihrt.
Gezeigt ist reprasentativ links der WB fir Thet und rechts die R-Aktin Kontrolle, roter Pfeil
zeigt Thet Bande.

Einfluss von CSE auf die Differenzierung von ThO zu Th2 Zellen

Fir die, durch das Zytokin IL-4 charakterisierten Th2 Zellen zeigte sich kein
eindeutiger Trend fir den Einfluss von CSE auf die Expansion dieser CD4
Subgruppe unter nicht polarisierenden Bedingungen. Dennoch wurde analog zu
den Thl Zellen nach 2 Tagen Stimulation die mMRNA Expression, in diesem Fall
des Th2 charakteristischen Transkriptionsfaktors GATA-3, untersucht. Die
Proben fir den Proteinnachweis wurden nach 3 Tagen Stimulation und weiteren
24 h Restimulation mit aCD3 analysiert.

Durch die Gabe von CSE kam es bei den mit 2 % CSE kultivierten Zellen zu
einem signifikanten Rickgang der relativen Genexpression von GATA-3 (siehe
Abb. 15).

Auf Proteinebene zeigte sich bei den Zellen, die mit 2 % CSE behandelt
wurden, ein deutlicher Riickgang von GATA-3 im Vergleich zur Mediumkontrolle
(siehe Abb. 16). Die B-Aktin Kontrolle bestatigte, dass in allen Gruppen die

gleiche Menge von Protein aufgetragen wurde. Daher lasst sich die Vermutung
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aufstellen, dass die Th2 Differenzierung aus ThO Zellen durch CSE gehindert
wird.
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Abb. 15: Bestimmung der relativen Genexpression des Th2 Transkriptionsfaktors
GATA-3
Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57BI/6 Mausen wurden unter ThO
Bedingungen mit aCD3/aCD28 + IL-2 + CSE fir 2 Tage stimuliert und mittels gPCR wurde
die relative Genexpression von GATA-3 bestimmt. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM von 2-44CT

bezogen auf die Kontrollgruppe ohne CSE (normalisiert auf die ermittelten ACT Werte des
housekeeping Gens L32) n=3 Versuchsansatze, **p<0,01
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Abb. 16: Proteinnachweis fur den Th2 Transkriptionsfaktor GATA-3

Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57Bl/6 Mausen wurden unter ThO
Bedingungen mit aCD3/aCD28 + IL-2 + CSE fur 3 Tage stimuliert und fir 24 h mit aCD3
restimuliert. Der WB wurde von Frau Dr. Frobius (Mitarbeiterin AG Garn) durchgefihrt.
Gezeigt ist reprasentativ links der WB fir GATA-3 und rechts die 3-Aktin Kontrolle, roter Pfeil
zeigt GATA-3 Bande.
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Einfluss von CSE auf die Differenzierung von ThO zu Th17 und Treg Zellen
Die Gabe von CSE fuhrte nach 3 Tagen Stimulation transient zu einer
gesteigerten relativen Zellzahl von IL-17+ Th17 Zellen und Foxp-3+ Tregs unter
nicht polarisierenden Bedingungen, die nach 6 Tagen Kultivierung bei den
IL-17+ Th17 Zellen nicht mehr signifikant war und bei den Foxp-3+ Zellen nur
bei den mit 2 % CSE behandelten Zellen einen signifikanten Anstieg zeigte
(siehe Abb. 12). Auch hier wurde nach 2 Tagen Stimulation die mRNA-
Expression der Subtyp-spezifischen Transkriptionsfaktoren RORyt und Foxp-3
untersucht.

Die relative Genexpression des Th17 spezifischen Transkriptionsfaktors RORyt
zeigte einen Trend fur eine erhdhte Expression durch CSE und die relative
Genexpression des Treg spezifischen Transkriptionsfaktors Foxp-3 konnte mit
2% CSE signifikant gesteigert werden (siehe Abb. 17). Diese Ergebnisse

korrelieren mit den Daten der inttrazellularen Expression (siehe Abb. 12).
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Abb. 17: Bestimmung der relativen Genexpression der Transkriptionsfaktoren RORyt
und Foxp-3

Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57Bl/6 Mausen wurden unter ThO
Bedingungen mit aCD3/aCD28 + IL-2 + CSE fir 2 Tage stimuliert und mittels gPCR wurde
die relative Genexpression von RORyt und Foxp-3 bestimmt.

Gezeigt sind Mittelwerte + SEM von 2#2CT pezogen auf die Kontrollgruppe ohne CSE
(normalisiert auf die ermittelten ACT Werte des housekeeping Gens L32) n=3
Versuchsansatze, **p<0,01

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass CSE unter nicht

polarisierenden ThO Bedingungen die Expansion von Thl Zellen unterstitzt, da

eine erhohte IFNy+ Thl Population und eine erhdhte Tbet Genexpression

gezeigt werden konnte, wobei sich auf der Proteinebene ein Rlickgang von

Thet zeigte. Im Gegensatz dazu wird die Expansion der Th2 Zellen vermindert,

nachgewiesen durch die Reduktion der GATA-3 Expression auf mRNA und
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Proteinebene. Fir die Expansion der Thl7 Zellen war eine leichte
Unterstutzung, auf einem niedrigen Niveau, zu erkennen. Auf die Expansion

von regulatorischen T-Zellen wirkte CSE ebenfalls férdernd.

3.1.3 Untersuchung der Auswirkung von CSE-Medium auf die
Differenzierung von hoch aufgereinigten naiven CD4+ Zellen

In den Untersuchungen zur potentiellen Induktion einer T-Zelldifferenzierung
durch CSE-Medium wurde gezeigt, dass CSE eine unterstiitzende und
steigernde Wirkung auf die Expansion von IFNy+ Thl Zellen unter nicht
polarisierenden ThO Bedingungen hat. Da mit der dafur verwendeten Standard-
Aufreinigung von Zellen ca 20 % der Zellen (siehe Abb. 11B) bereits
Differenzierungsmerkmale fir verschiedene T-Zell-Subpopulationen aufwiesen,
war unklar, ob der beobachtete Einfluss auf die Differenzierung von Thl Zellen
maoglicherweise nur auf den Einfluss der Expansion bereits vordifferenzierter
Zellen zurickzufuhren ist. Um dies zu klaren, wurde ein Versuch mit hoch
aufgereinigten naiven CD4+ Zellen durchgefihrt.

Die CD4+ Zellen wurden aus den Milzen von C57BIl/6 Mausen isoliert und
mittels FACS-Sort mit den Oberflachenmarkern fur naive CD4 Zellen (CD4-APC
und CD62L-PE) mit einer Reinheit von 99,1 % isoliert (siehe Abb. 18).
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Abb. 18: Reinheit von hoch aufgereinigten naiven CD4+ Zellen
Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57BI/6 Mausen wurden im FACS-Sort
isoliert und fur die Effizienzbestimmung der Reinheit mit anti-Maus CD4 (APC) und anti-
Maus CD62L (PE) gefarbt. Gezeigt ist ein représentativer Dot Plot.

Diese Zellen wurden dann unter nicht differenzierenden (ThO) Bedingungen
(aCD3/aCD28 + IL-2) fur 3 Tage £ CSE stimuliert. AnschlielRend wurden die
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Zellen fur die klonale Expansion gesplittet und wiederum 3 Tage auf eine neue
Platte (ohne oCD3) pipettiert und mit Medium + IL-2 + CSE auf das
Ausgangsvolumen aufgefillt. An Tag 3 und Tag 6 wurden, wie unter 3.1.2
beschrieben, die intrazellularen Marker fir die unterschiedlichen Th
Subgruppen untersucht. Nach 3 Tagen Stimulation konnten flr alle Marker noch
keine positiven Zellen detektiert werden. Auf3erdem konnten nach 6 Tagen nur
fur IFNy und Foxp-3 positive Zellen ermittelt werden, wobei IL-4+ und IL-17+
Zellen nach wie vor nicht zu detektieren waren.

Die IFNy+ Thl Zellen zeigten mit 2 % CSE einen signifikanten Anstieg in der
relativen Zellzahl, wobei die Zunahme der absoluten Werte von 8,2 % auf
10,2% sehr gering war (siehe Abb. 19). In der relativen MFI zeigte sich
wahrenddessen kein Unterschied zur Mediumkontrolle. Fir Foxp-3+ Zellen
konnte durch die Gabe von CSE kein Unterschied zur Mediumkontrolle
beobachtet werden (siehe Abb. 19).
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Abb. 19: Einfluss von CSE-Medium auf intrazellulare Marker wahrend der
Differenzierung von hoch reinen ThO Zellen
Beschreibung siehe nachste Seite
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Abb. 19: Einfluss von CSE-Medium auf intrazellulare Marker wahrend der
Differenzierung von hoch reinen ThO Zellen

Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57BI/6 Mausen wurden mittels FACS
Sort isoliert und unter ThO Bedingungen (+ IL-2) mit aCD3/aCD28 + CSE fiur 3 Tage
stimuliert. Nach 3 Tagen wurden die Zellen fiir die klonale Expansion gesplittet und wieder
mit frischem Medium + CSE + IL-2 aufgefillt. Die Analyse der intrazellularen Marker erfolgte
jeweils an Tag 3 und Tag 6 indem die Zellen 4 h mit BrefA/lonomycin und PMA restimuliert
wurden und nach Fixierung mit 2 % PFA fur die jeweiligen Marker fur die FACS Messungen
intrazellular gefarbt wurden. Gezeigt sind die relativen Zellzahlen des prozentualen Anteiles
des jeweiligen Th Subtyps im Vergleich zur Mediumkontrolle und MFI als Mittelwerte + SEM
von n=3 Versuchsansatzen *p<0,05

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass CSE per se keinen Einfluss auf die
Differenzierung von naiven CD4+ Zellen hat. Die Unterschiede, die in 3.1.2 zu
sehen waren, sind daher nur durch das Vorhandensein der schon
differenzierten Zellen bedingt und beschreiben somit den Einfluss von CSE auf
schon differenzierte Zellen ex vivo. Welchen Einfluss CSE auf die
Differenzierung der einzelnen Th Subpopulationen hat, wird unter 3.1.4
beschrieben und wie CSE schon differenzierte Th Subpopulationen beeinflusst,
beschreibt Abschnitt 3.1.5.
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3.1.4 Untersuchung der Auswirkung von CSE-Medium auf die
Differenzierung von Th1/ Th2/ Th9/ Th17 und Tregs

Naive Zytokin—M IX -
T-Zellen +Cﬁ »

Um zu untersuchen, welchen Einfluss CSE auf die Differenzierung der
einzelnen Th Subpopulationen hat, wurden naive CD4+ Zellen wie in 3.1.2
beschrieben isoliert und fur 3 Tage mit aCD3 + aCD28 und ihrem spezifischen
Zytokin-Mix (siehe Abschnitt 2.2.3.3) + CSE polarisiert. Danach wurden die
Zellen fur die klonale Expansion geteilt und die Halfte der Zellsuspension eines
Wells auf eine neue Platte ohne aCD3 umgesetzt und wieder mit frischem
Medium + IL-2 =+ CSE auf das Ausgangsvolumen aufgefullt und fur weitere 3
Tage kultiviert. An Tag 3 und Tag 6 wurden mittels T-Zellsubtyp-spezifischer
intrazellularer Marker die relative Zellzahl und MFI der einzelnen Th
Subpopulationen (Th1l/ Th2/ Th17 und Treg) bestimmt. In Abb. 20 dargestellt ist
die relative Zellzahl differenzierter Zellen als prozentualer Anteil des jeweiligen
Th-Subtyps im Vergleich zur Mediumkontrolle. Der durchschnittliche
prozentuale Anteil differenzierter Zellen in der Mediumkontrolle ist als Zahl Uber
dem Balken angegeben. Dieser Wert wurde 100 % gesetzt. Die relative MFI ist
ebenfalls als prozentualer Anteil im Vergleich zur Mediumkontrolle dargestellt.

Nach 3 Tagen fuhrte CSE zu einer signifikanten Hemmung der Proliferation von
IFNy+ Thl Zellen, aber gleichzeitig zu einer verstarkten Polarisation mit
erhohter relativer MFI. Bei einem Ausgangswert von 100 % (43,7 % IFNy+
Zellen relativ zur Gesamtpopulation) wurden relativ gesehen durch CSE 20 — 25
% weniger IFNy+ Zellen polarisiert (35 % IFNy+ Zellen relativ zur
Gesamtpopulation). Allerdings steigerten die Gruppen mit CSE wahrend der
klonalen Expansion ihre Proliferation zu IFNy+ Th1 Zellen drastisch wodurch die
initiale Verzdgerung Uber die Zeit wieder aufgehoben wurde. Die relative MFI
wies an beiden Analysetagen fur 1 und 2 % CSE signifikant erhdhte Intensitaten
auf, die an Tag 3 bei 2 % CSE bis auf 248 % anstieg (siehe Abb. 20 Th1l). IL-4
konnte als intrazellularer Marker fur Th2 Zellen erst nach 6 Tagen Kultivierung

detektiert werden. Es zeigten sich allerdings sowohl in der relativen Zellzahl als
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auch fur die relative MFI keine Unterschiede fir die mit CSE differenzierten Th2
Zellen (siehe Abb. 20 Th2). Fir IL-17+ Th17 Zellen konnte nach 3 Tagen kein
Unterschied in der relativen Zellzahl ermittelt werden, dagegen zeigte sich eine
CSE-abhéangige Steigerung der relativen MFI an Tag 3 auf 153 %. Doch nach 6
Tagen mit CSE wurden signifikant weniger IL-17+ Zellen detektiert, wobei die
Th17 Zellen ihr Differenzierungsmaximum mit durchschnittlich 26,5 % in der
Mediumkontrolle schon an Tag 3 zeigten. Auch die relative MFI war nach 6
Tagen Differenzierung fur IL-17+ Th17 Zellen durch CSE auf bis zu 72 %
signifikant reduziert (siehe Abb. 20 Th17).

Die regulatorischen T-Zellen zeigten nach 3 Tagen Polarisierung durch CSE
eine signifikante Hemmung von bis zu 50 % in der Differenzierung von Foxp-3+
Zellen. Allerdings zeigten diese Foxp-3+ Zellen nach 3 Tagen Differenzierung
eine erhohte relative MFI, was auf eine erhOhte Aktivitat dieser Zellen spricht
Die Tregs zeigten schon nach 3 Tagen Polarisierung mit durchschnittlich 67 %
Foxp-3+ Zellen ihr Differenzierungsmaximum. Nach der klonalen Expansion an
Tag 6 konnte fur Zellen mit 1 % CSE ein signifikant gré3erer Rickgang der
relativen Zellzahl von Foxp-3+ Zellen ermittelt werden, aber bei 2 % CSE
konnte kein Unterschied beobachtet werden. Die relative MFI fur Foxp-3+
Zellen wurde an Tag 6 durch CSE nicht mehr beeinflusst (siehe Abb. 20 Treg).
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Abb. 20: Einfluss von CSE-Medium auf intrazellulare Marker wahrend der Differenzierung

von verschiedenen Th Subtypen
Beschreibung siehe nachste Seite
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Abb. 20: Einfluss von CSE-Medium auf intrazellulare Marker wahrend der
Differenzierung von verschiedenen Th Subtypen

Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57BI/6 Mausen wurden unter
verschiedenen Th Subtyp Bedingungen (spezifische-Zytokin-Mix fir Thl/ Th2/ Th17 und
Treg) mit aCD3/aCD28 + CSE fir 3 Tage stimuliert. Nach 3 Tagen wurden die Zellen fur die
klonale Expansion gesplittet und wieder mit frischem Medium + IL-2 + CSE aufgefullt. Die
Analyse der intrazellularen Marker erfolgte mittels FACS jeweils an Tag 3 und Tag 6 indem
die Zellen 4 h mit lonomycin und PMA + BrefA restimuliert wurden und nach Fixierung mit 2
% PFA und Farbung fur die jeweiligen Marker. Gezeigt sind die relativen Zellzahlen (Zahl
Uber dn Balken beschreibt den durchschnittlich prozentualen Anteil differenzierter Zellen in
der Mediumkontrolle) und die MFI des prozentualen Anteiles des jeweiligen Th Subtyps im
Vergleich zur Mediumkontrolle als Mittelwerte + SEM von n=3-5 Versuchsansatzen in
Triplikaten, *p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001

Die Spezifitat der gewahlten intrazellularen Marker fir die jeweiligen Th
Subtypen wurde anhand aller Th Subtypen untersucht (siehe Anhang Abb. S8 —
Abb. S11). Die jeweiligen Marker wurden ausschlieB3lich in den jeweilig
assoziierten Th Subtypen oder der mit ThO gekennzeichneten nicht polarisierten
Population nachgewiesen, wobei letzteres auf bereits differenzierte Zellen in der
Zellpopulation (~ 20 %) nach der Aufreinigung zurlckzufihren ist (siehe
Abb. 11B).

Einfluss von CSE auf die Differenzierung von Th1l Zellen

CSE verzogert anscheinend die Proliferation von IFNy+ Zellen, wobei bei
diesen Zellen anhand der erhéhten MFI auf eine verstarkte Differenzierung
geschlossen werden kann und somit diese Zellen produktiver zu sein scheinen
(siehe Abb. 20).

Nach 2 Tagen Thl Polarisation + CSE wurde die mRNA auf die Expression von
Tbet untersucht.

Zu diesem Zeitpunkt der Probennahme konnte kein CSE-vermittelter
Unterschied in der Tbet-Genexpression ermittelt werden (siehe Abb. 21). Auf
Proteinebene zeigte sich nach 3 Tagen Polarisation und 24 h oCD3
Restimulation ein sichtbarer Rickgang an Thbet (siehe Abb. 22). Die B-Aktin

Banden bestétigen, dass eine einheitliche Proteinmenge verwendet wurde.
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Abb. 21: Bestimmung der relativen Genexpression des Thl Transkriptionsfaktors
Thet

Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57Bl/6 Mausen wurden unter Th1
Bedingungen mit aCD3/aCD28 + CSE fur 2 Tage stimuliert und mittels gPCR wurde die
relaltive Genexpression von Thet bestimmt. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM von 2-44CT
bezogen auf die Kontrollgruppe ohne CSE (normalisiert auf die ermittelten ACT Werte des
housekeeping Gens L32) n=3 Versuchsansatze.
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Abb. 22: Proteinnachweis fur den Th1l Transkriptionsfaktor Thet

Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57BI/6 Mausen wurden unter Th1
Bedingungen mit aCD3/aCD28 +IL-2 + CSE fir 3 Tage stimuliert und fur 24 h mit aCD3
restimuliert. Der WB wurde von Frau Dr. Frobius (Mitarbeiterin AG Garn) durchgefihrt.
Gezeigt ist reprasentativ links der WB flir Thet und rechts die R-Aktin Kontrolle, roter Pfeil
zeigt Thet Bande.

Weiterhin wurden nalve CD4+ Zellen mit den jeweiligen Zytokin-Mixen zu allen
Th Subtypen polarisiert und nach 3 Tagen wurden 500.000 Zellen je Th Subtyp
fur weitere 24 h mit aCD3 restimuliert und die Uberstande auf die Thi

spezifische IFNy Produktion untersucht und der Effekt von CSE bestimmit.

82



Dabei konnte gezeigt werden, dass IFNy spezifisch von den restimulierten Thl
polarisierten Zellen gebildet wurde (siehe Abb. 23A). Die anderen Th
Subpopulationen produzierten nur eine geringe Menge an IFNy, welches
ungefdhr dem Level von den nicht restimulierten Thl Zellen entsprach. Diese
IFNy Sekretion in diesen Th Subtypen wurde wahrscheinlich von der nach der
Aufreinigung vorhandenen Thl Population gebildet. Durch die Gabe von CSE
wurde die niedrige Produktion von IFNyin allen Th Subtypen signifikant
gehemmt (siehe Abb. 23). Auch fir die nach der Aufreinigung verbliebenen und
unter nicht polarisierenden ThO Bedingungen stimulierten Thl Zellen zeigte sich
durch CSE ein signifikanter Rickgang an der gebildeten Menge von IFNy (siehe
Anhang Abb. S6). Da die Werte fir die restimulierten Thl Zellen in allen drei
Gruppen weit Uber dem Detektionslimit von 2500 pg/ mL lagen, konnte trotz
entsprechender Verdinnung kein Unterschied in der IFNy Produktion durch
CSE Behandlung nachgewiesen werden. Daher wurden Thl differenzierte
Zellen in zwei weiteren Testsystemen hinsichtlich IFNy Produktion untersucht.
Diese Tests ergaben, dass Thl polarisierte Zellen, die mit CSE behandelt
wurden, im Vergleich zur Mediumkontrolle einen signifikant hoheren Anteil (20 —
30%) IFNy sekretierender Zellen aufwiesen (siehe Abb. 23B) und auch
signifikant mehr IFNy produzierten (siehe Abb. 23C). Thl polarisierte Zellen
ohne CSE produzierten im Durchschnitt 405 ng/mL IFNy, wéahrend durch CSE
die Produktion auf im Durchschnitt 890 ng/mL mehr als verdoppelt wurde.

Daraus kann geschlussfolgert werden, dass sich durch CSE anfangs zwar
weniger Thl Zellen entwickeln, diese aber produktiver sind und deutlich mehr
IFNy sekretieren. Dieser Effekt des Zigarettenrauchs kdnnte auch fir die

verstarkten Entzindungsreaktionen bei COPD Patienten verantwortlich sein.
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Abb. 23: Einfluss von CSE-Medium auf die IFNy Produktion wé&hrend der Differenzierung
von verschiedenen Th Subtypen
Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57BI/6 Mausen wurden unter verschiedenen
Th Subtyp Bedingungen (spezifische-Zytokin-Mix fur Th1l/ Th2/ Th1l7 und Treg) mit aCD3/aCD28
+ CSE flur 3 Tage stimuliert und dann 500.000 Zellen fir weitere 24 h mit aCD3 restimuliert. Der
Uberstand aller Subtypen wurde mittels CBA (A) analysiert. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM von
n=2 Versuchsansatzen in Triplikaten, *p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001. Die relative Anzahl
IFNy+-freisetzender Thl Zellen wurden auRerdem im FACS ermittelt (B) und IFNyim Uberstand
mittels ELISA (C) gemessen. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM von n= 3 Versuchsansatzen,
***n<0,001 zur Kontrolle, ###p<0,001 zur nicht restimulierten Gruppe und +p<0,05, ++p<0,01 und
+++p<0,001 zur nicht restimulierten Kontrolle
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Einfluss von CSE auf die Differenzierung von Th2 Zellen

Durch CSE scheint die Th2 Differenzierung zumindest an Tag 6 in Hinsicht auf
die intrazellulare 1L-4 Expression nicht beeinflusst zu sein (siehe Abb. 20). Um
naher die sekretierten Marker-Zytokine fur Th2 Zellen zu untersuchen, wurden
naive CD4+ Zellen mit dem jeweiligen Zytokin-Mix £ CSE fur 3 Tage in alle Th
Subtypen polarisiert. Je 500.000 Zellen wurden fur 24 h mit aCD3 restimuliert
und die Spiegel der spezifischen Th2 Zytokine (IL-4, IL-5 und IL-13) im
Uberstand aller Th Subtypen untersucht.

Erwartungsgemal wurden die Th2 assoziierten Zytokine hauptsachlich von den
Th2 polarisierten Zellen gebildet. Die IL-4 Sekretion wurde in Th2 Zellen durch
2 % CSE signifikant inhibiert. Auch die IL-5 Sekretion der Th2 Zellen wurde
durch CSE deutlich dosisabhangig inhibiert, da die sekretierte Menge IL-5 von
durchschnittlich 434 pg/mL auf 37 pg/mL bei 1 % CSE und bei 2 % CSE unter
das Detektionslimit von 2,5 pg/mL gefallen war. Diese CSE-dosisabhangige
Inhibition wurde bei den Th2 Zellen auch fur die IL-13 Sekretion festgestellt
(siehe Abb. 24). Bei den Th17 Zellen fiihrte die niedrige Konzentration von 1 %
CSE zu einem Anstieg der sekretierten Menge IL-4. IL-5 wurde von den Th17
Zellen erwartungsgemalf nicht sekretiert und die geringe sekretierte Menge
IL-13 zeigte durch die Wirkung von CSE nur einen leichten Riuckgang (siehe
Abb. 24). Auch bei den Tregs zeigte sich durch CSE bei einer niedrigen
Ausgangsmenge von IL-4 und IL-13 nur ein leichter Riickgang der sekretierten
Menge an Zytokin (siehe Abb. 24). Die Thl Zellen sekretierten weder IL-4 noch
IL-5 und nur eine geringe Menge an IL-13, welche durch den Einfluss von CSE
noch vermindert wurde (siehe Abb. 24).

Diese inhibierende Wirkung auf die Produktion der Th2 Zytokine korreliert mit
den Ergebnissen, die schon bei den Th2 Zellen, die unter ThO Bedingungen
kultiviert und CSE ausgesetzt wurden, gezeigt werden konnte (siehe Anhang
Abb. S6).

Der Th2 spezifische Transkriptionsfaktor GATA-3 zeigte auf mMRNA Expression
nach 2 Tagen Polarisation keine Unterschiede durch CSE (siehe Abb. 25).
Allerdings konnte auf Proteinebene nach 3 Tagen Polarisation und 24 h aCD3
Restimulation eine leichte Abnahme von GATA-3 durch 2 % CSE gezeigt
werden (siehe Abb. 26). Die R-Aktin Kontrolle zeigt eine etwas geringeren
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Probenauftrag fir 2 % CSE etwas weniger Protein aufgetragen wurde,
allerdings erklart das nicht die deutlich schwachere Bande bei GATA-3.

Somit wurde gezeigt, dass CSE mit steigender Konzentration einen
inhibierenden Einfluss auf die GATA-3 Proteinexpression hat in dessen Folge

auch die Produktion der Th2 spezifischen Zytokine beeinflusst ist.
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Abb. 24: Einfluss von CSE-Medium auf die Sekretion Th2 spezifischer Zytokine
Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57BI/6 Mausen wurden unter
verschiedenen Th Subtyp Bedingungen (spezifische Zytokin-Mix fur Thl/ Th2/ Th17 und
Treg) mit aCD3/aCD28 + CSE fir 3 Tage stimuliert und dann 500.000 Zellen fir weitere 24
h mit aCD3 restimuliert. Der Uberstand wurde mittels CBA analysiert. Gezeigt sind
Mittelwerte + SEM von n=2 Versuchsansatzen in Triplikaten, *p<0,05, **p<0,01 und
***n<0,001
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Abb. 25: Bestimmung der relativen Genexpression des Th2 Transkriptionsfaktors
GATA-3

Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57BI/6 Mausen wurden unter Th2
Bedingungen mit aCD3/aCD28 + CSE fur 2 Tage stimuliert und mittels gPCR wurde die rel.
Genexpression von GATA-3 bestimmt. Gezeigt sind Mittelwerte £+ SEM von 2-2ACT pbezogen
auf die Kontrollgruppe ohne CSE (normalisiert auf die ermittelten ACT Werte des
housekeeping Gens L32) n=3 Versuchsansatze in Triplikaten
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Abb. 26: Proteinnachweis fur den Th2 Transkriptionsfaktor GATA-3

Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57BI/6 Mausen wurden unter Th2
Bedingungen mit aCD3/aCD28 + IL-2 + CSE fiir 3 Tage stimuliert und fir 24 h mit aCD3
restimuliert. Der WB wurde von Frau Dr. Frébius (Mitarbeiterin AG Garn) durchgefihrt.
Gezeigt ist reprasentativ links der WB fir GATA-3 und rechts die 3-Aktin Kontrolle, roter
Pfeil zeigt GATA-3 Bande.
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Einfluss von CSE auf die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen

Nachdem gezeigt wurde, dass CSE einen inhibierenden Effekt auf die Sekretion
der Th2 assoziierten Zytokine wahrend der Differenzierung von Th2 Zellen
parallel aber einen steigernden Effekt auf die Sekretion von IFNy der Thl Zellen
hat, stellte sich die Frage, ob auch die Sekretion proinflammatorischer Zytokine
durch Th Subgruppen von CSE beeinflusst wird.

Dazu wurden nalve CD4+ Zellen mit dem jeweiligen spezifischen Zytokin-Mix *
CSE in verschiedene Th Subpopulationen polarisiert. Nach 3 Tagen
Polarisation wurden jeweils 500.000 Zellen fur 24 h aCD3 restimuliert und die
Menge an den gebildeten proinflammatorischen Zytokinen im Uberstand aller
Th Subtypen gemessen und die Effekte von CSE bestimmit.

Dabei konnte gezeigt werden, dass IL-6 vorzugsweise von Th2 Zellen
(33 pg/ml) gebildet wurde und konzentrationsabhangig durch CSE (10 pg/mL)
inhibiert wurde (siehe Abb. 27). Auch bei allen anderen Th Subpopulationen
zeigte sich eine inhibierende Wirkung von CSE auf die IL-6 Produktion. Dieses
Ergebnis konnte ebenfalls bei den Zellen, die unter nicht polarisierenden ThO
Bedingungen + CSE kultiviert wurden, bestatigt werden (siehe Anhang
Abb. S6).

TNFa wird von allen Th Subpopulationen gebildet, wobei die Thl Zellen mit
2000 pg/mL die starkere Freisetzung zeigte. Diese Sekretion wurde durch CSE
konzentrationsabh&ngig signifikant gehemmt (siehe Abb. 27). Bei Th2 und Treg
polarisierten Zellen fiihrte eine Konzentration von 2 % CSE zu verminderten
Spiegeln an TNFao. Nur fur Th17 polarisierte Zellen konnte eine leicht verstarkte
Produktion von TNFa unter CSE-Einfluss gezeigt werden (siehe Abb. 27). Bei
den Zellen, die unter ThO Bedingungen kultiviert wurden, konnte durch CSE
ebenfalls ein signifikanter Rickgang der produzierten Menge von IL-6 und

TNFa analysiert werden (siehe Anhang Abb. S6).
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Abb. 27: Einfluss von CSE-Medium auf die Produktion proinflammatorischer Zytokine
Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57BI/6 Mausen wurden unter
verschiedenen Th Subtyp Bedingungen (spezifische-Zytokin-Mix fur Thl/ Th2/ Th1l7 und
Treg) mit aCD3/aCD28 + CSE fiir 3 Tage stimuliert und dann 500.000 Zellen fur weitere 24
h mit aCD3 restimuliert. Der Uberstand wurde mittels CBA analysiert. Gezeigt sind
Mittelwerte £+ SEM von n=2 Versuchsansatzen in Triplikaten, *p<0,05, **p<0,01 und
***n<0,001

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass CSE die
proinflammatorischen Zytokine IL-6 und TNFa konzentrationsabhangig in Thi,
Th2 und Tregs inhibiert. Im Gegensatz dazu wird die gebildete Menge an TNFa

in Th17 Zellen durch den Einfluss von CSE nur unbedeutend beeinflusst.

Einfluss von CSE auf die Differenzierung von Th17 Zellen

Die Frequenz von Thl7 Zellen zeigte nach 3 Tagen Polarisation keinen
Unterschied durch die Zugabe von CSE, allerdings wurden hdhere relative MFI

beobachtet, was fur produktivere Zellen sprechen kdnnte (siehe Abb. 20).
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Im Folgenden wurde der Effekt von CSE auf die Differenzierung der Thl7
Zellen und auf die Freisetzung der Thl7 spezifischen Zytokine néher
untersucht. Dafiir wurden nalve CD4+ Zellen mit dem jeweiligen spezifischen
Zytokin-Mix + CSE in verschiedene Th Subpopulationen polarisiert. Nach 3
Tagen Polarisation wurden je 500.000 Zellen fur 24 h mit aCD3 restimuliert und
die Menge an den Th17 spezifischen Zytokinen, IL-21 und IL-17, im Uberstand
aller Th Subtypen gemessen.

Beide Zytokine (IL-21 und IL-17A) wurden spezifisch von den Th17 polarisierten
Zellen gebildet. Es zeigte sich fur IL-21 und IL-17A durch CSE kein signifikanter
Unterschied in der sekretierten Menge im Vergleich zur Mediumkontrolle (siehe
Abb. 28A). Die anderen Th Subpopulationen produzierten nur geringe Mengen
an IL-17A und IL-21. Fur die nach der Aufreinigung verbliebenen und unter ThO
Bedingungen stimulierten Th17 Zellen zeigte sich durch CSE ein Rickgang an
der sehr gering gebildeten Menge von IL-17A und IL-21 (siehe Anhang
Abb. S6).

Des Weiteren stellte sich die Frage, ob durch CSE mehr IL-17A sekretierende
Zellen gebildet werden, oder ob differenzierte Zellen mehr IL-17A bilden. Durch
den Einfluss von CSE konnte nur eine leichte, nicht signifikante Abnahme der
relativen Anzahl IL-17A sekretierender Zellen gezeigt werden (siehe Abb. 28B).
Der Thl7 spezifische Transkriptionsfaktor RORyt wurde nach 2 Tagen
Polarisation untersucht. CSE hatte keinen Einfluss auf die Expression von
RORyt.

Dieses Ergebnis bestatigt das mittels intrazellularer Marker ermittelte Ergebnis
(siehe Abb. 20), dass CSE die Differenzierung von Th17 Zellen in den ersten 3
Tagen nicht beeinflusst, da auch die Produktion von IL-17A und TNFa nicht
bedeutend beeinflusst wurde (siehe Abb. 27 und Abb. 28). Allerdings waren
nach der klonalen Expansion an Tag 6 CSE vermittelt signifikant weniger
IL-17A+ Effektorzellen vorhanden (siehe Abb. 20).
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Abb. 28: Einfluss von CSE-Medium auf die Produktion Th17 spezifischer Zytokine und
Bestimmung der relative Genexpression des Th17 Transkriptionsfaktors RORyt
Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57BI/6 Mausen wurden unter
verschiedenen Th Subtyp Bedingungen (speifische-Zytokin-Mix fir Th1/Th2/Th17 und Treg)
mit aCD3/aCD28 + CSE fiur 3 Tage stimuliert und dann 500.000 Zellen fur weitere 24 h mit
aCD3 restimuliert. Der Uberstand wurde mittels CBA analysiert (A). Gezeigt sind Mittelwerte
+ SEM von n=2 Versuchsansatzen in Triplikaten, *p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001 n.s. =
nicht signifikant. Mittels FACS wurden zudem der relative Anteil IL-17 sekretierende Th17
Zellen analysiert (B). Nach 2 Tagen Polarisation wurde mittels gPCR die rel. Genexpression
von RORyt bestimmt. Gezeigt sind Mittelwerte £+ SEM normalisiert auf das housekeeping
Gen L32; n=3 Versuchsansétze (C).
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Einfluss von CSE auf die Differenzierung von regulatorischen T-Zellen
(Treg)

CSE scheint die Differenzierung zu Tregs dramatisch zu inhibieren. Durch die
intrazellulare Farbung des Treg spezifischen Transkriptionsfaktors Foxp-3
konnte gezeigt werden, dass sich durch CSE im Vergleich zur Mediumkontrolle
nur halb so viele Zellen differenzieren. Allerdings wiesen diese Zellen eine
verstarkte Intensitat der intrazellularen Foxp-3-Farbung auf.

Im Folgenden wurde der Einfluss von CSE auf die Differenzierung der Tregs
und der Sekretion der Treg spezifischen Zytokine naher untersucht. Dazu
wurden nalve CD4+ Zellen mit dem jeweiligen spezifischen Zytokin-Mix + CSE
in verschiedene Th Subpopulationen polarisiert. Nach 3 Tagen Polarisation
wurden jeweils 500.000 Zellen fur 24 h aCD3 restimuliert und die Menge an den
Treg spezifischen Zytokinen, IL-10 und TGF-3 bestimmt.

IL-10 wurde mit durchschnittlich 3150 pg/mL von den Th2 Zellen am meisten
produziert und nicht von den Tregs (siehe Abb. 29). CSE hatte auf alle
getesteten Th Subpopulationen den gleichen inhibierenden Effekt. Dieser
inhibierende Effekt von CSE auf die IL-10 Produktion bestatigte sich bei den
unter nicht polarisierenden ThO Bedingungen kultivierten Zellen (siehe Anhang
Abb. S6). TGF-B scheint von allen Th Subpopulation mit durchschnittlich
150 pg/mL in gleichen Mengen sekretiert zu werden. Bei den Thl und Th2
differenzierten Zellen wirkte CSE inhibierend auf die Sekretion von TGF-R.
Allerdings zeigten sich fur mit 1 % CSE inkubierten Th17 Zellen und Tregs
signifikant erhohte TGF-I3 Konzentrationen. Dieser Effekt zeigte sich bei den
Th1l7 Zellen mit 2 % CSE nur als Trend und bei den Tregs konnte durch 2 %
CSE kein Unterschied zur Kontrolle gesehen werden (siehe Abb. 29).

Auch auf mRNA Ebene zeigte sich durch 1 % CSE nach 2 Tagen Polarisation
ein signifikanter Rlckgang der relativen Genexpression fur den Treg

spezifischen Transkriptionsfaktor Foxp-3 (siehe Abb. 30).

92



IL-10

45001
4000-

3500- l

3000-

E 25004

S 2000+ ok
1500+

1000+ ook |-Y-|_ sk
© 1 A=

Thl 1% 2% Th2 1% 2% Thl7 1% 2% Treg 1% 2% medium

CSE CSE CSE CSE
TGF 3
350+
.. -
300+ -
— T _-L
250+
n i
EX . e
D 1504 —
=X L e T
1004
—
504
O'i T T T - T T T T T T T T T T
Thl 1% 2% Th2 1% 2% Th1l7 1% 2% Treg 1% 2% medium
CSE CSE CSE CSE

@ nicht restimuliert £ ohneCSE 3 1% CSE =3 2 % CSE

Abb. 29: Einfluss von CSE-Medium auf die Produktion Treg spezifischer Zytokine
Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57BI/6 Mausen wurden unter
verschiedenen Th Subtyp Bedingungen (spezifische-Zytokin-Mix fir Th1/Th2/Th17 und
Treg) mit aCD3/aCD28 + CSE flir 3 Tage stimuliert und dann 500.000 Zellen fiur weitere 24
h mit aCD3 restimuliert. Der Uberstand wurde mittels CBA analysiert. Gezeigt sind
Mittelwerte + SEM von n=2 Versuchsansatzen mit jeweils Triplikaten, *p<0,05, **p<0,01 und
***n<0,001

Treg (Foxp-3) Abb. 30: Bestimmung der relativen Genexpression
1.5- des Treg Transkriptionsfaktors Foxp-3
Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von
% C57BIl/6 Mausen wurden unter Th2 Bedingungen mit
— aCD3/aCD28 + CSE fiur 2 Tage stimuliert und mittels
1.0 gPCR die relative Genexpression von Foxp-3
- bestimmt. Gezeigt sind (normalisiert auf das
housekeeping Gen L32 ermittelten ACT Werten)
0.54 Mittelwerte + SEM von 2#2CT bezogen auf die
Kontrollgruppe ohne CSE n=3 Versuchsansatze,
*p<0,05
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Einfluss von CSE auf das Th9 assoziierte Zytokin IL-9

Nachdem gezeigt wurde, dass CSE unterschiedliche Effekte auf verschiedene
Zytokine der einzelnen Th Subpopulationen hat, wobei die Sekretion der Th2
Zytokine deutlich reduziert wurde, stellte sich die Frage, ob die Expression des
priméar Th9-assoziierten Zytokins IL-9, welches auch von Th2 Zellen sekretiert
wird, in den einzelnen Th Subgruppen ebenfalls beeinflusst wird. Fir diese
Fragestellung wurde der Effekt von CSE auf IL-9 in den einzelnen Th
Subgruppen untersucht. Fir Th2 und Th17 polarisierte Zellen konnte dabei ein
signifikanter Anstieg der IL-9 Produktion durch CSE nachgewiesen werden
(siehe Abb. 31A). Dieses Ergebnis korreliert mit den Werten der unter ThO
Bedingungen kultivierten Zellen, die durch 2 % CSE ebenfalls eine signifikant
erhohte IL-9 Produktion aufwiesen (siehe Anhang Abb. S7A). Auf die Sekretion
von IL-9 durch Treg hatte CSE bei 2 % einen tendenziell hemmenden Einfluss.
Zur weiteren Analyse wurde nachfolgend die relative Genexpression von IL-9 in
allen Th Subpopulationen nach 3 Tagen Polarisation und anschlie3ender aCD3
Restimulation fur 24 h analysiert.

Dabei zeigte sich, dass von den unterschiedlichen Th-Subpopulationen Th2
Zellen am starksten IL-9 mRNA exprimierten (siehe Abb. 31B) und dass die
relative Genexpression in diesen Zellen durch CSE signifikant verstarkt wurde.
Die relative Genexpression von IL-9 war in Thl Zellen am schwachsten
ausgepragt, wobei durch 2 % CSE eine signifikante Steigerung der Expression
erfolgte. In Th17 Zellen und Tregs wurden durch die Einwirkung von CSE keine
Anderungen der relativen Genexpression von IL-9 induziert. Die unter nicht
polarisierenden ThO Bedingungen kultivierten Zellen wiesen nur den Trend
einer gesteigerten relativen Genexpression von IL-9 auf (siehe Anhang
Abb. S7B).
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Abb. 31: Effekt von CSE-Medium auf die Sekretion und relative Genexpression von
IL-9 in unterschiedlich polarisierten Th Zellen

Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57Bl/6 M&usen wurden unter
verschiedenen Th Subtyp Bedingungen (spezifische Zytokin-Mix fur Th1/Th2/Th17 und
Treg) mit aCD3/aCD28

+ CSE fUr 3 Tage stimuliert, anschlieBend wurden 500.000 Zellen fur weitere 24 h aCD3
restimuliert. (A) Der Uberstand wurde mittels CBA analysiert. Gezeigt sind Mittelwerte *+
SEM von n=2 Versuchsanséatzen mit jeweils Triplikaten. (B) Von den Zellpellets wurde
mittels gPCR die relative Genexpression von IL-9 bestimmt. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM
von 2%#2CT pezogen auf die Kontrollgruppe ohne CSE, ACT normalisiert auf das
housekeeping Gen L32 , n=2 Versuchsansatze in Triplikaten *p<0,05, **p<0,01 und
***n<0,001
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IL-9 Induktion wéhrend der Th2 Differenzierung

In den vorherigen Untersuchungen wurde interessanterweise beobachtet, dass
CSE einen deutlich, induzierenden Effekt auf die Produktion von IL-9 in Th2
polarisierten Zellen zeigt. Dieses Ergebnis hat weiterfihrende Untersuchungen
speziell zur Induktion von IL-9 durch CSE angeregt. Dabei wurde zunéchst die
Fragestellung verfolgt, zu welchem Zeitpunkt die IL-9 Induktion wahrend der
Th2 Differenzierung erfolgt und ob diese Induktion durch CSE beeinflusst wird.
Dazu wurde die Kinetik der IL-9 Produktion wéhrend der Th2 Polarisation
untersucht. Dieser Versuch wurde in Abwesenheit und Gegenwart von IL-2
durchgeflhrt, da in der Literatur beschrieben ist, dass die IL-9 Produktion von
IL-2 abhangig ist (Schmitt et al. 1994).

Im Versuch ohne anfangliche Gabe von IL-2 konnte mittels intrazellularer FACS
Farbung fur IL-9 nur eine kleine Population IL-9+ Zellen nachgewiesen werden
(< 0,5 %) (siehe Abb. 32A). Im Versuch mit initialer Gabe von IL-2 konnte das
Maximum der durch CSE induzierten IL-9 Produktion an Tag 3 (4 - 5 %) auf
einem deutlich héheren Niveau bestatigt werden.

Mit diesen Versuchen konnte bestétigt werden, dass die anfangliche Gabe von
IL-2 wahrend der Polarisation von Th2 Zellen fir eine gesteigerte IL-9
Produktion obligatorisch ist.

Fur eine vergleichbare Darstellung der intrazellularen Marker wahrend der
Differenzierung von Th Zellen wurde die relative Zellzahl IL-9 + Zellen wahrend
der Th2 Polarisation mit anfanglicher Gabe von IL-2 an Tag 3 und Tag 6
untersucht. Mit diesen Versuchen konnte bestétigt werden, dass CSE eine
signifikante Steigerung der Anzahl an IL-9+ Zellen an Tag 3 induziert. Die
relative Zellzahl der IL-9+ Zellen wurde bei mit 2 % CSE inkubierten Zellen um

das ca. 15fache gesteigert (siehe Abb. 33).
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Abb. 32: Kinetik der Entwicklung IL-9+ Zellen wéhrend der Differenzierung von Th2
Zellen

Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57Bl/6 Mausen wurden unter Th2
Bedingungen mit aCD3/aCD28 + CSE (A) ohne IL-2 und (B) mit IL-2 fur 1-6 Tage polarisiert
und jeweils fur 4 h, fur die intrazelluldare Farbung am FACS, mit BrefA/ lonomycin und PMA
restimuliert und nach Fixierung mit 2 % PFA gefarbt und analysiert. Gezeigt sind Mittelwerte
+ SEM n=1-2 Versuchsansatze in Triplikaten *p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001
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A Abb. 33: Einfluss von CSE-Medium auf die
IL-9 Produktion wahrend der
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Aus dem Kinetik Versuch in Gegenwart von IL-2 wurden anschlieRend die CSE
bedingten Unterschiede der mRNA Expressionen einiger Th2 und Th9
assoziierter Zytokine und Transkriptionsfaktoren bestimmt.

IL-9 mRNA wurde erst nach 2 Tagen Stimulation und 24 h aCD3 Restimulation
gesteigert exprimiert, wobei der verstarkende Effekt von CSE erst am Tag 3 als
signifikant ermittelt wurde (siehe Abb. 34 Tag 2 und Tag 3). Dieser
verstarkende Effekt konnte fur 2 % CSE bis Tag 5 nachgewiesen werden. Das
Th2 spezifische Zytokin IL-13 wurde erst ab Tag 2 exprimiert, wobei sich flr
1% CSE ein verminderte Genexpression zeigte. An Tag 3 wurden fur die
verschiedenen CSE Konzentrationen  widersprtchliche Ergebnisse
nachgewiesen. Fiur Zellen mit 1 % CSE zeigte sich eine leicht gesteigerte und
fur Zellen mit 2 % CSE eine verminderte relative Genexpression von [L-13.

Diese verminderte Expression konnte fur Zellen mit 2 % CSE auch an Tag 4
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noch ermittelt werden und die mit 1 % CSE kultivierten Th2 Zellen zeigten an
Tag 4 und 5 keinen Unterschied mehr zu unbehandelten Zellen. An Tag 5
konnte wiederum fur die Th2 Zellen mit 2 % CSE ein Trend fUr gesteigerte
relative IL-13 Expression gezeigt werden (siehe Abb. 34).

Zudem konnte gezeigt werden, dass durch CSE die Expression des Th2-
spezifischen Transkroptionsfaktors GATA-3 mit hoheren Konzentrationen von
CSE zunéchst vermindert wurde, wéhrend nach 5 Tagen durch CSE eine
gesteigerte Expression detektiert wurde, was fur eine Verzdogerung der
Differenzierung zu typischen Th2 Zellen sprechen konnte (siehe Abb. 35). Der
Transkriptionsfaktor BATF, der essentiell fir die Th2, Th9 und Thl7
Entwicklung ist, wurde anfanglich nicht durch CSE beeinflusst. Allerdings ergab
sich an Tag 3 mit einer niedrigen Konzentration von CSE eine Verstarkung der
relativen Genexpression, welche letztlich an Tag 5 fur beide Konzentrationen
detektiert wurde (siehe Abb. 35). AufRerdem wurde der mit Th9 assoziierte
Transkriptionsfaktor PU.1 in der Kinetik analysiert. Hier zeigte sich fur 1 % CSE
eine transiente Steigerung der Expression von PU.1 an Tag 2. Diese
Steigerung der PU.1 Expression konnte ebenfalls fiur 2 % CSE an Tag 3
nachgewiesen werden. Dabei ist ein Anstieg durch 2 % CSE an Tag 2
wahrscheinlich, wenn auch auf Grund fehlender Datenpunkte nicht definitiv
nachweisbar. Dieser Expressionsanstieg konnte die gesteigerte IL-9 Sekretion
ab Tag 3 erklaren (siehe Abb. 35).

Die Ergebnisse sprechen dafir, dass CSE Zellen wahrend der Th2
Differenzierung dahingehend beeinflusst, transient eine Th9 &hnlichen

Phanotyp zu entwickeln.
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Abb. 34: Zeitabhangige Genexpression von IL-9 und IL-13 in Th2 polarisierten

Zellen

Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57BI/6 Mausen wurden unter Th2
Bedingungen mit aCD3/aCD28 + CSE mit IL-2 flr 1-5 Tage polarisiert und dann jeweils
500.000 Zellen fur weitere 24 h aCD3 restimuliert. Die relative Genexpression fir IL-9
und IL-13 wurde mittels gPCR bestimmt. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM von 2-44CT
bezogen auf die Kontrollgruppe ohne CSE von Tagl, n=2 Versuchsansétze in Triplikaten

CSE

CSE

CSE

*p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001; k.D.= keine Daten verfiigbar
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GATA-3 relative Genexression
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Abb. 35: Zeitabhéngige Expression Th2 und Th9 assoziierter Transkriptionsfaktoren in

Th2 polarisierten Zellen

Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57BI/6 Mausen wurden unter Th2
CSE mit IL-2 fur 1-5 Tage polarisiert und dann jeweils
500.000 Zellen fiir weitere 24 h aCD3 restimuliert. Die relative Genexpression fur GATA-3,

Bedingungen mit aCD3/aCD28 +

PU.1 und BATF wurde mittels gPCR bestimmt.

verfligbar
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Gezeigt sind normalisiert auf das
housekeeping Gen L32 Mittelwerte + SEM von 224CT hezogen auf die Kontrollgruppe ohne
CSE von Tag 1, n=2 Versuchsanséatze in Triplikaten *p<0,05 und **p<0,01 k.D.= keine Daten




Einfluss von CSE auf die Differenzierung von Th9 Zellen

Aus den beschriebenen Beobachtungen entwickelte sich die Frage, ob CSE
auch einen fordernden Effekt auf die IL-9 Produktion von Th9 Zellen austiben
kann. Um dieser Fragestellung nach zu gehen, wurde zunachst der Einfluss von
CSE auf die Proliferation von Th9 Zellen getestet. Dafiir wurden nalve CD4+
Zellen mit dem Th9 spezifischen Zytokin Mix wie unter 3.1.1 beschrieben
kultiviert und analysiert.

Wie auch fir die anderen Th Subpopulationen beobachtet wurde, zeigte sich fur
die Th9 Zellen durch CSE eine Verzdgerung der Proliferation. Diese verzdgerte
Teilungsrate konnte nach 48 und 72 h anhand signifikant héherer MFI nach
Farbung mit CFSE (siehe Abb. 36A) ermittelt werden. An Tag 3 war diese
Verzogerung der Proliferation in der CSE-vermittelten Reduktion des
Proliferationsindex von durchschnittlich 410 auf Werte von nur 220 (1 % CSE)
und 120 (2 % CSE) (siehe Abb. 36B) deutlich zu erkennen. Ebenso wie fir die
anderen Subpopulationen (siehe Abb. 9) konnte auch fir Th9 Zellen gezeigt
werden, dass nach 144 h kein Unterschied in der CFSE-Farbung zu
beobachten war und somit durch CSE nur eine Proliferationsverzdgerung und
keine ganzliche Hemmung induziert wurde (siehe Abb. 36C).

Zudem wurde beobachtet, dass obwohl CSE die Proliferation der Th9 Zellen
wie beschrieben verzogert, die IL-9 positiven CD4+ Zellen die hochste
Proliferationsrate  aufwiesen. Dies zeigte sich daran, dass die
Proliferationspeaks der CD4+ IL-9+ Zellen in dem vorderen, also linken Bereich
der Proliferationspeaks der Gesamt-CD4+-Population lagen (siehe Abb. 37A
72 h rot). Auch in der Gesamtbetrachtung zeigte sich anhand der signifikant
geringeren MFI, dass die CD4+ IL-9+ signifikant starker proliferiert sind, als die
CD4+ IL-9- Zellen (siehe Abb. 37B).

Im Anschluss wurde der Einfluss von CSE auf die IL-9 Produktion von Th9
Zellen untersucht. Auch fur diese Zellen zeigte sich eine deutlich grof3ere
Population IL-9 positiver Zellen mit erhohter relativen MFI (siehe Abb. 38A).
Somit wurde auch unter Bedingungen der Th9 Differenzierung durch die
Inkubation mit CSE eine signifikante IL-9 Induktion aufgezeigt (siehe Abb. 38B).

In den nach Th9 polarisierten Zellen waren durch die Inkubation mit CSE im
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Vergleich zur Kontrollgruppe zudem geringere Mengen an IFNy+, IL-17+ und
Foxp-3+ Zellen nachweisbar (siehe Anhang Abb. S12).

Die durch CSE gesteigerte IL-9 Produktion der Th9 Zellen konnte auch mit
einem weitern Testsystem (siehe 2.2.8 ELISA) bestatigt werden. Hierbei zeigte
sich, dass CSE die IL-9 Sekretion durch Th9 Zellen nach 3 Tagen Polarisation
signifikant verstarkte (siehe Abb.39).

Fur Th2 polarisierte Zellen konnte bereits gezeigt werden, dass CSE auch die
relative Genexpression von IL-9 férdernd beeinflusst. Im Folgenden wurde die
zeitabhangige 1L-9 Expression und der CSE Effekt von CSE auf Th9 Zellen
bestimmt und zum Vergleich mit Daten aus Th2 polarisierten Zellen dargestellt.
Dabei zeigte sich eine erhdhte relative Genexpression von IL-9 in Th2 Zellen
durch 1 % CSE bereits an Tag 2 fur beide CSE-Konzentrationen an Tag 3,
bezogen auf die unbehandelte Kontrollgruppe des jeweiligen Analysetages
(siehe Abb. 40). Fur die Th9 Zellen konnte die gesteigerte relative IL-9
Genexpression durch CSE schon an Tag 2 fir beide Konzentrationen von CSE
nachgewiesen werden. Nach 3 Tagen liel3 sich fur mit 1 % CSE polarisierten
Zellen kein Unterschied mehr detektieren, wobei die Inkubation mit 2 % CSE
immer noch eine gesteigerte relative Genexpression zur Folge hatte.

Aus diesen und vorherigen Ergebnissen ergibt sich, dass CSE die Th2 Zellen
wahrend ihrer Differenzierung zu einer IL-9 produzierenden Subgruppe triggert
und dass Th9 Zellen durch CSE in ihrer IL-9 Produktion gesteigert werden.
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Abb. 36: Einfluss des CSE-Mediums auf die Proliferation von Th9 Zellen
Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57Bl/6 Mausen wurden mit CFSE
markiert und mit aCD3/aCD28 und dem Th9 Zytokin Cocktail + CSE polarisiert. Gezeigt sind
von lebenden Zellen (DAPI negativ) nach verschiedenen Zeitpunkten der Kultivierung (A) die

mittlere Fluoreszenzintensitat von CFSE, Mittelwerte + SEM von n=3 Versuchsansétze; (B)

den, wie in Abb. 3 beschrieben, berechneten Proliferationsindex fir 72 h Differenzierung und
(C) reprasentative Histogramme n=3 Versuchsansétze; *p<0,05, **p<0,01 und **p<0,001
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Abb. 37: Bestimmung des Proliferationsstatus von IL-9+ Th9 Zellen

Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57BI/6 Mausen wurden mit CFSE markiert und
mit aCD3/aCD28 und dem Th9 Zytokin-Mix + CSE polarisiert. Gezeigt sind von lebenden CD4+
Zellen (DAPI negativ) nach 0 und 72 h Kultivierung (A) reprasentative Histogramme bzw. Dot Plots
von IL-9+ Zellen £ CSE und (B) die MFI nach 72 h Kultivierung der CD4+ IL-9+ und CD4+ IL-9-
Zellen, n=3 Versuchsansétze, **p<0,01 und ***p<0,001.
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Abb. 38: Einfluss von CSE-Medium auf die Differenzierung von Th9 Zellen
Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57BI/6 Mausen wurden unter Th9
Bedingungen + IL-2 mit aCD3/aCD28 + CSE flr 3 Tage stimuliert. Nach 3 Tagen wurden
die Zellen fir die klonale Expansion gesplittet und wieder mit frischem Medium + CSE +
IL-2 aufgefllt. Die Quantifizierung IL-9-positiver Zellen erfolgte jeweils an Tag 3 und Tag 6
indem die Zellen 4 h mit BrefA/ lonomycin und PMA restimuliert wurden und nach
Fixierung mit 2 % PFA fur die FACS Messungen intrazellular gefarbt wurden. Gezeigt sind
die relative Zellzahlen und die MFI des prozentualen Anteiles der IL-9+ Zellen im Vergleich
zur Mediumkontrolle als Mittelwerte + SEM von n=4 Versuchsansatzen in Triplikaten,
**p<0,01 und ***p<0,001 und (B) reprasentative Dot Plots von Tag 3

175 Abb. 39: Einfluss von CSE-Medium auf die
1 IL-9 Sekretion von Th9 Zellen
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Abb. 40: Vergleich der zeitabhéngigen Expression von IL-9 in Th2 und Th9
polarisierten Zellen

Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57BI/6 Mausen wurden unter Th2 und
Th9 Bedingungen mit aCD3/aCD28 + CSE mit IL-2 fir 2 beziehungsweise 3 Tage polarisiert
und dann jeweils 500.000 Zellen fur weitere 24 h mit aCD3 restimuliert und die relative
Genexpression fur IL-9 wurde mittels gPCR bestimmt. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM von 2-
AACT hezogen auf die Kontrollgruppe ohne CSE (normalisiert auf die ermittelten ACT Werte
des housekeeping Gens L32), n=2 Versuchsansatze in Triplikaten *p<0,05, **p<0,01 und
***n<0,001
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Weitere Einflusse von CSE auf die Sekretion von Zytokinen und
Expression Th spezifischer Transkriptionsfaktoren in Th2 und Th9

polarisierten Zellen

In den vorherigen Versuchen konnte gezeigt werden, dass CSE sowohl in den
Th2 Zellen, hier auf einem niedrigeren Level, als auch in den Th9 Zellen einen
induzierenden Effekt auf den Anteil der entstandenen IL-9+ Population bewirkt.
Nun stelte sich die Frage, ob neben IL-9 auch andere Zytokine auf
Proteinebene in ihrer Sekretion (IFNy, IL-6, IL-5, IL-13, IL-17A, IL-10) in den mit
CSE inkubierten Th2 und Th9 polarisierten Zellen beeinflusst werden. Zudem
stellte sich die Frage, inwieweit CSE die Th2 und Th9 Zellen wahrend ihrer
Differenzierung, parallel zu der beobachteten Induktion von IL-9 positiven
Zellen, auch auf der Genebene fir andere Marker (spezifische
Transkriptionsfaktoren: PU.1, BATF, GATA-3, Tbet und Foxp-3) beeinflusst.
Dafur wurden Th2 und Th9 polarisierte Zellen hinsichtlich ihrer zeitabhéangigen
Sekretion der oben aufgefihrten Zytokine, sowie der Expression der
aufgefuhrten Marker, nach Zugabe von CSE miteinander verglichen.

Generell wurde gezeigt, dass CSE die Sekretion von allen untersuchten
Zytokinen vergleichbar in Th2 und Th9 Zellen wahrend der Polarisation
inhibiert.

Im Einzelnen wurde gezeigt, dass IFNy von Th2 und Th9 differenzierten Zellen
nachweisbar sekretiert wird, wobei die Th9 Zellen an Tag 2 und Tag 3
geringfuigig mehr IFNy produzierten (siehe Abb. 41). Nach 3 Tagen Polarisation
sekretierten die unbehandelten Kontrollen beider Zelltypen mehr IFNy, was
durch die Zugabe von CSE wahrend der Polarisation beider Th Subgruppen
inhibiert wurde.

Obwohl nach 3 Tagen Differenzierung eine starkere Produktion des
proinflammatorischen Zytokins IL-6 durch Th9 Zellen im Vergleich zu den Th2
Zellen detektiert wurde, konnte bei beiden CD4+ Subpopulation der gleiche
zeitabhangige CSE bedingte Effekt nachgewiesen werden. Die mit 2 % CSE
kultivierten Zellen beider Subtypen zeigten eine signifikant verminderte IL-6
Produktion (siehe Abb. 41), wahrend die geringere Konzentration an CSE nach
3 Tagen Polarisation zu einer gesteigerten Produktion von IL-6 fihrte (siehe

Abb. 41).
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Fur die Th2 spezifischen Zytokine IL-5 und IL-13, sowie das Treg assoziierte
Zytokin IL-10 stellte sich ebenfalls fur beide Th Subtypen das gleiche Bild dar.
Die Produktion der Zytokine steigerte sich von Tag 2 auf Tag 3, allerdings
wurde die Sekretion durch den Einfluss von CSE signifikant gemindert (siehe
Abb. 41).

Das Th17 assoziierte Zytokin IL-17A wurde vermehrt nur von Th9 Zellen nach 3
Tagen Polarisation produziert. In den Th2 Zellen konnte an beiden Tagen, auch
durch die Einwirkung von CSE-Medium, keine bedeutende Produktion von
IL-17A beobachtet werden. Die Th9 Zellen zeigten nach 2 Tagen Polarisation
zunachst auch nur eine geringe Sekretion von IL-17A, die durch CSE nicht
bedeutend beeinflusst wurde. Nach 3 Tagen produzierten die Th9 Zellen
allerdings mit durchschnittlich 542,5 pg/mL deutlich mehr IL-17A als die Th2
Zellen. Allerdings wurde die IL-17A Produktion der Th9 Zellen durch die
Inkubation mit 2 % CSE im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant inhibiert.
Des Weiteren wurde die zeitabhangige mRNA Expression verschiedener Th
spezifischer Transkriptionsfaktoren in Th2 und Th9 Zellen unter dem Einfluss
von CSE verglichen. Generell wurde gezeigt, dass CSE die relative
Genexpression von allen untersuchten Transkriptionsfaktoren vergleichbar in
den Th2 und Th9 Zellen wahrend der Differenzierung schon nach 2 Tagen
Polarisation steigerte. Im Einzelnen wurde die relative Genexpression des Th9
assoziierten Transkriptionsfaktors PU.1 durch CSE in Th2 Zellen nach 3 Tagen
Polarisation signifikant hochreguliert (siehe Abb. 42). In den Th9 Zellen wurden
durch CSE die relative Genexpression von PU.1 kaum beeinflusst.

Der fur die Entwicklung von Thl7, Th2 und Th9 Zellen essentielle
Transkriptionsfaktor BATF war in seiner relativen Genexpression durch CSE in
den Th2 Zellen zunachst nach 2 Tagen gehemmt und nach 3 Tagen signifikant
erhoht. Bei den Th9 Zellen zeigt sich nur an Tag 2 eine induzierender Effekt
durch CSE auf die relative Genexpression von BATF (siehe Abb. 42).

Die relative Genexpression des Th2 spezifischen Transkriptionsfaktors GATA-3,
wurde wie bereits bechrieben (siehe Abschnitt: Kinetik der IL-9 Induktion
wahrend der Th2 Differenzierung) durch CSE nach 2 Tagen Polarisation in den
Th2 Zellen gehemmt, zeigte aber nach 3 Tagen keinen Unterschied mehr zu

der unbehandelten Kontrollgruppe. Die Th9 Zellen wiesen durch CSE einen
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transienten Anstieg der relativen Genexpression von GATA-3 an Tag 2 auf
(siehe Abb. 42).

Da die Expression dieses Th2 spezifischen Transkriptionsfaktors in den Th9
Zellen erhoht war, wurden auch die linienspezifischen Transkriptionsfaktoren fur
Tregs und Thl Zellen, Foxp-3 und Tbet, analysiert.

Auch fur diese Transkriptionsfaktoren konnte durch CSE eine induzierende
Wirkung auf die relative Genexpression nachgewiesen werden. Die Polarisation
mit 2 % CSE fuhrte an Tag 2 und Tag 3 zu einer gesteigerten mMRNA
Expression von Foxp-3 in Th2 Zellen (siehe Abb. 42). Fur die Th9 Zellen konnte
zunachst nach 2 Tagen Polarisation eine durch CSE gesteigerte relative
Genexpression von Foxp-3 beobachtet werden (siehe Abb. 42), allerdings
zeigte sich nach 3 Tagen Polarisation mit 1 % CSE eine leicht verminderte
relative Genexpression von Foxp-3 und mit 2 % CSE nun kein Unterschied
mehr zur unbehandelten Kontrollgruppe. Die relative Genexpression des Thl
spezifischen Transkriptionsfaktors Thet wurde bei den Th9 Zellen durch CSE
ahnlich beeinflusst, wobei die Thet Expression nach 2 Tagen erheblich starker
induziert wurde und unter CSE-Einfluss bis auf das Uber 10fache anstieg
(siehe Abb. 42). Nach 3 Tagen war dieser Effekt allerdings nicht mehr
nachweisbar. Die relative Genexpression von Foxp-3 und Thet wurde auch bei
den Th2 Zellen durch CSE hochreguliert. Allerdings konnte nur fir 2 % CSE
polarisierte Zellen eine signifikante Regulation detektiert werden (siehe
Abb. 42).
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Abb. 41: Vergleich von Th2 und Th9 zeitabhangiger Sekretion verschiedener Zytokine unter

Einfluss von CSE-Medium

Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57BI/6 Mausen wurden unter Th2 und Th9
Bedingungen mit aCD3/aCD28 + CSE mit IL-2 fur 2 und 3 Tage polarisiert und dann jeweils
500.000 Zellen fiir weitere 24 h aCD3 restimuliert. Der Uberstand wurde mittels CBA analysiert.

Gezeigt sind Mittelwerte £+ SEM von n=2 Versuchsansatzen in Triplikaten, *p<0,05, **p<0,01 und
***n<0,001
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Abb. 42: Vergleich der zeitabhangigen Expression verschiedener Transkriptionsfaktoren in
Th2 und Th9 differenzierten Zellen

Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57BI/6 Mausen wurden unter Th2 und Th9
Bedingungen mit aCD3/aCD28 + CSE mit IL-2 fur 2 beziehungsweise 3 Tage polarisiert und dann
jeweils 500.000 Zellen fur weitere 24 h mit aCD3 restimuliert und die relative Genexpression fir
PU.1, BATF, GATA-3, Foxp-3 und Thet wurde mittels gPCR bestimmt. Gezeigt sind Mittelwerte +
SEM von 2-#4CT pezogen auf die Kontrollgruppe ohne CSE (normalisiert auf die ermittelten ACT
Werte des housekeeping Gens L32), n=2 Versuchsansétze in Triplikaten *p<0,05, **p<0,01 und
***p<0,001

112



Fur die Untersuchungen der Auswirkung von CSE-Medium auf die
Differenzierung von Th1l/ Th2 / Th9 /Th17 und Tregs kann zusammenfassend
festgehalten werden, dass CSE die Proliferation von Thl Zellen verzégert, aber
deren Differenzierung unterstiitzt. Nach 3 Tagen Polarisation mit CSE haben
sich weniger IFNy+ Zellen differenziert, aber diese Thl Zellen zeigen eine
signifikant hoéhere IFNy+ Produktion. Gleichzeitig inhibiert CSE die
Differenzierung von Tregs deutlich. Aul3erdem konnte gezeigt werden, dass
CSE zu einer Induktion einer IL9+ Th2 Popuation fiihrt und signifikant die IL-9

Produktion in den Th9 Zellen induziert bzw. verstarkt.
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3.1.5 Untersuchung der Auswirkung von CSE-Medium auf bereits
differenzierte CD4+ Zellen (Th1l/ Th2/ Th17 und Tregs)

Naive Zytokin-Mix CSE

T-Zelle »

v

Fur die Fragestellung welchen Effekt CSE auf bereits differenzierte Th
Subpopulationen hat, wurden naive CD4+ Zellen wie in 3.1.2 beschrieben
isoliert und far 3 Tage mit aCD3 + oCD28 und dem jeweiligen Th-Subtyp-
spezifischen Zytokin-Mix polarisiert. Danach wurden die Zellen fir die klonale
Expansion geteilt und die Haélfte des Wells auf eine neue Platte ohne aCD3
umgesetzt, wieder mit frischem Medium + IL-2 auf das Ausgangsvolumen
aufgefullt und fur weitere 3 Tage kultiviert. Bei diesem Versuchsansatz erfolgte
die Zugabe des CSE erst nach 3 Tagen Polarisation, indem das CSE dem neu
zugesetztem Medium beigemischt wurde. An Tag 6 wurden mittels spezifischer
intrazellularer Marker die relative Zellzahl und die MFI der einzelnen Th
Subpopulationen (Th1l/ Th2/ Th17 und Treg) bestimmit.

Durch die spate Gabe von CSE wurden vorzugsweise differenzierte Thl7
Zellen und Tregs stabilisiert, das zeigte sich anhand der durch CSE
gesteigerten relativen Zellzahlen dieser Populationen (siehe Abb. 43), was im
Kontrast zu den Veradnderungen der relativen Zellzahlen durch anfangliches
Gabe von CSE steht (siehe Abb. 20). Auf die relative MFI hatte CSE bei allen
Th Subpopulationen keinen signifikanten Einfluss. Im Gegensatz zur friihen
Gabe von CSE (siehe Abb. 20) wurde die relative Zellzahl der IFNy+ Zellen
durch CSE in diesem Versuchsansatz gehemmt (siehe Abb. 43). Ebenso
wurden durch 2 % CSE weniger IL-4+ Zellen detektiert (siehe Abb. 43), welche
durch anfangliche Gabe von CSE in ihrer Expansion nicht beeinflusst waren
(siehe Abb. 20).

Zusammendfassend lasst sich sagen, dass CSE insgesamt nur schwache
Effekte auf bereits differenzierte Th Subpopulationen ausiibt. Wobei die Th17
und Tregs Zellen durch den Effekt von CSE stabilisiert wurden und die Thl und

Th2 Zellen durch die Inkubation mit CSE eher leicht gehemmt wurden.
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Abb. 43: Einfluss von CSE-
Medium  auf intrazellulare
Marker verschiedener
ausdifferenzierter Th Subtypen
Aufgereinigte naive CD4+ Zellen
aus der Milz von C57BIl/6
Méausen wurden unter
verschiedenen Th Subtyp
Bedingungen (spez. Zytokin-Mix
fur Thl/ Th2/ Th17 und Treg) mit
aCD3/aCD28 ohne CSE fiur 3
Tage stimuliert. Nach 3 Tagen
wurden die Zellen fir die klonale
Expansion gesplittet und wieder
mit frischem Medium + CSE + IL-
2 aufgeflillt. Die Analyse der
intrazellularen Marker erfolgte an
Tag 6 indem die Zellen 4 h mit
BrefA/lonomycin und PMA
restimuliert und nach Fixierung
mit 2 % PFA fur die jeweiligen
Marker fur die FACS Messungen
intrazellular  gefarbt  wurden.
Gezeigt sind die relativen
Zellzahlen und die MFI des
prozentualen Anteiles des
jeweiligen Th  Subtyps im
Vergleich zur Mediumkontrolle
als Mittelwerte + SEM von n=3
Versuchsansatzen in Triplikaten,
*p<0,05



3.2 Ergebnisse der in vivo Untersuchungen

Die Ubertragbakeit der in vitro Beobachtungen wurde anhand eines murinen
Rauchmodells in vivo dberpruft. Hierfir wurde ein bereits etabliertes
chronisches Rauchmodell der Maus von unseren Kooperationspartnern in
Giel3en (AG WeilBmann) verwendet (siehe 2.2.3).

3.2.1 Einfluss chronischer Rauchexposition auf den Lungen-
Phanotyp anhand eines Mausmodells

Um die in vitro ermittelten Ergebnisse mit den Ergebnissen aus dem murinen
chronischen Rauchmodell vergleichen zu kénnen, musste zunachst Gberpruft
werden ob das verwendete chronische Rauchmodel mit einer
Rauchexpositionszeit von 2 bzw. 5 Monaten schon einen dem gut
beschriebenen chronischen Rauchmodell aus Giel3en vergleichbaren Lungen-
Phanotypen mit Emphysembildung induzieren konnte.

Durch langere Rauchexposition Uber 5 Monate zeigten die Tiere eine
signifikante Abnahme des Korpergewichts (siehe Abb. 44A). Die Messungen
der Lungenfunktion zeigte nach 5 Monaten Rauchexposition noch unveranderte
Werte in der Compliance (Maf3 fur die Dehnbarkeit der Lunge) und lediglich
einen Trend zur Rauchexpositionszeit-abhédngigen Verschlechterung des
Atemwegswiderstandes (resistance) (siehe Abb. 44B). Dagegen konnte anhand
der histologischen Lungenschnitte eine deutliche Rauchexpositionszeit-

abhangige Emphysem-Bildung gezeigt werden (siehe Abb. 44C).
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Abb. 44: Phanotyp nach chronischer Rauchexposition (RE)

6 Wochen alte mannliche C57BI/6 M&use wurden fir 2 bzw. 5 Monate (M) fur 6 h/Tag fir 5
Tage in der Woche einer Rauchexposition (RE) von 140 mg/m? ausgesetzt. Als Kontrolle
dienten Tiere, die wahrend der gesamten Versuchszeit normaler Tierstallluft (Luft)
ausgesetzt waren (siehe 2.2.3.). (A) 24 h nach der letzten RE wurden die Tiere gewogen. (B)
Mittels invasiver Lungenfunktionsmessung wurden der Atemwegswiderstand (R) und die
Compliance (C) der Lungen gemessen (siehe 2.2.7). (C) Reprasentative HE-Farbungen
(x100) in Lungenschnitten (siehe 2.2.7). Gezeigt sind (A/B) Mittelwerte + SEM von n=8
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Diese Ergebnisse sprechen daflr, dass eine langere Rauchexposition, wie
schon von M. Seimetz (AG Prof. Weilimann, Giel3en) beschrieben (Seimetz et
al. 2011), zur Bildung eines Lungenemphysems fihrt. In dem von ihm
beschriebenen Rauchmodel konnten erst in der spaten chronischen Phase, ab
8 Monaten Rauchexposition, signifikante Steigerungen in der Compliance und
Abnahmen des Atemwegswiderstandes gezeigt werden. Das erklart unsere
unveranderten Compliance Werte nach 5 Monaten Rauchexposition. Das
Rauch-Modell zeigte somit einen eindeutigen Trend in Richtung der erwarteten
Lungenfunktionswerte und histologisch eine deutliche Emphysem-Bildung und
wurde fiur weitere Untersuchungen herangezogen. Die broncho-alveolare
Lavage (BAL) der behandelten Tiere wurde auf die Zusammensetzung der
Leukozytenpopulation untersucht.

Rauchexposition hatte keinen Einfluss auf die Gesamtzellzahl der Leukozyten
in der BAL. Auch der Anteil an Makrophagen wurde durch die RE nicht
beeinflusst. Allerdings wurde die Anzahl der Lymphozyten in der BAL durch
Rauchexposition mit zunehmender Studiendauer gesteigert mit annahrend
signifikanten Werten (p = 0,055) nach 5 Monaten. Ein signifikanter Influx von
neutrophilen Granulozyten in der BAL konnte nur nach der langeren

Rauchexposition von 5 Monaten gezeigt werden (siehe Abb. 45).
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Abb. 45: Leukozyten in der broncho-alveolaren Lavage (BAL) nach chronischer RE

6 Wochen alte ménnliche C57BI/6 Mause wurden fur 2 bzw. 5 Monate (M) fir 6h/Tag fir 5
Tage in der Woche einer Rauchexposition (RE) von 140 mg/m?3 ausgesetzt. Als Kontrolle
dienten Tiere, die wahrend der gesamten Versuchszeit normaler Luft ausgesetzt waren
(siehe 2.2.3). Die BAL wurde nach der invasiven Lungenfunktionsmessung durchgefihrt
(siehe 2.2.7). Die Differenzierung erfolgte nach morphologischen Kriterien. Gezeigt sind
Mittelwerte £+ SEM von n=8 Tieren / Gruppe, *p<0,05
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3.2.2 Einfluss chronischer Rauchexposition auf verschiedene Th-
Subgruppen

Die Exposition mit Rauch hatte zudem einen Einfluss auf die Anzahl der CD3+
Lymphozyten und deren Untergruppen in den drainierenden Lymphknoten, dem
Lungengewebe und der Milz. In den Lymphknoten aus der Lungenperipherie
wurden nach 5 Monaten Rauchexposition signifikant mehr CD3+ Lymphozyten
nachgewiesen, wobei hier sowohl mehr CD4+ als auch mehr CD8+ Zellen
detektiert wurden. Im Lungenhomogenat konnte ein steigernder Einfluss auf die
Lymphozyten schon nach 2 Monaten Rauchexposition gesehen werden (siehe
Abb. 46). Auf die Anzahl der Lymphozyten in der Milz hatte die Rauchexposition

keinen Einfluss (Ergebnisse nicht gezeigt).
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Abb. 46: Einfluss chronischer RE auf die Verteilung der Lymphozyten-Untergruppen

6 Wochen alte méannliche C57BI/6 Mause wurden fur 2 bzw. 5 Monate (M) fur 6h/Tag fir 5
Tage in der Woche einer Rauchexposition (RE) von 140 mg/m?® ausgesetzt. Als Kontrolle
dienten Tiere, die wahrend der gesamten Versuchszeit normaler Luft ausgesetzt waren
(siehe 2.2.3). Die isolierten Lymphknoten und das aufbereitete Lungenhomogenat wurden
mittels Oberflachenfarbung (CD45-PerCp; CD3-PE; CD4-APC und CD8a-FITC) am FACS
analysiert (siehe 2.2.7 und 2.2.8). Gezeigt sind Mittelwerte £+ SEM von n=8 Tieren / Gruppe,
*p<0,05 und **p<0,01
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Aufgrund der signifikanten Anderungen der Zellzahlen stellte sich nachfolgend
die Frage, ob die Rauchexposition nicht nur die erhohte Zellzahl der CD4+
Zellen in den peripheren Lymphknoten und dem Lungenhomogenat hervorruft,
sondern auch eine veranderte Zusammensetzung der einzelnen Th-
Subgruppen bedingt.

Die Frequenz IFNy+ Thl  Zellen  wurden durch  verschiedene
Rauchexpositionszeiten in Milz, Lymphknoten und Lungenhomogenat (siehe
Abb. 47A) nicht signifikant beeinflusst, allerdings konnte fir Milz und
Lungenhomogenat ein leichter Trend flir eine gesteigerte mittlere
Fluoreszenzintensitat in den Gruppen mit Rauchexposition ermittelt werden,
was fur eine gesteigerte Aktivitdt dieser Zellen spricht (siehe Abb. 47B).
Anhand der in vitro Versuche konnte gezeigt werden, dass CSE die
Differenzierung der Thl Zellen induziert, wobei die Proliferation verzdgert wurde
(siehe Abb. 20). Damit stimmen die beobachteten Ergebnisse der in vitro und in
vivo Versuche uberein. Auch die Zellzahl der IL-4+ Th2 Zellen in Milz,
Lymphknoten und Lungenhomogenat bleibt, analog zu den in vitro Ergebnissen
(siehe Abb. 20), in vivo durch Rauch unbeeinflusst (siehe Abb. 47A).
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Abb. 47: Einfluss chronischer RE auf die Frequenz IFNy — bzw. IL-4 — positiver T-Zellen
sekretierter Zytokine

6 Wochen alte mannliche C57BIl/6 Mause wurden fur 2 bzw. 5 Monate (M) fur 6h/Tag fur 5
Tage in der Woche einer Rauchexposition (RE) von 140 mg/m?3 ausgesetzt. Als Kontrolle
dienten Tiere, die der gesamten Versuchszeit normaler Luft ausgesetzt waren (siehe 2.2.3).
Die isolierten Lymphknoten, Milz und das aufbereitete Lungenhomogenat wurden mittels
Intrazellularfarbung (CD4-APC; IFNy-PE und FITC; IL-4-PE) am FACS analysiert (siehe
2.2.7 und 2.2.8) Gezeigt sind (A) prozentualer Anteil von IFNy+ und IL-4+ CD4+ Zellen,
sowie (B) die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) von IFNy+ Zellen als Mittelwerte + SEM
von n=8 Tieren / Gruppe.
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Die relative Anzahl der Foxp-3+ Tregs in der Milz war nach einer RE von 5
Monaten signifikant reduziert (siehe Abb. 48). Das entspricht den in vitro Daten,
die zeigten, dass CSE die Differenzierung von Tregs signifikant inhibiert (siehe
Abb. 20). In den peripheren Lymphknoten zeigte sich dagegen kein Effekt der
Rauchexposition auf die Anzahl der Foxp-3+ Tregs. Allerdings fuihrte eine kurze
Rauchexposition von 2 Monaten zu einer transienten signifikanten Steigerung
der Anzahl an Tregs in der Lunge, welche nach 5 Monaten nicht mehr zu sehen
war (siehe Abb. 48). Diese Zunahme an Foxp-3+ Tregs in dem
Lungenhomogenat korreliert mit dem Ergebnis der in vitro Versuche in
ausdifferenzierten Zellen. Hier konnte gezeigt werden, dass vorhandene Tregs
durch die Einwirkung von CSE im Gegensatz zu Tregs, die mit CSE wahrend
der Differenzierung behandelt wurden (siehe Abb. 20), stabilisiert werden (siehe
Abb. 43). Der Anteil an Thl7 Zellen in der Milz nahm mit zunehmender
Rauchexpositionzeit ab und war nach 5 Monaten signifikant erniedrigt.
Allerdings zeigte sich fur die Lymphknoten und das Lungenhomogenat ein
entgegengesetztes Bild, da in diesen Kompartimenten die Anzahl der IL-17A+
Th1l7 Zellen nach 5 Monaten Rauchexposition signifikant erhéht war (siehe
Abb. 48). In vitro konnte gezeigt werden, dass CSE die Differenzierung von
Th17 Zellen zunachst nicht beeinflusst, aber nach 6 Tagen in Kultur signifikant
weniger Th1l7 Zellen nachzuweisen sind (siehe Abb. 20). Dagegen wurde in
bereits ausdifferenzierten Th17 Zellen durch die Einwirkung von CSE eine
Zunahme der Th17 Population induziert (siehe Abb. 43). 5 Monate RE
bewirkten noch keine Anderung in der Anzahl von IL-9+ Th9 Zellen in der Milz,
allerdings konnte ein signifikanter Anstieg der IL-9+ Population in den
Lymphknoten und im Lungengewebe gezeigt werden (siehe Abb. 52). Dieses
Ergebnis reflektiert die in vitro Beobachtungen, dass CSE die Zellzahl der IL-9+
Th2 und Th9 Zellen signifikant erhdht (siehe Abb. 35 und 37).

Die Daten des in vivo Experimentes spiegeln im Wesentlichen die Befunde der
in vitro Untersuchungen wieder und sind ein erster Hinweis fur die

Ubertragbarkeit der in vitro Ergebnisse auf die in vivo Situation.
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Abb. 48: Einfluss chronischer RE auf die Frequenz von Treg, Th17 und IL-9

polarisierten Zellen

6 Wochen alte ménnliche C57BIl/6 Mause wurden fur 2 bzw. 5 Monate (M) fur 6h/Tag fir 5
Tage in der Woche einer Rauchexposition (RE) von 140 mg/m? ausgesetzt. Als Kontrolle
dienten Tiere, die der gesamten Versuchszeit normaler Luft ausgesetzt waren (siehe 2.2.3).
Die isolierten Lymphknoten, Milz und das aufbereitete Lungenhomogenat wurden mittels
Intrazellularfarbung (CD4-APC; IL-17-PE und FITC; Foxp-3-PE und IL-9-PE) am FACS
analysiert (siehe 2.2.7 und 2.2.8). Gezeigt ist der prozentuale Anteil von Foxp-3+, IL-17+
und IL-9+ CD4+ Zellen als Mittelwerte + SEM von n=8 Tieren / Gruppe, *p<0,05 und

**p<0,01
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4 Diskussion

Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) ist durch chronische
Entzindungsreaktionen in den kleinen Atemwegen, verstarkter Mukus-
Produktion und einer Emphysembildung charakterisiert. Die Erkrankung ist eine
schwerwiegende und global auftretende Erkrankung, die sich als eine
,Volkskrankheit® bezeichnen lasst (Barnes 2007), die in den nachsten Jahren in
der Todesursachenstatistik weiter ansteigen wird. Das Rauchen von Zigaretten
stellt einen der Hauptrisikofaktoren dar (MacNee und Rahman 2001; Pauwels
und Rabe 2004). Obwohl die UbermaRige Entzindungsreaktion eines der
Hauptmerkmale der COPD ist, ist die Beteiligung der inflammatorischen
Komponente in der Lunge an der Pathophysiologie und Progression einer
COPD und der modifizierende Effekt von Zigarettenrauch auf das
inflammatorische Geschehen bisher unzureichend erforscht (Barnes 2009).
Derzeit gibt es nur Symptom-lindernde und keine kurativen Therapieansatze fur
COPD Patienten (Barnes 2013). Daher ist die Erforschung neuer
Therapieansatze unabdingbar. Hierfir missen die der COPD Pathogenese
zugrunde liegenden molekularbiologischen und immunologischen
Mechanismen weiter erforscht und entschliisselt werden. Der derzeitige Stand
der Forschung zeigt, dass insbesondere Makrophagen, neutrophile
Granulozyten und Lymphozyten an der chronischen Entziindung der COPD
beteiligt sind (Barnes 2003). Die genaue Rolle der CD4+ Zellen in Hinblick auf
die rauchbedingten Anderungen wahrend der Differenzierung und in der
Zytokinproduktion ist bis heute noch nicht verstanden und unzureichend

erforscht.

In diesem Zusammenhang wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss von
Zigarettenrauch auf verschiedene Stadien der Differenzierung unterschiedlicher
Th-Subgruppen untersucht.

Zunachst wurden die Kultivierungsbedingungen mit Zigarettenrauch-versteztem
Medium (CSE) und der Einfluss von CSE auf die Proliferation unterschiedlicher
Th-Subgruppen in vitro analysiert.

Wahrend der in vitro Kultivierung von naiven murinen CD4+ Zellen wurde eine

konzentrations- und zeitabhéngige Toxizitat von CSE festgestellt, die allerdings
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nach 48 h Kultivierung stagnierte. Fur alle folgenden Versuche wurden zwei
Konzentrationen von CSE gewahlt. Zum einen die Konzentration von 1 % CSE,
da bei dieser Konzentration erste, milde Einflisse von CSE auf die Vitalitat der
Zellen nachweisbar waren. Zum anderen wurde die Konzentration von 2 % CSE
verwendet, da hier nach 72 h der halbmaximale toxische Effekt nachgewiesen
wurde und somit ein groRerer Effekt von CSE zu erwarten war. Mit diesen CSE-
Konzentrationen wurde anschlie3end der Effekt auf die Proliferation von naiven
T-Zellen, Thl, Th2, Th9, Th1l7 und Tregs untersucht. Diese Versuche zeigten,
dass mit steigender CSE Konzentration die Proliferation aller Th-Subtypen
signifikant abnimmt. Diese Proliferationsabnahme erwies sich allerdings als
eine CSE-konzentrationsabhangige transiente Proliferationsverzégerung und
nicht als anhaltende generelle Proliferationshemmung, da nach 6 Tagen in
Kultur die Proliferation der mit CSE kultivierten Zellen mit denen der CSE-
unbehandelten Zellen vergleichbar war.

Bisherige Forschungsarbeiten tUber den Effekt von CSE beschrénkten sich im
Wesentlichen auf Lungenepithelzellen, Dendritische Zellen und Makrophagen
und weniger auf die CD4+ Zellen (Chen et al. 2014; Metcalfe et al. 2014;
Mortaz et al. 2010; Lin et al. 2014a). Zigarettenrauch enthalt reaktive
Sauerstoffverbindungen (ROS), welche oxidativen Stress auslésen, wodurch
die Zahl von apoptotischen und nekrotischen Zellen in der Lunge steigt und
somit eine chronische Entziindung in der Lunge induziert bzw. aufrechterhalten
wird. Kirzlich wurde anhand einer humanen bronchialen Epithelzelllinie (BEAS-
2B) gezeigt, dass CSE durch die Anwesenheit von ROS Apoptose vermittelt
(Lin et al. 2014b). Diese durch CSE bedingte Toxizitdt konnte anhand der
vorliegenden Ergebnisse auch fur T-Zellen bestatigt werden. Auch die Gruppe
von Hernandez et al. konnte einen direkten Effekt von CSE auf priméare
aktivierte T-Zellen zeigen. Dabei wurde die Induktion von zellularer Apoptose
als Ursache fur eine CSE-dosisabhdngig abnehmende Proliferation
nachgewiesen (Hernandez et al. 2013). Eine weitere Arbeitsgruppe zeigte, dass
CSE in T-Zellen und bronchialen Epithelzellen Mechanismen beeinflusst, die an
der Abwehr von infektiosen Agentien beteiligt sind. Durch die Inkubation der T-
Zellen mit 0,5 — 1 % CSE zeigte sich eine signifikant reduzierte T-Zell
Aktivierung und Proliferation sowie eine Reduktion der Expression des

zytotoxischen Proteins Granzyme B (Glader et al. 2006). In dieser Arbeit wurde
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ebenfalls eine CSE-dosisabhangig verminderte Proliferation verschiedener T-
Zell Subtypen gezeigt. Mit den in dieser Arbeit vorgelegten Daten konnte
erstmals aufgezeigt werden, dass es sich bei dem CSE Effekt nur um eine
transiente Proliferationsverzégerung und nicht um eine generalisierte
Proliferationsinhibition handelt.

Die durch Zigarettenrauch induzierte Proliferationsverzégerung und
Beeinflussung der T-Zell-Zytotoxizitat kdnnte zu einer Beeintrachtigung der
Immunabwehr bei Atemwegsinfektionen filhren und somit an der Ausbildung
infektbedingter Exazerabtionen bei COPD-Patienten beteiligt sein.

Die verminderte Effektorfunktion kénnte den Zusammenhang zwischen der
relativ hohen Zahl von T-Zellen, die in den Lungen von COPD Patienten und
Rauchern detektiert wurden (Ekberg-Jansson et al. 2000; O'Shaughnessy et al.
1997; Saetta et al. 1998), und der hohen Frequenz von Atemwegsinfekten und
reduzierter Abwehr gegen virale Erkrankungen (Seemungal et al. 2001; Marcy
und Merrill 1987; Razani-Boroujerdi et al. 2004) erklaren. AuRerdem wurde
gezeigt, dass COPD-Patienten ein abgeschwachtes Immunsystem aufweisen
und dieses mit der Zeit, im Zuge der chronischen Inflammation, erhalten bleibt
und sich die Zusammensetzung der Th Subtypen dauerhaft wandelt (Chung
und Adcock 2008). Zudem wurde gezeigt, dass respiratorische Entztindungen
zu einer schwerern, langeren infektbedingten Exazerbation in COPD Patienten
fuhrt (Dai et al. 2015).

Fur die in dieser Arbeit vorliegenden grundlegenden Untersuchungen des
Effekts von Zigarettenrauch-versetztem Medium (CSE) auf die Differenzierung
unterschiedlicher Th-Subgruppen wurden drei verschiedene
Grundfragestellungen untersucht: (1) Einfluss von CSE auf naive CD4+ Zellen
unter nicht polarisierenden ThO Bedingungen (in vitro) (2) Einfluss von CSE
wahrend der Differenzierung verschiedener CD4+ Subpopulationen (in vitro)
und (3) Einfluss von CSE auf bereits differenzierte CD4+ Subpopulationen (in
vitro und ex vivo). Dafir wird in der 1. Phase der Differenzierung von
,Polarisierung“ gesprochen, der sich dann unter dem weiterfihrenden Einfluss
von einer unspezifischen Stimulation in Gegenwart von IL-2 die
,EXpansionsphase“ anschliet. Fur Fragestellung (3) wird von ,in vitro®

gesprochen wenn die CD4+ Subpopulationen aus naiven CD4+ Zellen in vitro
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fur die weiteren Untersuchungen differenziert wurden und von ,ex vivo“ wenn
bereits in vivo differenzierte CD4+ Zellen untersucht wurden. Im Anschluss
wurde die in vivo Relevanz der in vitro beobachteten Ergebnisse an Hand eines
murinen chronischen Rauchmodells nachgewiesen.

In der nachfolgenden Diskussion werden die untersuchten Zelltypen zunachst
separat betrachtet. In diesen Passagen werden jeweils alle oben aufgefuihrten
Fragestellungen (in vitro/ ex vivo und in vivo) im Kontext zueinander diskutiert.
Im Anschluss daran erfolgt die Betrachtung des Lymphozyten Phanotyps im
chronischen Rauchmodell und die Diskussion uber lymphoide B-Zell Follikel
und autoimmune Prozesse, welche in der Pathogenese der COPD vermutlich

eine Rolle spielen.

Undifferenzierte naive CD4+ Zellen

Dieser Zelltyp wurde nur im Hinblick auf die erste Fragestellung, welchen
Einfluss CSE auf naive CD4+ Zellen unter nicht polarisierenden ThO
Bedingungen hat, analysiert. Die initiale Vermutung, dass CSE die
Polarisierung unterschiedlicher Th Subtypen aus naiven CD4 Zellen induziert,
konnte in hoch aufgereinigten naiven T-Zell-Populationen nicht verifiziert
werden. Somit hat CSE keinen direkten Einfluss auf die Entwickung von naiven
CD4 Zellen. Stattdessen zeigte sich, dass die nach der unvollstandigen
Aufreinigung (~20 % bereits vorstimulierte Zellen) verbliebenen unterschiedlich
ausdifferenzierten T-Zellen durch CSE beeinflusst wurden. Daher geben die
Daten Aufschluss uber den Einfluss von CSE auf bereits in vivo
ausdifferenzierte CD4+ Subtypen analog zu der in vitro Analyse unter
Fragestellung (3). Folglich werden diese Beobachtungen mit den in vitro Daten
innerhalb der Passagen zu den einzelnen Th Subtypen als ex vivo Daten
diskutiert.

Thl Zellen

Die in vitro Daten zeigen, dass CSE wahrend der Polarisation die Proliferation

der Thl (IFNy+) Zellen verzdgerte, gleichzeitig aber die Differenzierung mit

einer gesteigerten Aktivitat der IFNy+ Produktion forderte. Dies zeigte sich in

einer erhdhten MFI nach intrazellularer IFNy-Farbug nach drei Tagen

Polarisation, bei signifikant weniger polarisierten Thl Zellen. Die erhéhte
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Aktivitat konnte mit einer signifikant gesteigerten relativen Anzahl an IFNy
sekretierenden Zellen, sowie signifikant erhohten Mengen von IFNyin
Uberstanden von restimulierten Thl Zellen bestatigt werden. Fiur die mRNA
Expression des Transkriptionsfaktors Tbet zeigte sich fur den gewahlten
Probenzeitpunkt von zwei Tagen mit CSE polarisierten Zellen kein Unterschied.
Auf Proteinebene konnte eine geringere Menge an Tbet nachgewiesen werden,
was mit der verminderten Anzahl an Thl Zellen nach 3 Tagen Polarisation
korreliert. Nach 6 Tagen Th1 Differenzierung hatten sich unter dem Einfluss von
CSE mehr IFNy+ Zellen entwickelt. Allerdings zeigte CSE auf bereits
differenzierte Thl Zellen an Tag 6 in vitro einen leicht inhibierenden Effekt
wahrend der klonalen Expansion von 3 Tagen. Die ex vivo Daten spiegeln die in
vitro detektierte CSE bedingte steigernde Wirkung auf die Expansion von IFNy+
Thl Zellen wider, da hier ebenfalls nach 3 Tagen Expansion zunachst noch
kein Unterschied zu detektieren war und nach einer langeren Expansionszeit
von 6 Tagen ein CSE bedingter Anstieg von IFNy+ Zellen nachgewiesen wurde.
Ex vivo wurde nach 2 Tagen Expansion durch CSE eine gesteigerte Expression
der mRNA des Transkriptionsfaktors Tbet detektiert, welche die vermehrte
Induktion der Thl Population an Tag 6 erklart. Dieses Ergebnis steht im
Gegensatz zu der durch CSE unveranderten relativen Genexpression von Thet
wahrend der Thl Differenzierung in vitro. Dies lasst sich durch die im Vergleich
in vitro/ex vivo an Tag 3 detektierten unterschiedlich verteilten Thl
Populationen erklaren. Ex vivo bestand zwischen den einzelnen Gruppen an
Tag 3, wenn Uberhaupt, eher ein Trend zu einer erhdhten Frequenz an Thl
Zellen und in vitro reduzierte CSE wéahrend der Th1l Polarisierung signifikant die
Thl Population. Die Ergebnisse des Proteinnachweises fur Thet an Tag 3
zeigten auch ex vivo einen CSE induzierten Rickgang. Die Ergebnisse der
MRNA Expression und des Proteinnachweises sind kontrovers. Das konnte
einerseits an unterschiedlichen Kinetiken von mRNA und Proteinexpression
liegen oder andererseits kdénnten die noch vorhandenen Restpopulationen in
den analysierten Proben einen Einfluss auf die Sensitivitat der
Nachweismethode austben. Im in vivo Rauchmodell zeigte sich, dass die
Anzahl der IFNy+ Thl Zellen in der Lunge, Milz und Lymphknoten nicht
beeinflusst wurde, aber die Aktivitat dieser Zellen durch die Rauchexposition in

Milz und Lunge zunahm. Diese Daten korrelieren mit den in vitro und ex vivo
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beobachteten Ergebnissen, dass die Aktivitdit von Thl Zellen durch Rauch
gesteigert wird.

In COPD Patienten spricht man von einer Th1-Typ Inflammation, da hier durch
die Tcl und Thl Zellen vermehrt TNF-a und IFNy sezerniert und somit die
Entzindung aufrechterhalten wird (Barnes 2008). Eine andere Gruppe konnte
zeigen, dass in COPD Patienten vorwiegend Tcl / Thl Zellen aktiviert werden,
indem STAT 4 (Signal Transducers and Activators of Transcription) aktiviert und
IFNy produziert wird (Di Stefano et al. 2004). Eine aktuelle Studie zeigt, dass
Thl Zellen und das durch sie geblidete IL-2 mal3geblich an der chronischen
Aufrechterhaltung der Entziindungsprozesse in COPD Patienten verantwortlich
sind, da durch einen Defekt im TLR4 Pathway der Thl Zellen die IL-2
abhangige CD4+ Proliferation in COPD supprimiert werden konnte (Knobloch et
al. 2015). Eine andere Studie konnte zeigen, dass erhdhte IFNy Spiegel in
aktiven Rauchern mit der Emphysementwicklung korrelieren (Bhavani et al.
2015). Eine andere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass in Mausen und
Menschen durch die Einwirkung von Agrarstaub die T-Zell Polarisation in
Richtung Thl und Th17 getrieben wird (Robbe 2014). Dies zeigt, dass noch
nicht analysierte Komponenten im Staub beziehungsweise Zigarettenrauch fur
die Zusammensetzung der Th Subtypen und somit fir das Immunsystem eine
maf3gebliche Rolle spielen kdnnten. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen nun
erstmals den direkten Effekt von Zigarettenrauch auf die Differenzierung von
Thl Zellen und die damit verbundene Ausschittung von IFNy. Da die
gesteigerte IFNy Sekretion den Entziindungsprozess aufrechterhalt und so zur
Pathogenese der COPD beitragt, ist ein direkter Zusammenhang von
Zigarettenrauch und der Induktion und Aufrechterhaltung von COPD erstmals

nachgewiesen worden.

Th2 Zellen

Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Th2 assoziierte Zytokine durch
die Einwirkung von Rauch-Komponenten vermindert produziert werden, da die
Sekretion der Th2 spezifischen Zytokine IL-5 und IL-13 durch CSE deutlich
inhibiert wurde. Auch die Sekretion von IL-4 konnte mit einer hbheren CSE
Konzentration vermindert werden. In Hinsicht auf die durchflusszytometrisch

bestimmte Population IL-4+ Zellen zeigte sich allerdings nach 6 Tagen
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Kultivierung kein Unterschied durch die Einwirkung von CSE wahrend der
Differenzierung in vitro.

Die relative Genexpression des Th2 spezifischen Transkriptionsfaktors GATA-3
zeigte nach 2 Tagen Polarisation durch CSE keine Unterschiede. Allerdings
konnte auf Proteinebene nach 3 Tagen Polarisation eine leichte Abnahme von
GATA-3 durch 2 % CSE gezeigt werden. Somit wurde nachgewiesen, dass
CSE mit steigender Konzentration einen inhibierenden Einfluss auf die
Expression von GATA-3 und nachfolgender Produktion Th2 spezifischer
Zytokine hat.

Auf bereits differenzierte Th2 Zellen wirkt CSE in vitro mit steigender CSE
Konzentration ebenfalls inhibierend auf die Expansion der IL-4+ Th2 Zellen.

Fir die IL-4+ Th2 Zellen zeigte sich ex vivo kein deutlicher Trend fir den
Einfluss von CSE. Die Untersuchungen des Th2 spezifischen
Transkriptionsfaktors GATA-3 zeigten in der Expression der mRNA und auf
Proteinebene, bei den mit 2 % CSE kultivierten Zellen auch hier einen
signifikanten Rickgang von GATA-3. Das deutet darauf hin, dass die Th2
Differenzierung durch CSE auch unter diesen Bedingungen eingeschrankt wird.
In vivo konnte kein Unterschied in der Anzahl von IL-4+ Th2 Zellen in der Milz,
Lymphknoten oder Lunge nach chronischer Rauchexposition gesehen werden.

Die vorliegenden Daten zeigen aul3erdem, dass Th2 polarisierte Zellen durch
CSE signifikant weniger IL-10 sekretieren.

Die Rolle der Th2 Zellen in der Pathogenese der COPD wird kontrovers
diskutiert und ist noch nicht vollstandig geklart. Es wurde gezeigt, dass die
Expression von IL-4 in den CD8+ Zellen (Tc2) in der BAL erhoht ist (Kemeny et
al. 1999; Barczyk et al. 2006). In der vorliegenden Arbeit wurden nur die CD4+
Th2 Zellen untersucht und somit kann dieses Ergebnis nicht belegt werden. In
einer anderen Studie wurde gezeigt, dass die Expression eines anderen Th2
Zytokins, IL-13, in Patienten mit einer schweren COPD vermindert ist (Boutten
et al. 2004). Dies korreliert mit den in vitro detektierten erniedrigten sekretierten
Mengen an IL-13 in Th2 Zellen durch CSE. Humane Studienergebnisse zeigten
einerseits eine verminderte Konzentration des anti-inflammatorischen Zytokins
IL-10 im Sputum von COPD Patienten (Takanashi et al. 1999) und andererseits
eine deutlich geminderte IL-10 Freisetzung im Lungenparenchym von COPD

Patienten nach LPS Stimulierung, im Vergleich zu Lungen von Rauchern mit
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normaler Lungenfunktion (Hackett et al. 2008). Die vorliegenden in vitro

Ergebnisse unterstiitzen diese Studienergebnisse.

Th1l7 Zellen
Obwohl CSE wahrend der Polarisation nach 3 Tagen keinen Einfluss auf die
Zellzahl der Th17 Zellen hatte, wurden erhéhte MFI Werte fur intrazellulare
IL-17-Farbung nachgewiesen, was fir eine hdhere Aktivitat der differenzierten
Th17 Zellen unter CSE Einfluss spricht. Nach einer Restimulation dieser Zellen
in vitro zeigte sich im ELISA und im Sekretion-Assay allerdings kein
Unterschied in der freigesetzten Menge an IL-17A und in der Anzahl an IL-17A
sekretierenden Zellen. Dies konnte daran liegen, dass fir die Restimulation
zwar eine vergleichbare Anzahl an Zellen eingesetzt wurde, aber der Anteil der
differenzierten IL-17A+ Th17 Population in diesem Stimulationsansatz durch die
vorhandenen Restpopulationen leicht schwankte und somit eine gesteigerte
Aktivitat nicht detektiert werden konnte. Allerdings zeigte die relative
Genexpression des Thl7 assoziierten Transkriptionsfaktors RORyt nach 2
Tagen Polarisation auch keinen CSE bedingten Unterschied, was eher dafir
spricht, dass nach drei Tagen die IL-17A+ Population durch CSE nicht
beeinflusst wurde.
Nach 6 Tagen Polarisation durch CSE nahm die Anzahl der IL-17A+ Thl7
Zellen signifikant ab.
Im Gegensatz dazu hatte CSE auf bereits differenzierte Zellen eine steigernde
Wirkung auf die relative Anzahl an IL-17A+ Th17 Zellen. Diese steigernde
Wirkung konnte auch ex vivo durch die Gabe von CSE nach 3 Tagen
Expansion anhand einer gesteigerten realtiven Anzahl von IL-17A+ Th17 Zellen
und einer gesteigerten relativen Genexpression des Transkriptionsfaktors,
RORyt, bestatigt werden.
Auch in vivo zeigten sich nach Rauchexposition tUber 5 Monate in den
lungenperipheren Lymphknoten und in der Lunge erhdhte Zahlen an IL-17A+
Th17 Zellen. In der Milz wurden allerdings weniger IL-17A+ Zellen detektiert.
Diese Beobachtung korreliert mit der in vitro Erkenntnis, dass Th1l7 Zellen
durch Rauch-Komponenten in ihrer Differenzierung nach 6 Tagen inhibiert
werden (systemisch in der Milz), aber schon vorhandene Th17 Zellen durch
CSE stabilisiert oder sogar aktiviert wurden.
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Bis jetzt ist noch sehr wenig tber die Rolle der Th17 Zellen in der Pathogenese
der COPD bekannt, aber die Level an IL-17A, dem pradominanten Zytokin der
Th17 Zellen, sind im Sputum von COPD Patienten erhéht (Manel et al. 2008)
und auf3erdem wurden erhdhte Level an Th1l7 Zellen in bronchialen Biopsien
von COPD Patienten nachgewiesen (Di Stefano et al. 2009, Zhang et al. 2013).
Die Daten der vorliegenden Arbeit unterstiitzen die Beobachtungen einer
verstarkten IL-17 Expression und bestarken den bisherigen Wissenstand mit
der Annahme, dass Th17 Zellen eine bedeutende Rolle in der Pathogenese der
COPD spielen. AufRerdem konnte gezeigt werden, dass Zigarettenrauch-
Komponenten einen direkten Einfluss auf die vermutlich an der Pathogenese
beteiligten Th1l7 Zellen haben und somit flr die erhéhten Spiegel an IL-17
mitverantwortlich sind.

Thl7-Zellen sind gekennzeichnet durch die Expression von IL-17, TNF-a, GM-
CSF und IL-6. Fur die Differenzierung von Th17-Zellen sind die Zytokine IL-6
und TGF-B essentiell, da sie den Th17 assoziierten Transkriptionsfaktor RORyt
aktivieren (Weaver et al. 2007). In Granulozyten induziert IL-17 die Expression
von GM-CSF, IL-8 und IL-6 und bewirkt so eine Aktivierung und Attraktion von
neutrophilen Granulozyten und induziert eine verstarkte Bildung der
Granulozyten (Granulozytopoese) (Stockinger und Veldhoen 2007). Des
Weiteren induziert oder verstarkt IL-17 die Expression verschiedener
proinflammatorischer Mediatoren. Darunter zahlen die Zytokine IL-1 und IL-6,
sowie das pro-inflammatorische Prostaglandin PGE2 sowie
Matrixmetalloproteinasen (MMPs), welche in der Entstehung der COPD eine
wichtige Rolle spielen (Papakonstantinou E et al. 2015). Aktuell konnte durch
ein murines Rauchmodell gezeigt werden, dass IL-17 fur die Entwicklung der
pulmonalen Neutrophilie wahrend einer durch Rauch aktivierten akuten
Exazerbation erforderlich ist (Roos et al. 2015). Au3erdem stimuliert IL-17 die
Expression von MMPs in Osteoblasten und synovialen Fibroblasten (Agarwal
2008). Die pathogene Wirkung entfaltet das IL-17 teils synergistisch mit, aber
unabhangig von TNF-a und IL-1 (Weaver et al. 2007; Stockinger und Veldhoen
2007).

Eine mdgliche Erklarung fir den durch Rauch induzierten Mechanismus fur die
veranderte Immunantwort in Richtung Th17 konnte die Aktivierung des Aryl
hydrocarbon Rezeptors (AhR) sein. Zigarettenrauch enthélt viele AhR Liganden
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und aktiviert so AhR abh&ngige Transkriptionen (Martey et al. 2005), wobei
Chen und Kollegen zeigen konnten, dass Ahr-defiziente Mause unféhig sind,
Th17 Zellen zu generieren (Chen et al. 2011). Somit konnten die AhR Liganden
im Zigarettenrauch eine Rolle in der Entwicklung der Th17 Zellen haben. Die
Modulation der IL-17 Produktion bei der COPD konnte ein vielversprechender
therapeutischer Ansatz sein.

Tregs

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Zigarettenrauch einen
drastisch inhibierenden Effekt auf die Differenzierung von Foxp-3+ Tregs hat. In
vitro haben sich durch die Gabe von CSE wahrend der Polarisation nur halb so
viele Tregs entwickelt und die relative Genexpression des Transkriptionsfaktors
Foxp-3 wurde durch 1 % CSE ebenfalls vermindert. Allerdings zeigte sich fur
1 % CSE eine gesteigerte Sekretion des immunmodulierenden Zytokins TGF-R3.
Fur 2 % CSE konnte ein Trend fur eine verminderte relative Genexpression von
Foxp-3 aufgezeigt werden. Die Sekretion von TGF-[3 zeigte bei 2 % keinen
Unterschied. Dies kénnte auf eine gesteigerte Aktivitat der durch 2 % CSE
verminderten Treg Population sprechen. Auf bereits differenzierte Tregs zeigte
CSE allerdings einen stabilisierenden Effekt wahrend der Expansionszeit. Dies
konnte auch mit den ex vivo Daten bestétigt werden, da hier die Gabe von CSE
nach 3 Tagen Stimulation zu einer gesteigerten Anzahl von Foxp-3+ Zellen und
zu einer gesteigerten relativen Genexpression des Transkriptionsfaktors Foxp-3
fuhrte.

In vivo zeigte sich durch die chronische Rauchexposition ein signifikanter
Ruckgang der Foxp-3+ Zellen in der Milz, was flr eine systemische Minderung
der Tregs in diesen Tieren spricht. In den peripheren Lymphknoten konnte
dagegen keine Anderung beobachtet werden. In der Lunge wurde nach einer
kirzeren Rauchexpositionszeit von 2 Monaten ein Anstieg der Foxp-3+ Zellen
nachgewiesen, wobei nach 5 Monaten ein Trend fir einen Ruckgang der
Foxp-3+ Zellen zu sehen war. Die kurzfristige Steigerung der Foxp-3+ Zellzahl
in der Lunge korrelierte mit den in vitro Ergebnissen.

Die sich aktuell haufenden Anzeichen, dass Autoimmunprozesse zur
Entwicklung einer COPD beitragen, bestarken die Vermutung, dass Tregs im

Zusammenhang der COPD Pathogenese eine Rolle spielen kdnnten, da diese
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malf3geblich an der Kontrolle von Autoimmunerkrankungen beteiligt sind.
Raucher mit COPD und Emphysem haben im Vergleich zur Kontrollgruppe,
Raucher ohne COPD, signifikant weniger Tregs in den Lungen, was sich durch
weniger mRNA fur Foxp-3 und weniger IL-10 Sekretion zeigt (Lee et al. 2007).
Allerdings gibt es kontroverse Aussagen zu den Anteilen an Tregs in der BAL
von COPD Patienten (Barcelo et al. 2008; Smyth et al. 2007). Die eigenen
Daten lassen vermuten, dass Zigarettenrauch auf bereits vorhandene Tregs
einen stabilisierenden und aktivitatsfordernden Effekt wahrend der Expansion
hat, wobei allerdings systemisch die Differenzierung von Tregs generell inhibiert
wird. Die regulatorischen T Zellen wirken durch die Sekretion der
immunsuppressiven Zytokine, IL-10 und TGF-f immunmodulierend, da diese
Zytokine Zell-Zyklus Arrest oder Apoptose in Effektorzellen induzieren konnen.
Durch Rauch wird anscheinend die Aktivitat einzelner Tregs mit erhdhter TGF-3
Sekretion gefordert, aber gleichzeitig die Differenzierung der Tregs deutlich
inhibiert. Dadurch entsteht ein Ungleichgewicht zu Effektor T-Zellen (Th1, Th17
und Th9), die nicht mehr ausreichend in ihrer Funktionalitat kontrolliert werden.

Th9 Zellen

Uber die Rolle der Th9 Zellen in der Pathogenese von COPD ist noch sehr
wenig bekannt. Kirzlich wurden jedoch in Sputumproben von COPD Patienten
signifikant erhdhte Level an dem Th9 assoziierten Hauptzytokin IL-9
beschrieben (Liu et al. 2004). Eine andere Gruppe konnte erhohte mRNA Level
von IL-9 in Lungen-Biopsien von COPD Patienten zeigen (Panzner et al. 2003).
Diese Daten lassen vermuten, dass IL-9 eine Rolle bei der COPD Pathogenese
haben kdnnte.

Die erhéhten Werte von IL-9 muissen allerdings nicht zwingend nur mit den
,Klassischen“ Th9 Zellen in Verbindung gebracht werden. In dieser Arbeit wurde
gezeigt, dass CSE einen Wechsel von Th2 Zellen in eine Th9 ahnliche
Subpopulation bewirkt, charakterisiert durch weniger Th2-Zytokine und
gleichzeitigem Anstieg der IL-9 Produktion. Mit den vorliegenden Daten konnte
gezeigt werden, dass die IL-9 Sekretion IL-2 abhangig ist und in Th2 Zellen an
Tag 3 der Polarisation ein Maximum aufwies, welches durch CSE zudem
signifikant erhdéht wurde. Dieses Ergebnis korreliert mit den Daten von Schmitt

et al., die ebenfalls zeigten, dass IL-2 obligatorisch fur die Differenzierung von
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IL-9 produzierenden Zellen ist (Schmitt et al. 1994). Durch das Vorhandensein
von TGF-3 kann eine Th2 Zelle in eine Th9 Zelle konvertieren (Zhou et al.
2009). Allerdings konnte im CSE direkt kein TGF-3 detektiert werden, so dass
andere Komponenten im CSE fur die erhohte IL-9 Produktion in Th2 Zellen
verantwortlich sein miissen. Die Restpopulationen, die nach der naiven T-Zell
Aufreinigung noch vorhanden waren, konnen als TGF- Produzent
ausgeschlossen werden, da der Uberstand dieser Populationen auf TGF-R
Produktion untersucht wurde. Allerdings produzieren Th2 Zellen selbst TGF-R3.
Die relative Genexpression von GATA-3 und IL-13 nahm in den CSE
behandelten Zellen ab, wahrend die relative Genexpression von IL-9, PU.1 und
BATF erhoht war. Dies spricht fir einen tatsachlichen Phéanotyp-Switch der Th2
Zellen. Der Transkriptionsfaktor PU.1 ist auch mit dem Th2 Phanotyp assoziiert
und bewirkt die Heterogenitdt der Th2 Zytokin-Sekretion. Dieser
Transkriptionsfaktor ist speziell in Subpopulationen von Th2 Zellen mit niedriger
IL-4 Expression exprimiert und fuhrt zu einer niedrigeren Produktion der
meisten Th2 Zytokine (Chang et al. 2009; Chang et al. 2005). IL-9 wurde lange
Zeit als ein Th2 Zytokin beschrieben, da es die allergische Inflammation
unterstutzt und somit mit einer Th2 assoziierten Erkrankung (Asthma) in
Verbindung gebracht wurde (Forbes et al. 2008; Temann et al. 1998; Temann
et al. 2002). Obwohl eine allergische Inflammation auch in IL9 KO Mausen
entstehen kann, wirkt eine Blockade von IL-9 in einem &hnlichen Mausmodell
hemmend auf die allergische Inflammation (Townsend et al. 2000; Cheng et al.
2002). Eine erhthte Expression von IL-9 wurde nicht nur in COPD Patienten,
sondern auch in Asthma-Patienten gefunden (Erpenbeck et al. 2003a;
Erpenbeck et al. 2003b; Shimbara et al. 2000). Aul3erdem wurde gezeigt, dass
IL-9 die Differenzierung von Th17 Zellen unterstitzt und gleichzeitig die Aktivitat
der Tregs erhoht und somit Th1l7 getriebene inflammatorische Erkrankungen
induzieren kann (Elyaman et al. 2009; Nowak et al. 2009). Diese Aussagen
kénnen durch die hier vorliegenden Ergebnisse bestatigt werden, da gezeigt
wurde, dass CSE die IL-17 Sekretion induziert und die Differenzierung von
Tregs inhibiert, gleichzeitig aber die Aktivitat dieser Zellen erhoht wird. Diese
Veranderungen koénnten IL-9-bedingt sein, da durch CSE erhohte Level an 1L-9
induziert werden. Kirzlich wurde eine neue Th Subpopulation, Th9-Zellen

beschrieben, die fir die spezifische Polarisation eine Kombination aus TGF-[3,
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IL-4 und IL-2 Dbendtigt. Diese Zellen exprimieren zusatzlich zum
Transkriptionsfaktor GATA-3 die Transkriptionsfaktoren PU.1 und BATF.
AulRerdem zeigen sie eine geringere Expression der Th2 assoziierten Zytokine
(Veldhoen et al. 2008; Nowak und Noelle 2009; Chang et al. 2010). In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Zigarettenrauch nicht nur
einen Wechsel der Th2 Zellen zu einem Th9 Phanotypen bewirkt, sondern der
Th9 Phanotyp durch Zigarettenrauch weiter unterstitzt wird. Somit unterstitzen
diese Daten die Hypothese, dass Th9 Zellen in der Pathogenese der COPD
eine bedeutende Rolle spielen kdnnten. Naive Zellen, die in Richtung Th9 Zelle
polarisiert wurden, zeigen durch die Einwirkung von CSE eine signifikant
gesteigerte Expression von IL-9. Dieses Ergebnis konnte mittels verschiedener
Methoden deutlich dargestellt werden, indem die Anzahl an IL-9+ Zellen, die
relative MFI sowie die relative Genexpression von IL-9, PU.1 und BATF durch
CSE signifikant erhéht war und die Th2 assoziierten Zytokine IL-5 und IL-13
vermindert sezerniert wurden. Da CSE die Proliferation der Th9 Zellen ebenso
verzogert, wie die aller anderen Th Subpopulationen, stellte sich die Frage,
welche Population der Th9 Zellen (Proliferations gehemmte Th-9 Zellen oder
schon proliferierte Th9-Zellen) die CSE induzierte verstarkte IL-9 Produktion
aufwies. Es konnte gezeigt werden, dass nur die schon proliferierten Zellen eine
IL-9+ Population bildeten. Auch fur die Th9 Zellen konnte gezeigt werden, dass
die Proliferation durch CSE nur temporar gehemmt wurde, da sich nach 6
Tagen Polarisation keine veranderte Proliferationsrate mehr detektiert wurde. In
vivo konnten in den lungenperipheren Lymphknoten und in der Lunge
signifikant mehr IL-9+ CD4+ Zellen nachgewiesen werden. Da in der Milz kein
Unterschied aufgezeigt wurde, erscheinen 5 Monate Rauchexposition als noch
nicht ausreichend, um eine systemisch erhdhte IL-9 Expression zu induzieren
oder die beobachtete rauchinduzierte vermehrte IL-9 Produktion uf3ert sich nur
lokal in der Lunge. Das lasst vermuten dass in COPD Patienten durch
anhaltende Rauchexposition Th2 Zellen zu einem Th9 Phanotypen gewandelt
werden und dass durch Zigarettenrauch nicht nur die IL-9 Produktion der Th2
sondern auch die der Th9 Zellen signifikant gesteigert wird.

IL-9 wirkt direkt und indirekt auf viele Zelltypen, die an der Entwicklung einer
Inflammation beteiligt sind. In den Epithelzellen induziert IL-9 Goblet Zell-

Hyperplasie und eine gesteigerte Chemokinproduktion. Durch IL-9 wird das
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Zellwachstum und Uberleben von Mastzellen geférdert und es induziert in
diesen Zellen die Produktion von IL-6 und Proteasen (MMPSs). In der glatten
Muskulatur wird durch IL-9 die Produktion von IL-8, IL-13 und Eotaxin induziert.
IL-9 unterstitzt auRerdem die Differenzierung von Thl7 Zellen, erhoht die
Aktivitat der Tregs und fordert die IgE Produktion in B Zellen sowie die
Expression des Wachstumsfaktors TGFf in T Zellen (Goswami und Kaplan
2011). Diese durch IL-9 hervorgerufenen Veranderungen konnten zum
Pathomechansimus der COPD beitragen. Daher ware in Zukunft die
Untersuchung des  Zigarettenrauch-induzierten  Lungen-Inflammations-
Phanotyps an IL-9 KO Mausen ein vielversprechender Ansatz um die der

COPD zugrunde liegenden Pathomechanismen naher aufzuschlisseln.

Mit den in vitro Versuchen wurde gezeigt, dass Zigarettenrauch-Komponenten
einen direkten Einfluss auf die Proliferation und Differenzierung von CD4+
Zellen haben. Es kommt zu einer Verzégerung der Proliferation, verbunden mit
Anderungen in der Zytokinproduktion und einer Beeinflussung der
Differenzierungsrate. Diese Veranderungen fihren zur vermehrten Freisetzung
von IFNy+Thl, IL-9+ Th9 und IL-17+ Th17 Zellen wobei gleichzeitig die
Differenzierung der regulatorischen T-Zellen inhibiert wird und die Anzahl der
schon vorhanden Tregs stabilisiert wird.

Im Anschluss erfolgt nun die Betrachtung des Lymphozyten Phanotyps im
chronischen Rauchmodell und die Diskussion uber lymphoide B-Zell Follikel
und autoimmune Prozesse, welche in der Pathogenese der COPD vermutlich

eine Rolle spielen.
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Lymphozyten Phanotyp im chronischen Rauchmodell

Da die Entzindungsreaktionen in der Lunge schon relativ frihzeitig in der
Pathogenese der COPD auftreten und die Emphysem-Bildung erst nach einer
langeren Rauchexpositionszeit entsteht wurde ein friher Analysezeitpunkt
(2 Monate) und ein spaterer Analysezeitpunkt (5 Monate) fir das in vivo
Rauchmodell gewahlt.

Obwohl nach einer Rauchexpositionszeit von 2 und 5 Monaten kein Einfluss auf
die Gesamtzellzahl der Leukozyten in der BAL nachzuweisen war, konnte in der
Lungenfunktion schon der erwartete Trend fur eine Emphysem-Bildung nach
5 Monaten Rauchexposition detektiert werden. Auch histologisch konnte nach
der langeren Rauchexpositionszeit von 5 Monaten schon eine deutliche
Emphysem-Bildung nachgewiesen werden. Dieser Rauch-induzierte Lungen-
Phanotyp validiert das verwendete Rauchmodell, so dass weiterfihrende,
tiefergreifende Analysen durchgefthrt wurden.

Nach 2 Monaten Rauchexposition erhdhte sich die Anzahl der Lymphozyten
und nach 5 Monaten Rauchexposition zeigte sich ein Anstieg der neutrophilen
Granulozyten Zellzahl in der BAL. Aul3erdem konnte gezeigt werden, dass in
dem Lungenhomogenat der chronisch berauchten Tiere schon nach 2 Monaten
signifikant mehr CD3+ Zellen zu finden waren, die sich sowohl als mehr CD4+
Zellen als auch mehr CD8+ Zellen darstellten. In den peripheren
Lungenlymphknoten konnte erst nach einer langeren Rauchexpositionszeit von
5 Monaten ein signifikanter Anstieg der CD3+CD4+ und CD3+CD8+ Zellen
gesehen werden. An der chronischen Entziindung in COPD Patienten sind vor
allem Makrophagen, neutrophile Granulozyten und Lymphozyten beteiligt
(Barnes 2003).

Die vorliegenden Daten der gesteigerten Anzahl an neutrophilen Granulozyten
in der BAL korrelieren mit humanen Daten einer Studie mit COPD Patienten
(Stockley 2002). In COPD Patienten werden vermehrt aktivierte CD4+ und
CD8+ Zellen im Lungenparenchym, den peripheren und zentralen Atemwegen
detektiert (Saetta et al. 1999; Mikko et al. 2013; Roos-Engstrand et al. 2009).
Die vorliegenden Daten aus dem in vivo Mausmodell bestatigen diese
Ergebnisse. Der Einfluss von Zigarettenrauch in vivo auf die Zusammensetzung
der einzelnen Th Subtypen der gesteigerten CD4+ Population wurde innerhalb

der einzelnen Untergruppen diskutiert.
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Lymphoide B-Zell Follikel und autoimmune Prozesse

Im chronischen in vivo Rauchmodell konnten keine lymphoiden B-Zell Follikel in
den Lungen der Mause detektiert werden. Allerdings werden in COPD-
Patienten  peribronchial der kleinen Atemwege und peripher im
Lungenparenchym vermehrt diese lymphoiden Follikel mit zunehmendem
Schweregrad der Erkrankung gesehen (van der Strate et al. 2006; Hogg 2004).
AulRerdem zeigten die vorliegenden Ergebnisse der Histologie zwar eine
Emphysem-Bildung, aber keine vermehrte Inflammation in den Lungen der
chronisch berauchten Tiere. Dies spricht dafir, dass entweder Zigarettenrauch
alleine nicht ausreichend ist oder es einer langeren Expositionszeit bedarf, um
die inflammatorischen bzw. autoimmunen Prozesse der COPD Pathogenese
hervorzurufen. Hierfur ware es sinnvoll, die autoimmun-getriebene Schiene, die
die chronische Entziindung selbst nach Beendigung der Rauchexposition
aufrechterhalt, mit in Betracht zu ziehen. Fur das Mitwirken von
autoimmunreaktiven Prozessen im Pathomechanismus der COPD spricht nicht
nur die Prasenz von B-Zell gepragten lymphoiden Follikeln sondern auch die
Detektion von diversen Autoantikorpern, im Besonderen anti-Elastin Antikorper,
im Serum von Untergruppen der COPD-Patienten (Nunez et al. 2011; Lee et al.
2007; Greene et al. 2010). Die pathophysiologische Relevanz von
autoimmunreaktiven Prozessen bei COPD ist letztlich noch nicht geklart. Daftr
musste ein  neuartiges Mausmodell, in dem ein Ph&notyp mit
Emphysembildung, chronischer Entzindung und anti-Elastin AntikGrpern
induziert werden kann, etabliert werden. Dies kdnnte zukinftig durch eine
Kombination von einer Elastin-limmunisierung mit einer chronischen
Rauchexposition realisiert werden. Das verwendete chronische Mausmodell
konnte aussagekraftige Daten zum Effekt von Zigarettenrauch auf die einzelnen
Th Subpopulationen liefern, aber um die Komplexitdt des der COPD
zugrundeliegenden Pathomechanismuses besser zu verstehen, bedarf es
neuer Ansatze. Daher ist in diesem Feld noch ein grol3er Bedarf an der

Entwicklung und Erforschung geeigneter COPD-Mausmodelle.

Abschlie3end lasst sich festhalten, dass Zigarettenrauch-Komponenten einen
direkten Einfluss auf die Proliferation und Differenzierung von CD4+ Zellen

haben. Es kommt zu einer Verzogerung der Proliferation, verbunden mit
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Anderungen in der Zytokinproduktion und einer Beeinflussung der
Differenzierungsrate. Diese Veranderungen fuhren zur vermehrten Freisetzung
von IFNy+Thl, IL-9+ Th9 und IL-17+ Th17 Zellen wobei gleichzeitig die
Differenzierung der regulatorischen T-Zellen inhibiert wird und die Anzahl der
schon vorhanden Tregs stabilisiert wird. Somit flhrt Zigarettenrauch zu
Anderungen des Zytokin-Milieus, welches eine chronische Inflammation und
autoimmune Prozesse unterstitzt und so einen wesentlichen Einfluss auf die
Pathogenese in der COPD hat.
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Gauge

GATA-3 | Trans-acting T-cell-specific transcription factor GATA-3
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8 Zusammenfassung

Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) ist eine weit verbreitete
chronisch-entziindliche Erkrankung der Lunge, die mit weltweit steigenden
Mortalitdtsraten assoziiert ist. Die haufigste Ursache der COPD ist chronische
Rauchexposition. Die pathogenen Mechanismen, die zur Auspragung der
Erkrankung fuhren, sind bisher noch weitgehend unklar. Allerdings wird aktuell
diskutiert, dass autoimmune Prozesse, wahrscheinlich gerichtet gegen
degradierte Komponenten der extrazellularen Matrix und dabei Th1/Th17 Zellen
an der Induktion und/oder Perpetuierung der Erkrankung beteiligt sind.

Vor diesem Hintergrund verfolgen wir die Hypothese, dass Zigarettenrauch
einen direkten modifizierenden Einfluss auf die Differenzierung von T-
Helferzellen hat.

Um diese Hypothese zu testen, wurde der Einfluss von Zigarettenrauch-
konditioniertem Medium (CSE) auf die Entwicklung von naiven und
differenzierten T-Zellen in vitro untersucht. Diese Ergebnisse wurden anhand
eines murinen chronischen Rauchexpositionsmodells in vivo evaluiert. Die
Aktivitat ~ verschiedener Th  Subtypen wurde mithilfe von mRNA
Expressionsanalysen, intrazellularen FACS Messungen, Sekretionsassay und
cytokine cytometric bead assay bestimmt. In vitro verzogert CSE die
Proliferation von Thl Zellen, unterstitzt aber gleichzeitig deren Differenzierung
nachgewiesen durch eine signifikant hohere IFNy+ Produktion. Gleichzeitig
inhibiert CSE die Differenzierung von Tregs deutlich. Die Gabe von CSE auf
bereits differenzierte Th Subtypen zeigte, dass im Gegensatz zu Thl Zellen
bereits differenzierte Th17 Zellen stabilisiert bzw. unterstitzt werden. Au3erdem
konnte gezeigt werden, dass CSE wahrend der Th2 Polarisation zu einem
Wechsel zu einem IL-9 produzierenden Phé&notyp fuhrt und die IL-9 Produktion
in Th9 Zellen signifikant induziert bzw. verstarkt. Diese in vitro Ergebnisse
konnten in vivo verifiziert werden. Die chronische Exposition von
Zigarettenrauch fuhrte systemisch zu einer signifikant reduzierten relativen
Zellzahl von Tregs und lokal (Lunge) zu einer signifikant gesteigerten relativen
Zellzahl von IL-17+ und IL-9+ CD4+-Zellen.
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Mit diesen Ergebnissen kann erstmalig gezeigt werden, dass Zigarettenrauch-
Komponenten einen direkten Einfluss auf die Differenzierung und Aktivierung
von verschiedenen Th Subtypen hat. Dabei wird ein potentiell autoimmun-
assoziierter inflammatorischer Phanotyp mit verstarkter Thl Aktivitat, stabilen
Th17 Zellen, weniger Tregs und einer gesteigerten IL-9 Produktion generiert.
Somit filhrt Zigarettenrauch-Exposition zu Anderungen des lokalen Zytokin-
Milieus, welches eine chronische Inflammation und autoimmune Prozesse
unterstitzen und so einen wesentlichen Einfluss auf die Pathogenese in der
COPD haben kann.

Summary

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a highly prevalent
inflammatory disease of the lung associated with increasing mortality rates
throughout the world. Tobacco smoke exposure has been identified as most
common cause of COPD, however, the pathogenetic mechanisms leading to
disease development are still poorly understood. Most recently, autoimmune
mechanisms probably directed against degraded components of the
extracellular matrix and a role of Th1/Th1l7 have been proposed to be involved
in induction and/or perpetuation of the inflammatory processes.

Based on these observations we hypothesized that cigarette smoke directly
impacts on the differentiation of Th cells.

To test this hypothesis, we analyzed the influence of cigarette smoke extract-
conditioned medium (CSE) on the development of naive and differentiating T
cells in vitro and proofed these findings in a murine chronic smoke exposure
model in vivo. The activation state of Th subsets was determined by intracellular
FACS staining, cytokine secretion assays and cytometric bead assays. In vitro
CSE delays the proliferation but promotes the differentiation of Thl cells. The
number of IFNy+ Thl cells was decreased after 3 days of polarisation with CSE,
however, remaining Thl cells were more active and produced significantly more
IFNy. In parallel, CSE directly inhibited the development of Tregs. Application of
CSE in a late stage of differentiation preferentially stabilized/promoted an
already established Th17 phenotype in contrast to a Th1l phenotype. In addition,
it could be shown that CSE drives Th2 cells into an IL-9 producing phenotype
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and significantly increases the production of IL-9 in Th9 cells. These in vitro
findings could be verified in the in vivo mouse model. Chronic cigarette smoke
exposure resulted systemically in significant less numbers of Tregs and locally
to significant more IL-9+ and IL-17+ CD4+ cells.

These data demonstrate for the first time that cigarette smoke directly
influences differentiation and activity of different Th subtypes and drives them
into a potentially more autoimmune associated inflammatory subtype with
enhanced Thl activity, stable Th1l7 cells, less Tregs and increased IL-9

production.
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Abb. S1: Einfluss des CSE-Mediums auf die Kinetik der Proliferation von ThO Zellen

Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57BI/6 Mausen wurden mit CFSE
markiert und mit aCD3/aCD28 + IL-2 (ThO) + CSE Kkultiviert. Gezeigt sind von lebenden
Zellen (DAPI negativ) (A) die mittlere Fluoreszenzintensitat von CFSE; Mittelwerte + SEM
von n=3 Versuchsansatzen und (B) reprasentative Histogramme n=3 Versuchsansatze;
**p<0,01 und ***p<0,001
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Abb. S2: Einfluss des CSE-Mediums auf die Kinetik der Proliferation von Thl Zellen
Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57Bl/6 Mausen wurden mit CFSE
markiert und mit aCD3/aCD28 und dem Th1l Zytokin-Mix + CSE polarisiert. Gezeigt sind von
lebenden Zellen (DAPI negativ) (A) die mittlere Fluoreszenzintensitat von CFSE; Mittelwerte
+ SEM von n=3 Versuchsansitzen und (B) reprasentative Histogramme n=3
Versuchsansatze; **p<0,01
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Abb. S3: Einfluss des CSE-Mediums auf die Kinetik der Proliferation von Th2 Zellen
Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57BIl/6 Mausen wurden mit CFSE
markiert und mit aCD3/aCD28 und dem Th2 Zytokin-Mix + CSE polarisiert. Gezeigt sind von
lebenden Zellen (DAPI negativ) (A) die mittlere Fluoreszenzintensitat von CFSE; Mittelwerte
+ SEM von n=3 Versuchsansatzen und (B) reprasentative Histogramme n=3
Versuchsansétze; *p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001
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Abb. S4: Einfluss des CSE-Mediums auf die Kinetik der Proliferation von Th17 Zellen

Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57Bl/6 M&usen wurden mit CFSE
markiert und mit aCD3/aCD28 und dem Thl17 Zytokin-Mix + CSE polarisiert. Gezeigt sind
von lebenden Zellen (DAPI negativ) (A) die mittlere Fluoreszenzintensitdt von CFSE;
Mittelwerte + SEM von n=3 Versuchsanséatzen und (B) reprdsentative Histogramme n=3
Versuchsansatze; *p<0,05 und ***p<0,001
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Abb. S5: Einfluss des CSE-Mediums auf die Kinetik der Proliferation von Tregs

Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57BI/6 Mausen wurden mit CFSE
markiert und mit aCD3/aCD28 und dem Treg Zytokin-Mix = CSE polarisiert. Gezeigt sind
von lebenden Zellen (DAPI negativ) (A) die mittlere Fluoreszenzintensitat von CFSE;
Mittelwerte + SEM von n=3 Versuchsansatzen und (B) représentative Histogramme n=3
Versuchsansétze; *p<0,05 und **p<0,01
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Abb. S6: Einfluss von CSE-Medium auf die Produktion verschiedener Zytokine durch
stimulierte CD4 Zellen

Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57BI/6 Mausen wurden unter ThO
Bedingungen mit aCD3/aCD28 + IL2 + CSE fiir 3 Tage kultiviert und dann 500.000 Zellen
fir weitere 24 h mit aCD3 restimuliert. Der Uberstand wurde mittels CBA analysiert. Gezeigt

sind Mittelwerte *

***p<0,001
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Abb. S7: Einfluss von CSE-Medium auf die IL-9 Produktion und Bestimmung der
relativen Genexpression von IL-9in ThO Zellen

Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57Bl/6 Mausen wurden unter ThO
Bedingungen mit aCD3/aCD28 + IL-2 + CSE fir 3 Tage stimuliert und dann 500.000 Zellen
fir weitere 24 h mit aCD3 restimuliert. (A) Der Uberstand wurde mittels CBA analysiert.
Gezeigt sind Mittelwerte + SEM von n=2 Versuchsansatzen in Triplikaten, *p<0,05. Aus den
Zellen wurde mittels gPCR die relative Genexpression von IL-9 bestimmt. Gezeigt sind und
(B) Mittelwerte + SEM von 2-4CT pezogen auf die Kontrollgruppe ohne CSE, ACT
normalisiert auf das housekeeping Gen L32, n=2 Versuchsansatze in Triplikaten *p<0,05
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Abb. S8: Nachweis der Spezifitat der Differenzierung von IFNy+ Zellen

Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57BI/6 Mausen wurden unter
verschiedenen Th Subtyp Bedingungen (spez. Zytokin-Mix furTh0/ Thl/ Th2/ Th17 und Treg)
mit aCD3/aCD28 = CSE fur 3 Tage stimuliert. Nach 3 Tagen wurden die Zellen fir die
klonale Expansion gesplittet und wieder mit frischem Medium + CSE + IL-2 aufgefillt. Die
Analyse des intrazellularen Markers erfolgte jeweils an Tag 3 und Tag 6 indem die Zellen 4 h
mit BrefA/lonomycin und PMA restimuliert wurden und nach Fixierung mit 2 % PFA fir die
FACS Messungen intrazellular mit IFNy (PE) und CD4 (APC) gefarbt wurden. Gezeigt sind
Mittelwerte £+ SEM von n=3 Versuchsansatzen, *p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001.
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Abb. S9: Nachweis der Spezifitat der Differenzierung von IL-4+ Zellen

Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57BI/6 Mausen wurden unter
verschiedenen Th Subtyp Bedingungen (spez. Zytokin-Mix farThO/ Thl/ Th2/ Th17 und
Treg) mit aCD3/aCD28 + CSE fiir 3 Tage stimuliert. Nach 3 Tagen wurden die Zellen fir
die klonale Expansion gesplittet und wieder mit frischem Medium + CSE + IL-2 aufgefillt.
Die Analyse des intrazellularen Markers erfolgte jeweils an Tag 3 und Tag 6 indem die
Zellen 4 h mit BrefA/lonomycin und PMA restimuliert wurden und nach Fixierung mit 2 %
PFA fir die FACS Messungen intrazellular mit IL-4 (PE) und CD4 (APC) gefarbt wurden.
Gezeigt sind Mittelwerte £ SEM von n=3 Versuchsansatzen.
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IL-17 Tag 3
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Abb. S10: Nachweis der Spezifitat der Differenzierung von IL-17+ Zellen

Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57Bl/6 Mausen wurden unter
verschiedenen Th Subtyp Bedingungen (spez. Zytokin-Mix furTh0/ Th1l/ Th2/ Th17 und Treg)
mit aCD3/aCD28 + CSE fur 3 Tage stimuliert. Nach 3 Tagen wurden die Zellen fur die
klonale Expansion gesplittet und wieder mit frischem Medium + CSE + IL-2 aufgefillt. Die
Analyse des intrazellularen Markers erfolgte jeweils an Tag 3 und Tag 6 indem die Zellen 4 h
mit BrefA/lonomycin und PMA restimuliert wurden und nach Fixierung mit 2 % PFA fur die
FACS Messungen intrazellular mit

IL-17 (PE) und CD4 (APC) gefarbt wurden. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM von n=3
Versuchsansatzen, *p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001.
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Abb. S11: Nachweis der Spezifitat der Differenzierung von Foxp-3+ Zellen

Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57Bl/6 Mausen wurden unter
verschiedenen Th Subtyp Bedingungen (spez. Zytokin-Mix furTh0/ Th1l/ Th2/ Th17 und Treq)
mit aCD3/aCD28 + CSE fir 3 Tage stimuliert. Nach 3 Tagen wurden die Zellen fur die
klonale Expansion gesplittet und wieder mit frischem Medium + CSE + IL-2 aufgefullt. Die
Analyse des intrazellularen Markers erfolgte jeweils an Tag 3 und Tag 6 indem die Zellen 4 h
mit BrefA/lonomycin und PMA restimuliert wurden und nach Fixierung mit 2 % PFA fir die
FACS Messungen intrazellular mit Foxp-3 (PE) geféarbt wurden. Gezeigt sind Mittelwerte +
SEM von n=3 Versuchsansatzen, **p<0,01 und ***p<0,001.
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Abb. S12: Zytokinmuster von Zellen nach Differenzierung zu Th9
Aufgereinigte naive CD4+ Zellen aus der Milz von C57Bl/6 Mausen wurden unter Th9
Bedingungen mit aCD3/aCD28 + CSE fiir 3 Tage stimuliert. Die Analyse der intrazelluléren
Marker erfolgte an Tag 3, indem die Zellen 4 h mit BrefA/lonomycin und PMA restimuliert
wurden und nach Fixierung mit 2 % PFA fir die FACS Messungen intrazellular geféarbt
wurden. Gezeigt sind Mittelwerte £ SEM von n=3 Versuchsansatzen, *p<0,05, **p<0,01 und
***n<0,001.
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