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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Asthma bronchiale

Das Asthma bronchiale ist eine chronische Erkrankung der Atemwege, die sich klinisch durch
pfeifende Atemgerédusche (Giemen), Kurzatmigkeit, einem Engegefihl in der Brust, Husten
sowie durch eine variable Atemflusslimitierung auR3ert. Die Auspragung dieser Symptome
unterliegt jedoch erheblichen Schwankungen und kann durch verschiedene Faktoren, wie
korperliche Anstrengungen, Allergen-Exposition oder virale Infektionen, ausgeldst
beziehungsweise (bzw.) verstarkt werden. In der Regel ist das Asthma bronchiale mit einer
Atemwegshyperreagibilitit (AHR) gegentber unterschiedlichen Reizen sowie einer
chronischen Atemwegsentzindung assoziiert (1).

Das Asthma bronchiale ist eine der haufigsten Lungenerkrankungen weltweit. Die Anzahl der
pravalenten Falle im Jahr 2013 wurde auf Uber 241 Millionen geschatzt (2) und es wird
erwartet, dass diese Zahl bis zum Jahr 2025 auf 300 Millionen ansteigt (3). Eine besonders
hohe Préavalenz ist in Landern wie Australien (21,5%), Schweden (20,2%), GrofRbritannien
(18,2%), den Niederlanden (15,3%) und in Brasilien (13,0%) zu verzeichnen. In Deutschland
leiden etwa 7,6% der Bevolkerung an Asthma (4).

Urspringlich wurde das Asthma bronchiale als eine einheitliche Erkrankung betrachtet, bei der
lediglich zwischen allergischem (extrinsischem) und nicht-allergischem (intrinsischem) Asthma
unterschieden wurde (5,6). Da jedoch zunehmend deutlich geworden ist, wie heterogen die
Erkrankung ist, wird Asthma heutzutage haufig auch als ein Syndrom bezeichnet (7,8).
Basierend auf klinischen Charakteristika werden sogenannte ,Asthma-Phanotypen®
unterschieden (8-11). Weiterhin werden anhand der zugrundeliegenden Pathomechanismen
sogenannte “Asthma-Endotypen® unterschieden (7,12,13).

Ein besonders gut charakterisierter Pathomechanismus ist die allergische T-Helferzelle Typ 2
(Th2)-assoziierte Entziindung und verschiedene Studien zeigen, dass diese zwar nicht bei
allen, jedoch bei der Mehrheit aller Asthma-Erkrankungen auftritt (9,10,14,15).

1.1.1. Pathogenese des allergischen, Th2-assoziierten Asthmas

Das allergische, Th2-assoziierte Asthma beginnt meist in der Kindheit und ist oft mit einer
vorangegangenen atopischen Erkrankung, wie allergischer Rhinitis oder atopischer
Dermatitis, assoziiert (5,9,10,16). Weiterhin geht es mit einem erh6htem Serumspiegel des

allergenspezifischen Immunglobulin (Ig) E, sowie einer erhéhten Infiltration von eosinophilen



1. Einleitung

Granulozyten und Th2-Zellen in das bronchoalveolare Lumen einher (beschrieben (beschr.)
in: (17)).

Die Entstehung des allergischen Asthmas lasst sich in unterschiedliche Phasen einteilen.
Hierbei fuhrt ein vorangegangener Kontakt mit normalerweise harmlosen Umwelt-Antigenen,
wie Hausstaubmilbenkot, Tierhaaren, Graser- oder Birkenpollen, zundchst zur allergischen
Sensibilisierung. Wéhrend der Sensibilisierungsphase wird das Antigen von unreifen
dendritischen Zellen in der Atemwegsmukosa aufgenommen und prozessiert (beschr. in: (18)).
Atemwegsepithelzellen kénnen ebenfalls durch Antigene aktiviert werden, woraufhin sie
Mediatoren, wie Interleukin (IL)-1, ,Granulocyte macrophage colony-stimulating factor”
(GM-CSF), IL-25, IL-33 und , Thymic stromal lymphopoietin“(TSLP), produzieren, welche unter
anderem die Reifung der dendritischen Zellen beglnstigen (19-25). Aktivierte dendritische
Zellen wandern dann zu regionalen Lymphknoten und prasentieren naiven T-Helferzellen
(ThO) Peptidfragmente des Antigens Uber den Haupthistokompatibilitatskomplex Klasse Il
(major histocompatibility complex-l1l, MHC 1I). Diese Interaktion wird tber verschiedene
kostimulatorische Signale reguliert. Kommt es in Anwesenheit von Faktoren, wie IL-4,
Jagged 1/2 oder TSLP, zur Aktivierung von antigenspezifischen T-Helferzellen, exprimieren
diese daraufhin den Th2-spezifischen Transkriptionsfaktor ,GATA-binding protein 3 (GATA-3)
und differenzieren sich zu Th2-Zellen (beschr. in: (18,26,27)). Th2-Zellen setzen spezifische
Zytokine, wie IL-4, IL-5 und IL-13, frei, welche die eosinophile Entziindung sowie die
Produktion von IgE durch B-Zellen einleiten und spielen somit eine zentrale Rolle in der
allergischen Immunantwort. Weiterhin induzieren sie durch die Freisetzung von IL-4 die
klonale Expansion und Differenzierung weiterer Th2-Zellen (beschr. in: (28)).
Antigenspezifische B-Zellen werden von Th2-Zellen Uber direkten Zellkontakt und durch die
Th2-spezifische zZytokine IL-4 und IL-13 zur Produktion von IgE angeregt. Das freigesetzte IgE
bindet wiederum an den hochaffinen IgE-Rezeptor | (FceRl) auf Mastzellen. Bei einem
erneuten Kontakt mit dem Antigen, welches nachfolgend als Allergen bezeichnet werden kann,
kommt es zur Bindung des Allergens an den Komplex aus IgE und FceRI und zur
Kreuzvernetzung verschiedener FceRI-Molekile auf der Zelloberflache. Dieses fihrt zur
Degranulation der Mastzelle, wodurch bronchokonstriktorische Mediatoren, wie Histamin,
Cysteinyl-Leukotriene und Prostaglandin D2 sowie Zytokine, wie IL-4 und IL-5 freigesetzt
werden. Die Freisetzung dieser Mediatoren fuhrt zur Kontraktion der Atemwegsmuskulatur und
einer vermehrten Mukusproduktion und damit zum typischen ,Asthma-Anfall“ (beschr. in: (29)).
Nach dieser IgE-vermittelten friihen Reaktion kommt es in der spaten Phase zur Infiltration
von verschiedenen inflammatorischen Zellen aus dem Blut in die Lunge. Neben Th2-Zellen
spielen eosinophile Granulozyten als zentrale Effektorzellen der allergischen Immunantwort
eine wichtige Rolle. Das Zytokin IL-5, welches von Th2-Zellen und Mastzellen produziert wird,

ist erforderlich fiir die terminale Differenzierung, Reifung, Migration und das Uberleben von
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1. Einleitung

eosinophilen Granulozyten. Weiterhin induzieren Chemokine, wie ,Regulated on activation,
normal T cell expressed and secreted“ (RANTES) und Eotaxin, welche von Makrophagen,
Th2-Zellen und Epithelzellen gebildet werden, deren Rekrutierung. Durch die Freisetzung von
zytotoxischen Proteinen wie dem ,major basic protein“ (MBP) und der eosinophilen Peroxidase
(EPO) tragen eosinophile Granulozyten wesentlich zur Schadigung des Atemwegsepithels und
der Entstehung der AHR bei (beschr. in: (30-32)).

Sensibilisierung Lokaler Allergenkontakt Auswirkungen

dendritische

Zelle . . Bronchoobstruktion
B-Zelle Histamin
Leukotriene
—» e — Prostaglandine Entziindung
Zytokine
MHC-Il M tz "
0 IL-4 astzelle .
Allergen Gewebsschidigung
GATA- 3 IL-5 MBP. —_—
- EPO
GM-CSF Mukusproduktion
Th2-Zelle eosinophiler TGF-g
Granulozyt

IL-4
TSLP AHR
Jagged 1/2 IL-4

——— —p L4, IL-5,IL-13
roliferation Struktureller Umbau
der Atemwege

Th2-Zellen

Abb. 1.1.: Schematische Darstellung der Pathogenese des allergischen, Th2-assoziierten
Asthmas. AHR: Atemwegshyperreagibilitdt, ECP: Eosinophil cationic protein, EPO: eosinophile
Peroxidase, GATA-3: GATA-binding protein 3, GM-CSF: Granulocyte macrophage colony-stimulating
factor, Ig: Immunglobulin, IL: Interleukin, MBP: Major basic protein, MHC-II: Major histocompatibility
complex class Il, TSLP: Thymic stromal lymphopoietin, ThO: Naive T-Helferzelle, Th2: T-Helferzelle
Typ 2, TGF-B: Transforming growth factor B, TZR: T-Zellrezeptor

Die chronische Entziindung und Gewebsschadigung sowie die dadurch standig aktivierten
Reparaturmechanismen fuhren im Laufe der Zeit zu einem strukturellen Umbau der
Atemwege, dem sogenannten ,airway remodeling“. Wachstumsfaktoren, wie der
»lransforming growth factor B (TGF-B) verstarken die Produktion von Kollagen und
Fibronektin durch Fibroblasten, was wiederum zu einer subepithelialen Fibrose flhrt (beschr.
in:  (33)). Weiterhin kommt es zu einer erhdhten Proliferation (Hyperplasie) und zur
VergroRerung (Hypertrophie) der glatten Muskelzellen in den Atemwegen (beschr. in: (34))
und zu einer Zunahme an Blutgefal3en in der Atemwegswand (beschr. in: (35)), was die
Verdickung der Atemwege weiterhin verstarkt. Durch die Freisetzung von IL-13 durch
Th2-Zellen wird die Differenzierung von mukusproduzierenden Becherzellen induziert und die
Aktivitdt submukéser Drisen gesteigert, was zu einer verstarkten Mukussekretion und der

Verstopfung der Atemwege (Mucus plugging) fuhrt (beschr. in: (36)). Diese strukturellen
3
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Veranderungen stehen oft im Zusammenhang mit dem Schweregrad der Erkrankung und
tragen zu einer irreversiblen Verengung der Atemwege bei (beschr. in: (7,37)). Eine weitere
pathophysiologische Veranderung beim Asthma ist die AHR gegenuber unspezifischen
Reizen, welche die Kontraktion der Atemwegsmuskulatur induzieren und somit ebenfalls zur
Verengung der Atemwege fuhren (beschr. in: (12)). Es ist noch unklar, wodurch die AHR
entsteht, jedoch konnte gezeigt werden, dass die Th2-Zytokine IL-5 und IL-13 sowie
Mediatoren, die von eosinophilen Granulozyten freigesetzt werden, dazu beitragen (38—43).

Die Verengung der Atemwege fuhrt letztendlich zur Limitierung des Atemflusses und
klassischen Symptomen des Asthma bronchiale, wie pfeifende Atemgerausche,
Kurzatmigkeit, einem Engegefiihl in der Brust, Husten oder der anfallsweise auftretenden

Atemnot.

1.1.2. Requlationsmechanismen der Asthma-Pathogenese

Die Mechanismen, die zur Initiation, Chronifizierung oder der Aggravierung der Erkrankung
fuhren, sind derzeit unzureichend verstanden.

Die Initiation einer allergischen Erkrankung, wie dem Asthma bronchiale, kénnte jedoch mit
Hilfe der Hygienehypothese erklart werden, welche auf der Grundlage von epidemiologischen
Studien aufgestellt wurde. Laut dieser Hypothese flihrt ein fehlender Kontakt mit mikrobiellen
Bestandteilen oder Krankheitserregern in der friilhen Kindheit zu einer verminderten Fahigkeit,
T-Helferzelle Typ 1 (Thl)-Immunantworten auszubilden. Da sich Thl- und Th2-
Immunantworten gegenseitig regulieren (beschr. in: (44)), kdnnte dieser Umstand zu einer
Uberreaktiven Th2-Immunantwort fihren, was wiederum die Ausbildung einer allergischen
Erkrankung begunstigt (beschr. in: (45,46)).

Fur die Chronifizierung oder Aggravierung einer akuten allergischen Entziindung koénnte
hingegen das  Gleichgewicht  zwischen  generell  proinflammatorischen  und
antiinflammatorischen Mediatoren von entscheidender Bedeutung sein. So zeigen klinische
Studien, dass die Konzentration von proinflammatorischen  Zytokinen  wie
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), IL-1B und IL-6, und Wachstumsfaktoren wie GM-CSF oder
»Vascular endothelial growth factor (VEGF), in der Lunge von Asthmatikern deutlich erhéht
ist. Die Produktion von antiinflammatorischen Mediatoren wie IL-10 oder TGF-f ist hingegen
deutlich vermindert (beschr. in: (47-49)) (siehe Abb.1.2)). Diese proinflammatorischen
Mediatoren sind nicht unbedingt charakteristisch fiir eine spezielle Immunantwort, sondern
wirken generell entziindungsférdernd. Dies konnte letztendlich zu einem permanenten
Ubergewicht an proinflammatorischen Mediatoren fiihren, welches vermutlich nicht mehr

durch negative Riickkopplungsmechanismen reguliert werden kann.
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Ob dieses Ungleichgewicht durch eine vermehrte Produktion von proinflammatorischen
Mediatoren und/oder durch eine beeintrachtigte Produktion von antiinflammatorischen
Mediatoren entsteht, ist derzeit vollig unklar. Das erst vor kurzem beschriebene
antiinflammatorische Zytokin Interleukin-37 kénnte hierbei eine entscheidende Rolle spielen.

antiinflammatorische
Mediatoren

IL-10

TGF-B proinflammatorische

Mediatoren

IL-1B
TNF-a
IL-6
GM-CSF
VEGF

Chronische Entziindung

Abb. 1.2.: Ungleichgewicht an anti- und proinflammatorischen Mediatoren beim Asthma
bronchiale. GM-CSF: Granulocyte macrophage colony-stimulating factor, IL: Interleukin, TGF-B:
Transforming growth factor 8, TNF-a: Tumornekrosefaktor-a, VEGF: Vascular endothelial growth
factor

1.2. Interleukin-37

Interleukin-37 wurde bereits im Jahre 2000 unabhéngig von mehreren Gruppen als neues
Mitglied der IL-1 Familie entdeckt (50-53). Entscheidende Fortschritte bei der Aufklarung der
Funktion und des Rezeptors wurden jedoch erst in den letzten Jahren erzielt. Durch Nold et
al. wurde IL-37 im Jahr 2010 als fundamentaler Inhibitor der angeborenen Immunantwort
beschrieben (54). Seitdem sind zahlreiche Publikationen erschienen, die verdeutlichen, dass
IL-37 nicht nur eine zentrale Rolle in der angeborenen Immunantwort spielt, sondern auch an

der Regulation der adaptiven Immunantwort beteiligt ist.
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1.2.1. Expression und Reqgulation von Interleukin-37

Im Menschen befindet sich das Gen fur IL-37 innerhalb des IL-1-Genkomplexes auf
Chromosom 2q12-13 (51,53,55). Es konnte auch in der Kuh (56) und im Gorilla, jedoch nicht
im Schimpansen, Bonobo (57) oder der Maus (55) nachgewiesen werden.

Im Rahmen der Transkription des humanen IL-37-Gens kommt es zum alternativen Spleif3en,
wodurch funf Isoformen entstehen (IL-37a-e). Die langste und am besten charakterisierte
Isoform ist IL-37b (55). Uber die Funktion der anderen vier Isoformen ist bislang wenig
bekannt. IL-37 a, b und ¢ werden in verschiedenen Geweben (Lunge, Lymphknoten, Hoden,
Placenta, Uterus, Thymus), Zellen des Immunsystems (Monozyten, T-Zellen, B-Zellen,
Plasmazellen, dendritischen Zellen), sowie Epithelzellen, Keratinozyten, Epidermiszellen und
verschiedenen Tumorzelllinien (A431, KG-1, THP-1) exprimiert (50,52-55,58-61). Die
Isoformen d und e werden ausschlief3lich im Hoden und im Knochenmark exprimiert. Weiterhin
wird in einigen Organen ausschlief3lich eine der funf Isoformen exprimiert. So wird im Gehirn
nur Isoform a exprimiert, in der Niere nur Isoform b und im Herzen nur Isoform ¢ (55).
Durchflusszytometrische Untersuchungen von mononuklearen Zellen des peripheren Blutes
(Peripheral blood mononuclear cells, PBMC) zeigen, dass Isoform b und ¢ vorrangig von
Monozyten und dendritischen Zellen exprimiert werden (62).

Die konstitutive Expression von IL-37 ist gering, wird jedoch durch verschiedene
Entzindungsreize, wie Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA), Toll like Rezeptor (TLR)
Liganden sowie durch proinflammatorische Zytokine, wie IL-18, IL-18 oder TNF-, induziert
(52,54,63,64). Die Expression von IL-37 wird weiterhin durch ein Instabilitatselement in Exon 5
reguliert, welches die Halbwertszeit der mRNA limitiert (65). Auch in transgenen Mausen, die
humanes IL-37 exprimieren (IL-37-tg), ist die Expression gering, wird jedoch durch
verschiedene inflammatorische Prozesse induziert (54,66—68). Das Gen fur IL-37 liegt
unmittelbar neben regulatorischen Sequenzen von IL-1a und IL-1B und die Stimulation von
humanen Monozyten und Makrophagen fihrt zur simultanen Transkription von IL-1a, IL-1
und IL-37 (69).

So wie auch andere Mitglieder der IL-1 Familie wird IL-37 als Proform (pro-IL-37) ohne
klassische Signalsequenz synthetisiert. Zwischen Asp20 und Glu2l befindet sich eine
Caspase-1-Spaltstelle (59,60) und es konnte gezeigt werden, dass die Stimulation mit
Lipopolysacchariden (LPS) die Prozessierung von IL-37 induziert (59,60,70). Die funktionelle
Relevanz dieser Prozessierung ist jedoch bislang noch unklar, da sowohl die reife Form also
auch die Proform von aktivierten Makrophagen, dendritischen Zellen und PBMCs freigesetzt
werden (60) und beide Formen biologisch aktiv sind (60,67,71). Weiterhin werden in RAW-
Zellen, die IL-37 stabil exprimieren, nach LPS-Stimulation lediglich 10-29% der Proform

gespalten (70). Wird pro-IL-37b in humanen Tumorzelllinien Gberexprimiert, kommt es zur
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Freisetzung einer weiteren Form, dessen N-Terminus mit Val46 beginnt (52). Auch diese Form
ist biologisch aktiv (71), es ist jedoch noch nicht bekannt, durch welches Enzym sie generiert
wird. Rekombinantes IL-37a, dessen N-Terminus mit Lys27 beginnt, ist ebenfalls biologisch
aktiv (71-73).

Es ist noch nicht bekannt, durch welchen Mechanismus IL-37 in den extrazellularen Raum
gelangt. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass LPS-stimulierte, humane Monozyten
Uberwiegend die Proform freisetzen (60), welche vermutlich extrazellular prozessiert wird
(beschr. in: (74)). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass IL-37 Homodimere bildet (59), und
es wird vermutet, dass dies die biologische Aktivitat von IL-37 reduziert.

Andere Mitglieder der IL-1 Familie, wie IL-1B und IL-33, binden nicht nur an Zelloberflachen-
Rezeptoren, sondern translozieren auch in den Zellkern, wo sie an der Genregulation beteiligt
sind (75,76). Auch IL-37 transloziert etwa 15 Stunden nach LPS-Stimulation vom Zytoplasma
in den Zellkern (60,70,77), wo es mit dem Protein ,Mothers against decapentaplegic
homolog 3“ (Smad3) interagiert (54,78,79). Ein direkter Effekt auf die Genregulation konnte

jedoch bislang noch nicht nachgewiesen werden.

1.2.2. Biologische Funktion von Interleukin-37

In humanen Primarzellen ist endogenes IL-37 malgeblich an der Kontrolle der Zytokin-
Produktion beteiligt. So fuhrt die Verminderung der Produktion von IL-37 mittels
RNA-Interferenz  in PBMCs zu einer erhohten Produktion von LPS-induzierten
proinflammatorischen Zytokinen, wie IL-1B, IL-6 oder TNF-a (54). Entsprechend konnte
gezeigt werden, dass die Uberexpression von IL-37 in Makrophagen und Epithelzellen zu einer
verminderten Produktion von proinflammatorischen Zytokinen fihrt (54) (siehe Tabelle 1.1.).
Obwonhl ein funktionelles IL-37 in der Maus zu fehlen scheint (55), hat humanes IL-37
vergleichbare Effekt in murinen Zellen. So reduziert die transgene Expression von humanem
IL-37 auch in murinen Makrophagen und dendritischen Zellen die Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen (54,68,70) (siehe Tabelle 1.1.). Zudem zeigen IL-37-tg-M&ause
eine deutlich verminderte Entztindungsreaktion in zahlreichen Mausmodellen (LPS-induzierter
septischer Schock (54,78), Dextransulfat-induzierte Colitis (66), Concanavalin-A-induzierte
Hepatitis (80), zerebrale (81) und renale (82) Ischamie und Reperfusion, Dinitrofluorbenzol-
induziertes Kontaktekzem (68), Adipositas-induzierte Entzindung und Insulinresistenz (83),
Psoriasis (84), Kollagen-induzierte Arthritis (61), Mononatriumurat-Kristall-induzierte
Entziindung (85) und Rickenmarksverletzung (67)).

In Zellen oder in Mausen, die IL-37 Uberexprimieren, kann jedoch nicht differenziert werden,
welche Effekte durch extrazellulares IL-37 und welche durch die Translokation von IL-37 in

den Zellkern vermittelt werden. Mit Hilfe von neutralisierenden Antikdrpern konnte jedoch
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gezeigt werden, dass in IL-37-tg-Mausen extrazellulares IL-37 vor einem septischen Schock
schitzt (58). GleichermalRen waren auch Wildtyp-M&ause geschiitzt, denen rekombinantes
humanes (rh) IL-37 appliziert wurde (68). Im Gegensatz dazu hatten neutralisierende
Antikdrper keinen Einfluss auf die LPS-induzierte Freisetzung von IL-6 durch murine
Makrophagen, die stabil mit IL-37 transfiziert waren, was darauf hindeutet, dass IL-37 in diesen

Zellen tber einen intrazellularen Mechanismus wirkt (58).

Tabelle 1.1.: Uberexpression von IL-37 in humanen und murinen Zellen

Zelltyp Effekt

THP-1 e LPS-induzierte Produktion von IL-1B und TNF-a | (54)

e |IL-1B induzierte Produktion von TNF-a |

e LPS/IFN-y/ TLR-Liganden-induzierte Phosphorylierung von FAK,
Pyk2, Paxillin, p38a, Hck, p53, mTOR |

A549 e |IL-1B-induzierte Produktion von IL-6 und IL-1a | (54)

RAW 264.7 e LPS-induzierte Produktion von TNF-a, MIP-2, IL-6, M-CSF, (54)
GM-CSF, IL-1B, IL-23, IL-1Ra, CXCL13, CCL12 |

e |LPS-induzierte Produktion von IL-1a TNF-q, IL-6, MIP-2, MIP-1qa, (70)
IL-10 |

mBM-DC e LPS-induzierte Produktion von IL-1pB, IL-6, IL-12 | (68)

o Aktivierung (MHCII, CD40) |, Fahigkeit zur T-Zell-Aktivierung |,
Produktion von IL-10 1, Induktion von regulatorischen T-Zellen 1

HaCaT e IL-10-/IL-17A-/IL-22-/TNF-a/Oncostatin-M-induzierte Produktion (84)

von CXCL8 und IL-6 |

A549: human lung adenocarcinoma epithelial cell line, mBM-DC: murine bone marrow derived
dendritic cell, CCL: CC-chemokine ligand, CXCL: CXC-chemokine ligand, CD: cluster of
differentiation, FAK: focal adhesion kinase, GM-CSF: granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor, HaCaT: human adult low calcium high temperature keratinocytes Hck: hematopoietic cell
kinase, IL: interleukin, IFN: Interferon, JNK: c-Jun N-terminal kinase, LPS: Lipopolysaccharide,
M-CSF: macrophage colony-stimulating factor, MHC II: major histo-compatibility complex 1l, MIP:
macrophage inflammatory protein, p38: 38kD protein, p53: 53kD protein, Pyk2: proline-rich tyrosin
kinase, RAW 264.7: mouse leukemic monocyte macrophage cell line, THP-1: human monocytic cell
line, TLR: Toll like receptor, TNF: tumour necrosis factor, mTOR: mammalian target of rapamycin.

Auch in anderen Mausmodellen zeigt exogenes IL-37 einen protektiven Effekt. So reduziert
die Applikation von rhlL-37 die Ischamie-/Reperfusions-induzierte Schadigung der Leber (65)
und des Myokards (79) und schitzt vor pulmonaler Aspergillose, zystischer Fibrose (80),
Arthritis (81) und Arteriosklerose (82).

Weiterhin zeigen in vitro-Studien, dass rhlL-37 auf verschiedene murine Zellen wirkt. So
vermindert es die LPS induzierte Expression von ,Macrophage inflammatory protein 2“ (MIP-2)
und ,Keratinocyte chemoattractant (KC) in Hepatozyten und Kupffer-Zellen und (65). Moretti
et al. konnten zudem zeigen, dass IL-37 die Expression von IL-18 in neutrophilen Granulozyten
sowie in Alveolarmakrophagen vermindert (80) (Tabelle 1.2.).

Verschiedene Studien belegen, dass IL-37 nicht nur an der Regulation der Zytokin-Produktion
beteiligt ist, sondern auch die Phosphorylierung zellaktivierender Kinasen reduziert
(54,71,78,86) (siehe Tabelle 1.1. und 1.2.) und diejenige von antiinflammatorischen Kinasen
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induziert (78). Die Inhibierung von ,mechanistic Target of Rapamycin“® (mTOR) und die
gleichzeitige Aktivierung von Adenosinmonophosphat-aktivierte Proteinkinase (AMPK) durch
IL-37 (54,78,83) fuhrt dabei zu einer Umkehrung des sogenannten Warburg Effekts. Dieser
beschreibt den Wechsel von der aeroben zur anaeroben Glykolyse in LPS-stimulierten Zellen
(87). Somit ist IL-37 auch an metabolischen Veranderungen in Zellen beteiligt (beschr. in: (74)).

Tabelle 1.2.: Effekte von exogenem IL-37 auf humane und murine Zellen

humane Zellen Effekt
PBMC e |PS-induzierte Produktion von IL-6, IL-1B, TNF-a | (71)
e kein Effekt auf die Expression von IL-6, IL-13, IL-17 (61)
e kein Effekt auf die LPS-induzierte Expression und (88)
Produktion von IL-6, IL-13, TNF- a
PBMC e Poly(I:C) induzierte Expression von IL-4, IL-5, IL-13 | (89)
(allergische Rhinitis)
PBMC e LPS-induzierte Produktion von IL-17, IL-1[3, IL-6 | (61)
(rheumatische Arthritis)
PBMC e LPS-induzierte Produktion von IL-17, IL-1, TNF-a | (90)
(Basedow-Krankheit)
PBMC e LPS-induzierte Produktion von TNF-a, IL-1B, IL-6 | (88)
(SLE)
PBMC e LPS-induzierte Produktion von TNF-a, IL-6, IL-17, (91)
(Spondylitis ankylosans) IL-23 |
CD4* Zellen e LPS-induzierte Expression von IL-1B, IL-6, IL-17 | (61)
(rheumatische Arthritis)
M1-Makrophagen e Produktion von IL-6 | (60)
e LPS-induzierte Produktion von IL-1j3, IL-6, TNF-a | (71)
e Phosphorylierung von p38, ERK, JNK |
M2-Makrophagen e kein Effekt auf die LPS-induzierte Produktion vom IL-6 (71)
und TNF-a
Dendritische Zellen e kein Effekt auf die LPS-induzierte Produktion vom IL-6 (71)
und TNF-a
Sputum-Zellen e LPS-induzierte Produktion von TNF-a, IL-1B, IL-6 | (92)
(Asthma)
murine Zellen Effekt
Alveolarmakrophagen e Aspergillus conidia-induzierte Expression von IL-18 | (86)
Neutrophile Granulozyten e TNF-a-induzierte Aktivierung (CD11b-Expression), (72)
Superoxid-Produktion |
e Migrationsfahigkeit | (93)
e Aspergillus conidia-induzierte Expression von IL-1B | (86)
Eosinophile Granulozyten e Eotaxin-induzierte Expression von ECP | (89)
Kupfer-Zellen e LPS-induzierte Produktion von MIP-2 und KC | (72)
Hepatozyten e LPS-induzierte Produktion von MIP-2 und KC| (72)
RAW-Zellen e Aspergillus conidia-induzierte Phosphorylierung von (86)
p38a und ERK1/1 |

CD: cluster of differentiation, ECP: eosinophil cationic protein, ERK: extracellular signal-regulated
kinase, IL: Interleukin, JNK: c-Jun N-terminal kinase, KC: keratinocyte-derived chemokine, LPS:
Lipopolysaccharide, MIP: macrophage inflammatory protein, p38: 38kD Protein, PBMC: peripheral
blood mononuclear cell, Poly(l:C): polyinosinic:polycytidylic acid, RAW: mouse leukemic monocyte

macrophage cell line, SLE: Systemischer Lupus Erythematodes, TNF: tumour necrosis factor.
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Des Weiteren deuten verschiedene Studien darauf hin, dass sich IL-37 durch die Modulation
von Zellen des angeborenen Immunsystems auch auf das adaptive Immunsystem auswirkt.
So zeigen dendritische Zellen von IL-37-tg-M&usen eine deutlich verminderte Fahigkeit,
T-Zellen zu aktivieren, und induzieren im Vergleich zu dendritischen Zellen von Wildtyp-
Mausen mehr regulatorische T-Zellen (68). Es konnte auch gezeigt werden, dass die
Stimulation von humanen, dendritischen Zellen mit IL-37 Th17- und Thl-Immunantworten
inhibiert (94).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass IL-37 unter inflammatorischen Bedingungen

induziert wird, um einen negativen Rickkopplungsmechanismus bereitzustellen, der eine

exzessive Entziindung verhindert.

1.2.3. Interleukin-37 und allergische Erkrankungen

Es gibt mehrere Anzeichen dafir, dass IL-37 an der Pathogenese von allergischen
Krankheiten beteiligt ist. So weisen Kinder mit allergischer Rhinitis einen deutlich geringeren
Level an IL-37 im Serum sowie in der nasalen Lavage auf. In der gleichen Studie konnte
gezeigt werden, dass IL-37 die Produktion von Th2-Zytokinen in PBMCs von Kindern mit
allergischer Rhinitis in vitro vermindert. Weiterhin verminderte IL-37 die Eotaxin-induzierte
Expression des ,Eosinophil cationic protein“ (EPC) in eosinophilen Granulozyten, die aus dem
Blut von atopischen Spendern isoliert wurden (89). Auch bei Asthmatikern war die
Konzentration von IL-37 im Serum reduziert (92). Gleichermalien konnte in vitro gezeigt
werden, dass die Expression und Produktion von IL-37 in Sputum-Zellen sowie in PBMCs von
Asthmatikern verringert ist (73,92,95).

In vorangegangenen Studien der Forschungsgruppe konnte dartber hinaus erstmals ein
direkter Einfluss von IL-37 auf die Pathogenese des allergischen Asthmas demonstriert
werden. So verminderte die Applikation von IL-37 im Mausmodell die Produktion von
Th2-spezifischen Zytokinen wie IL-4, IL-5 und IL-13 und von generell proinflammatorischen
Zytokinen, wie IL-6. Weiterhin verminderte die Behandlung mit IL-37 die Anzahl an
eosinophilen Granulozyten in der bronchoalveoléaren Lavage, die Mukus-Produktion sowie die
AHR (73). Ebenso zeigte die Applikation von IL-37 in einem Mausmodell einen protektiven
Effekt gegentber der Entwicklung einer allergischen bronchopulmonalen Aspergillose (86).
Die Beobachtung, dass die Produktion von IL-37 bei Asthmatikern verringert ist und dass IL-37
experimentelles Asthma lindert, legen die Vermutung nahe, dass die verminderte Produktion
von IL-37 nicht ausreichend ist, um die bestehende Entziindung zu regulieren. Folglich kénnte
die exogene Substitution von IL-37 ein neuer Therapieansatz fur die Behandlung von Asthma

bronchiale sein.
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1.2.4. Der Interleukin-37-Signalweq

Die Aminosauresequenz von IL-37 &hnelt stark der von IL-18 (58) und es gibt mehrere
Hinweise darauf, dass IL-37 mit dem IL-18-Signalweg interferiert. So konnte gezeigt werden,
dass IL-37 an die a-Untereinheit des IL-18 Rezeptors (IL-18Ra) binden kann (52,58,59,78).
Daruber hinaus verdeutlichen vorangegangene Studien der Forschungsgruppe, dass IL-18Ra
funktionell an den Effekten von IL-37 auf die allergische Atemwegsentziindung beteiligt ist
(73). Ebenso konnte in vitro gezeigt werden, dass die Verminderung von IL-18Ra mittels RNA-
Interferenz den antiinflammatorische Effekt von IL-37 reduziert (78).

Die Bindung des zuerst beschriebenen Liganden IL-18 an IL-18Ra fuhrt zun&chst zur
Rekrutierung der B-Untereinheit des IL-18R (IL-18R[). Hat sich dieser Komplex gebildet,
kommt es intrazellular zur Rekrutierung des Adapterproteins MyD88, welches an die
zytoplasmatische Toll/Interleukin 1 Rezeptor (TIR)-Domanen der beiden
Rezeptoruntereinheiten bindet und eine intrazellulare Signalkaskade induziert, die zur
Translokation des ,Nuclear factor kappa B* (NFkB) in den Zellkern und zur Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen wie Interferon-y (IFN-y) fuhrt (beschr in: (96)).

Da IL-37 jedoch antiinflammatorisch wirkt, wurde zunéchst vermutet, dass IL-37 als
Rezeptorantagonist fur IL-18 wirkt. Allerdings zeigen Bindungsstudien, dass IL-18 mit einer
etwa b50-fach starkeren Affinitat an IL-18Ra bindet, was eine Antagonisierung
unwahrscheinlich macht (59).

Vor kurzem konnte stattdessen gezeigt werden, dass IL-37 nach Bindung an IL-18Ra den
antiinflammatorischen Rezeptor ,Single Ig IL-1 receptor (IL-R)-related molecule” (SIGIRR)
rekrutiert (siehe Abb. 1.3.). So kommt es auf der Oberflache von humanen PBMCs 30 min
nach LPS-Stimulation zur Bildung eines dreiteiligen Komplexes aus endogenem IL-37,
IL-18Ra  und SIGIRR. Dieser Komplex konnte ebenso auf LPS-stimulierten
IL-37-exprimierenden murinen Makrophagen und den Zelllinien HEK293 und A549 beobachtet
werden (78).

Dass SIGIRR funktionell an den Effekten von IL-37 beteiligt ist, konnte bereits kurz zuvor
innerhalb von Studien der Forschungsgruppe demonstriert werden. So blieb der
antiinflammatorische Effekt von IL-37 auf die allergische Atemwegsentziindung nicht nur in
IL-18Ra-, sondern auch in SIGIRR-defizienten Mausen aus (89). Ebenso war der
antiinflammatorischen Effekt von IL-37 in Mausmodellen fur Aspergillose (86) und Arthritis (97)
abhangig von SIGIRR. Weiterhin waren SIGIRR-defiziente Mause, die IL-37 exprimierten,
nicht mehr vor einem LPS-induzierten septischen Schock geschitzt (78). In vitro fihrte die
Stimulation dendritischer Zellen von SIGIRR-defizienten Mausen mit IL-37 nicht zu einer

reduzierten Produktion von TNF-a und IL-6 (71). Ferner reduzierte auch die Verminderung von
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SIGIRR mittels RNA-Interferenz in murinen Makrophagen den inhibitorischen Effekt von IL-37
(78).

L]
@ E IL-1R1, IL-18Raq,
= = IL-1RL1, TLR1/2,
= | TLR3, TLR4,
! | TLR7, TLR9,
(7]
proinflammatorisches antiinflammatorisches proinflammatorisches
Signal Signal Signal

Abb. 1.3.: Schematische Darstellung des IL-37-Rezeptorkomplexes und hypothetischer
Wirkmechanismen. IL: Interleukin, IL-1RL1; Interleukin-1 receptor-like 1, IL-18BP: IL-18 bindendes
Protein, R: Rezeptor, SIGIRR: Single Ig IL-1 receptor (IL-R)-related molecule, TLR: Toll like Rezeptor

SIGIRR wurde im Jahre 1999 entdeckt und zunachst als ,,Orphan“-Rezeptor beschrieben.
SIGIRR ist Mitglied der IL-1 Rezeptorfamilie, unterscheidet sich jedoch strukturell und
funktionell stark von den anderen Rezeptoren dieser Familie. Der extrazellulare Teil von
SIGIRR beinhaltet nicht drei, sondern nur eine Ig-Domane. Der zytoplasmatische Teil ist
ungewdhnlich lang und erinnert daher strukturell an das Protein dToll in Drosophila
melanogaster (98). Weiterhin fehlen in der TIR-Domane im zytoplasmatischen Teil zwei
konservierte Aminosaurereste (Ser447 und Tyr536), welche durch Cys222 und Leu305 ersetzt
sind, was eine unkonventionelle Signaliibertragung vermuten lasst (98,99).

Es ist beschrieben, dass SIGIRR die Ligand-induzierte Aktivierung von NFKB und der c-Jun
N-terminalen Kinase (JNK) durch Mitglieder der Interleukin-1/Toll like-Rezeptor (IL-1/TLR)-
Superfamilie inhibieren kann. So konnte gezeigt werden, dass SIGIRR Signale blockiert, die
Uber den IL-1 Rezeptor Typ 1 (IL-1R1), IL-18Ra, ,Interleukin-1 receptor-like 1% (IL-1RL1),
TLR1/2, TLR3, TLR4, TLR7 und TLR9 vermittelt werden (99—-103) (siehe Abb. 1.3.). Wahrend
der Stimulation mit IL-1 wurde beobachtet, dass SIGIRR extrazellular die Dimerisierung der
IL-1 Rezeptorketten IL-1R1 und IL-1R3 inhibiert, wahrend die intrazellulare TIR-Domane von
SIGIRR die Adapterproteine ,Myeloid differentiation primary response gene“ (MyD88),
IL-1R-assoziierte Kinase (IRAK) und TNF-Rezeptor-assoziierter Faktor 6 (TRAF6) bindet

(101,103). Ebenso war die Inhibition von IL-1RL1 sowohl von der extrazellularen lg-Doméane
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von SIGIRR als auch von der intrazellularen TIR-Doméane von SIGIRR abhangig (100). Im
Gegensatz dazu war die TIR-Doméne von SIGIRR ausreichend fur die Inhibition des TLR4-
vermittelten Signals (101,103). Es wird vermutet, dass SIGIRR dabei unter anderem die
Homodimerisierung von MyD88 inhibiert (104). Der Mechanismus ist jedoch bislang nicht
vollstandig verstanden (beschr. in: (105)). Weiterhin wurde diese SIGIRR-vermittelte Inhibition
bislang nur unabhangig von IL-37 untersucht. Daher ist noch unklar, welche Rolle IL-37 dabei
spielt.

Ein weiteres Protein, welches am Wirkmechanismus von IL-37 beteiligt sein kénnte, ist das
IL-18 bindende Protein (IL-18BP). IL-18BP ist eine |6slicher ,Decoy“-Rezeptor fur IL-18. Durch
die Bindung von IL-18 verhindert es, dass IL-18 an IL-18Ra bindet und neutralisiert so die
proinflammatorische Wirkung von IL-18 (106,107). IL-18BP bindet allerdings ebenfalls an IL-37
(siehe Abb. 1.3.). Weiterhin deuten in vitro-Studien darauf hin, dass IL-37 und IL-18BP

synergistisch wirken kdnnen (58).
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1.3. Zielsetzung der Arbeit

In vorangegangen Arbeiten der Forschungsgruppe konnte gezeigt werden, dass die
Applikation von IL-37 wéahrend der Allergenprovokation alle Anzeichen des experimentellen
allergischen Asthmas und vor allem die allergische Atemwegsentziindung vermindert. Dabei
konnte erstmals der Rezeptor fur IL-37, bestehend aus IL-18Ra und SIGIRR, identifiziert
werden (73). Allerdings ist noch unklar, wie der antiinflammatorische Effekt von IL-37 im Detail
vermittelt wird. Das Ziel dieser Arbeit ist es daher die immunomodulatorische Funktion von

IL-37 in der Asthma-Pathogenese naher zu charakterisieren.

Um den noch nicht vollstandig aufgeklarten Wirkmechanismus von IL-37 zu untersuchen,
sollte im ersten Teil dieser Arbeit die funktionelle Relevanz verschiedener Proteine untersucht
werden, die am Signalweg von IL-37 beteiligt sein kdnnten. Im Speziellen sollte untersucht
werden, ob die Proteine IL-18BP, IL-18R[ oder IL-1R1 eine Rolle spielen.

Weiterhin sollte untersucht werden, wie der antiinflammatorische Effekt von IL-37 auf zellularer
Ebene vermittelt wird. Hierflr sollte im zweiten Teil der Arbeit untersucht werden, welche
Zellen, die an der Asthma-Pathogenese beteiligt sind, den IL-37-Rezeptor exprimieren und

somit als potentielle Zielzellen fur IL-37 in Frage kommen.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass IL-37 auf Zellen des angeborenen Immunsystems, wie
Makrophagen und dendritische Zellen, wirkt. Diese Zellen sind jedoch vorranging an der
allergischen Sensibilisierung beteiligt, welche zum Zeitpunkt der Applikation von IL-37 bereits
abgeschlossen ist. Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit der Einfluss von IL-37 auf Zellen
untersucht werden, die an der akuten allergischen Entziindungsreaktion in der Lunge beteiligt

sind.
Im dritten Teil sollte daher der Einfluss von IL-37 auf die Th2-Immunantwort naher
charakterisiert werden. Im Speziellen sollte untersucht werden, ob IL-37 sich auf die

Rekrutierung und/oder die Aktivierung von Th2-Zellen auswirkt.

Da das Atemwegsepithel ebenfalls eine zentrale Rolle bei der Asthma-Pathogenese spielt,

sollte im vierten Teil geklart werden, welchen Einfluss IL-37 auf das Atemwegsepithel hat.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1. Betaubungsmittel

Ketamin 10%
Rompun 2%
Pancuroniumbromid
Sevofluoran
Terbutalin

Bela-Pharm, Vechta, Deutschland
CP-Pharma, Burgdorf, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland

Ecuphar GmbH, Greifswanld, Deutschland

Sirma, Steinheim, Deutschland

2.1.2. Peptide, Zytokine und Wachstumsfaktoren

Epidermal Growth Factor (EGF)
Ovalbumin (OVA) Grade V (Aerosol)
OVA Grade VI (Sensibilisierung)
rekombinantes humanes IL-37
Rekombinantes murines GM-CSF
Rekombinantes murines IL-2
Rekombinantes murines IL-4
Rekombinantes murines IL-6
Rekombinantes murines M-CSF

2.1.3. Puffer

Diethylpyrocarbonat (DEPC)-Wasser
Fluorescence-activated cell sorter
(FACS)-Puffer

Magnetic-activated cell sorting (MACS)-

Puffer

Phopshate buffered saline (PBS)
Red blood cell (RBC) Lysepuffer
Tris buffered saline (TBS)
Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer

2.1.4. Medien, Seren und Zuséatze

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonséure (HEPES)
AmphotericinB

Bovine pituitary extract (BPE)
Dubecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM), w: 4,5 g/L Glucose, w: 3,7 g/L
NaHCOs;, w/o: L-Glutamin, w/o: NaPy
DMEM, high Glucose
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Sigma, Steinheim, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland

R&D Systems, Minneapolis, USA
Peprotec, Hamburg, Deutschland
Thermo Scientific, Massachusetts, USA
Thermo Scientific, Massachusetts, USA
BD Bioscience, Franklin Lakes, USA
Peprotec, Hamburg, Deutschland

0,1% DEPC in H;0, autoklaviert
PBS, 3% FCS, 0,1% NaN3

PBS, 2 mM EDTA, 0,5% BSA
PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland
Biolegend, San Diego, USA

20mM Tris, 137mM NacCl in H.O
40 mM Tris, 20 mM Acetat, 1ImM EDTA

Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland

Life Technologies, Carlsbad, Deutschland
PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland

Biochrom, Berlin, Deutschland
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DMEM-F12

Fetales bovines Serum (FBS)
Ham’s F12

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium
(IMDM)

Insulin

L-Glutamine

Lympholyte-M

Natriumpyruvat

NuSerum
Penicillin/Streptomycin (PS)
10000 U/ml Penecilin, 10 mg/ml
Streptomycin

Retinsdure

Bovine Serum Albumin (BSA)
S-Glutamin

TexMACS™ Medium
Transferrin

Ziegenserum

2.1.5. AntikOrper

Fc-Block (Anti-CD16/CD32)

FITC Ratte Anti-Maus CD4 (Clone RM4-
5 (RUO)

FITC Ratte IgG2a, k Isotypkontrolle RUO
Anti-CD3

Anti-CD28

Anti-IL-18Ra (Kaninchen, polyklonal)
Anti-INF-y

Anti-SIGIRR (Kaninchen, polyklonal)
Ziege-Anti-Kaninchen (biotinyliert)

Life Technologies, Carlsbad, Deutschland
PAA Laboratories, Paschingen, Osterreich
Life Technologies, Carlsbad, Deutschland
Life Technologies, Carlsbad, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland
Merk, Darmstadt, Deutschland
Cedarlane, Hornby, Ontario, Kanada
Biochrom, Berlin, Deutschland
Corning Inc., Corning, USA

Sigma, Steinheim, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland

PAA Laboratories, Paschingen, Osterreich
Miltenyi Biotech, USA

Sigma, Steinheim, Deutschland

Vector Laboratories, Burlingame, USA

BD Bioscience, Franklin Lakes, USA
BD Bioscience, Franklin Lakes, USA

BD Bioscience, Franklin Lakes, USA
Thermo Scientific, Massachusetts, USA
Thermo Scientific, Massachusetts, USA
Antikérper online, Aachen, Deutschland
Thermo Scientific, Massachusetts, USA
Abcam, Camebriodge, UK

Vector Laboratories, Burlingame, USA

2.1.6. Primer
Zielgen Primersequenz (5°-3")
CCL1 for CAAGAGCATGCTTACGGTCTC
rev TAGTTGAGGCGCAGCTTTCT
CCL2 (MCP-1) for GGCTCAGCCAGATGCAGTTA
rev GCTGCTGGTGATCCTCTTGT
CCL17 for AATGTAGGCCGAGAGTGCTG
rev TGGCCTTCTTCACATGTTTG
CCL20 for AATCTGTGTGCGCTGATCCA
rev TTGACTCTTAGGCTGAGGAGGT
CCL22 for CAAGCCTGGCGTTGTTTTGAT
rev TAGAGGGACCAGAGCCTCAC
Eotaxin-1 for GAGCTCCACAGCGCTTCTAT
rev GAAGTTGGGATGGAGCCTGG
Eotaxin-2 for CAAGGCAGGGGTCATCTTCATC
rev AGCTGGTCTGTCAAACCCCA
GATA-3 for CCATTACCACCTATCCGCCC
rev CACACTCCCTGCCTTCTGTG
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Hersteller

Eurofins, Luxemburg
Eurofins, Luxemburg
Eurofins, Luxemburg
Eurofins, Luxemburg
Eurofins, Luxemburg
Eurofins, Luxemburg
Eurofins, Luxemburg
Eurofins, Luxemburg
Eurofins, Luxemburg
Eurofins, Luxemburg
Eurofins, Luxemburg
Eurofins, Luxemburg
Eurofins, Luxemburg
Eurofins, Luxemburg
Eurofins, Luxemburg
Eurofins, Luxemburg
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Zielgen Primersequenz (5°-3")
GM-CSF for TGCCTGTCACGTTGAATGAAG
rev AGGCTGTCTATGAAATCCGCA
ICAM for ACCGTTGTGATCCCTGGGCCT
rev AAGCGGACGACTGCACGGTG
IL-4 for ATGGATGTGCCAAACGTCCT
rev AGCTTATCGATGAATCCAGGCA
IL-5 for CAAGCAATGAGACGATGAGGC
rev ATTTCCACAGTACCCCCACG
IL-6 for CTCCCAACAGACCTGTCTATAC
rev GTGCATCATCGTTGTTCATAC
IL-13
IL-18Ra for TGATGCCTTTGTGTCTTACCTGA
rev ATCTCCTCGACAACAGCTCC
IP-10 for CCACGTGTTGAGATCATTGCC
rev TCCACTGGGTAAAGGGGAGT
KC for CAGACCATGGCTGGGATTC
rev GAACCAAGGGAGCTTCAG
SIGIRR for GGTGGAGATGAACGATGGGA
rev AGAGTTTGTATCCCCGACGC
TNF-a for TCGTAGCAAACCACCAAGTG
rev AGATAGCAAATCGGCTGACG
2.1.7. Kits

Hersteller

Eurofins, Luxemburg
Eurofins, Luxemburg
Eurofins, Luxemburg
Eurofins, Luxemburg
Eurofins, Luxemburg
Eurofins, Luxemburg
Eurofins, Luxemburg
Eurofins, Luxemburg
Eurofins, Luxemburg
Eurofins, Luxemburg
Qiagen, Hilden,
Deutschland
Eurofins, Luxemburg
Eurofins, Luxemburg
Eurofins, Luxemburg
Eurofins, Luxemburg
Eurofins, Luxemburg
Eurofins, Luxemburg
Eurofins, Luxemburg
Eurofins, Luxemburg
Eurofins, Luxemburg
Eurofins, Luxemburg

CBA Enhanced Sensitive Flex Set
CD4*-T-Zell-Isolations-Kit
CD4*/CD62L*-T-Zell-Isolations-Kit
Diff-Quick-Schnellfarbeset

Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit
RNeasy Micro Kit

RNeasy Mini Kit
T-Zell-Aktivierungs-/Expansions-Kits

2.1.8. Reagenzien und Chemikalien

3,3 -Diaminobenzidine (DAB)
ABC-Komplex

Accutase

Agar (Agar-Agar)

Agarose

B-Mercaptoethanol
B-Methyl-Acetylcholin (Metacholin)
Chloroform

Cholera Toxin
DNA-GroRenmarker (GeneRuler, Ultra
Low Range DNA Ladder)

DNase

DNA Ladepuffer (6x)

Collagen, rat tail

DEPC
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BD Bioscience, Franklin Lakes, USA
Miltenyi Biotech, USA

Miltenyi Biotech, USA

Medion Diagnostics, Dudingen, Schweiz
Thermo Scientific, Massachusetts, USA
Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Miltenyi Biotech, USA

Sigma, Steinheim, Deutschland

Vector Laboratories, Burlingame, USA
Sigma, Steinheim, Deutschland

Merk, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Thermo Scientific, Massachusetts, USA

Sigma, Steinheim, Deutschland
Thermo Scientific, Massachusetts, USA
Corning Inc., Corning, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Entellan

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Fetales Kélberserum (FCS)
Formaldehydlosung (4%)
Hamatoxylin (Mayers Hamalaunltsung)
Histofix

lonomycin

Methanol

Milchpulver

Natriumazid (NaNs)

Natriumchlorid 0,9%
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)
Protease-Inhibitor, Complete
Protease von Streptomyces griseus
(Pronase)

Propidiumiodid (PI)

SyBR Green Master Mix

TRIzol Reagent

Trypan Blau 0,4%
Wasserstoffperoxid (H20-)
Ziegenserum

Xylol

2.1.9. Weitere Materialien

Deckglaschen

Elektrophoresekammer
FACS-Rorchen
Filter-Zytospins

LightCycler-Platten

LS Colum

Microsprayer (PAK-MSA)
Neubauer Zahlkammer

MS Colum
Objekttrager Superfrost Plus

Petrischalen (Nunc)
Petrischalen (Saarstedt)
Petrischalen (BD)
Pre-Separation Filter (30um)
QuadroMACS Seperator
Reaktionsgefalie
Sequenzkammer

Shandon CoverplatesTM
Stabpipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)
Trachealkaniile (1.0 mm)

Transwell, unbeschichtet, Polycarbonate
(24-Well)
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Merk, Darmstadt, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Carlsbad, USA

Sigma, Steinheim, Deutschland
PAA Laboratories, Paschingen, Osterreich
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merk, Darmstadt, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland

Roch, Basel, Schweiz

Ambion, New York, USA

Life Technologies, Carlsbad, Deutschland
Merk, Darmstadt, Deutschland

Vector Lab, Burlingame, USA

VWR, Darmstadt, Deutschland

R. Langenbrinck, Emmendingen,
Deutschland

Biorad, Miinchen, Deutschland
Sarstedt, Niumbrecht, Deutschland
Thermo Fischer Scientific, Massachusetts,
USA

Roch, Basel, Schweiz

Miltenyi Biotech, USA

Pen-Century, Inc., Wyndmoor, USA
Marienfeld, Lauda, Kénigshofen,
Deutschland

Miltenyi Biotech, USA

Thermo Fischer Scientific, Massachusetts,
USA

Thermo Scientific, Massachusetts, USA
Sarstedt, NUrnberg, Deutschland

BD Bioscience, Franklin Lakes, USA
Miltenyi Biotech, USA

Miltenyi Biotech, USA

Sarstedt, NUrnberg, Deutschland
Thermo Scientific, Massachusetts, USA
Thermo Scientific, Massachusetts, USA
Corning Inc., Corning, USA

Hugo Sachs Electronics, March-
Hugstetten, Deutschland

Sigma, Steinheim, Deutschland
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Zellkulturflasche (T75)
Zellkulurplatten
Zellsieb (70 pm)

2.1.10. Gerate

Autotechnikon

BD Accuri C6
Brutschrank Heracell 150

FinePoint RC

Gel-Dokumentationsstation
LightCycler 480lI

Mikroskop BX-51

Mikrotom (HM355 S)
Nanophotometer
Sicherheitswerkbank Scanlaf Mars

Thermocycler (Mastercycler gradient)
Zentrifuge Haraeus Megafuge 1.0R
Zytozentrifuge Shadon Cytospin 4
PARI Generator

Farberautomat

2.1.11. Programme

BD Accuri C6

Computerassisted stereology tool box
(newCAST)

FCS Express 4 Flow Software
GraphPad Prism 6 Software
Olympus cell*A Software

FCAP Array™v3.0.1 Software
LightCycler-480-Software
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Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Corning Inc., Corning, USA
BD Bioscience, Franklin Lakes, USA

Thermo Fischer Scientific, Massachusetts,
USA

BD Bioscience, Franklin Lakes, USA
Thermo Fischer Scientifics,
Massachusetts, USA

Buxco Research System, Wilmington,
USA

Intas, Gottingen, Deutschland

Roche, Mannheim, Deutschland
Olympus, Tokyo, Japan

Microm, Walldorf, Deutschland
Implen, Miinchen, Deutschland
Weiss Labortechnik, Heroldsberg,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Haraeus, Hanau, Deutschland
Thermo Fischer Scientific, Massachusetts,
USA

PARI® Master, Pari, Starnberg,
Deutschland

Medite, Burgdorf Deutschland

BD Bioscience, Franklin Lakes, USA
Visiopharm, Hoersholm, DK

De Novo Software, Los Angeles, USA
GraphPad Software, Inc. San Diego, USA
Olympus, Tokyo, Japan

BD Bioscience, Franklin Lakes, USA
Roche, Mannheim, Deutschland
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2.2. Methoden

2.2.1. Versuchstiere und Versuchstierhaltung

Alle hier beschriebenen Tierexperimente wurden ausschlief3lich an weiblichen Mausen im Alter
von 6-8 Wochen durchgefihrt. In der Regel betrug die jeweilige Gruppengrof3e n=8. Fir in
vitro-Experimente mit Priméarzellen wurden Zellen von weiblichen oder mannlichen M&ausen
verwendet. Als Wildtyp wurden Mause vom Stamm ,C57 black 6“ (C57BI/6) (Charles River,
Sulzfeld, Deutschland) verwendet und gentechnisch veranderte Tiere entsprechend auf einem
C57Bl/6 Hintergrund geziichtet. SIGIRR-defiziente Mause (TIR8”; (102)) wurden
freundlicherweise von Frau Dr. Cecilia Garlanda (Experimentelle Immunpathology, Humanitas
Clinical and Research Center, ltalien) zur Verfigung gestellt. IL-18Rp-defiziente Mause
(I118raptmla(KOMP)Wtsi) wurden kauflich vom Wellcome Trust Sanger Institute (Cambridge,
UK) erworben. IL-18BP-defiziente Mause (II18bpTm1(KOMP)Vicg) wurden vom Knockout
Mouse Project (KOMP) Repository bezogen. IL-1R1-defiziente Mause (B6.12957-
I1rtm1Imx/J; (108)) wurden freundlicherweise von Prof. Dr. Marcus Mall (P&diatrische
Pneumologie und Allergologie, Universitatsklinikum Heidelberg, Deutschland) zur Verfigung
gestellt. Die Versuchstiere wurden unter keimarmen Bedingungen in einzeln bellfteten
Kafigen bei einer konstanten Raumtemperatur (RT) von 20°C gehalten. Ein Hell-Dunkel-Zyklus
wurde kinstlich erzeugt. Wasser und Futter stand den Tieren ad libitum zur Verfigung. Alle
Versuche wurden unter Berticksichtigung des Tierschutzgesetzes durchgefihrt und vom Land
Schleswig-Holstein genehmigt (V312-72241.123-3 (83-7/11) ,IL-37 beim allergischem Asthma
bronchiale®; V244-28793/2016 (44-4/16) ,T-Zell und Atemwegsepithel Antworten auf IL-37%).

2.2.2. Induktion von experimentellem allergischem Asthma in der Maus und

Behandlung mit Interleukin-37

Fur die in vivo-Studien wurde ein Standard-Mausmodell fir experimentelles allergisches
Asthma verwendet (109). Dieses Modell induziert eine allergische Entziindungsreaktion in der
Lunge, welche mit einer AHR sowie einer Mukushyperproduktion einhergeht. Hierflir wurden
die Mause zunachst systemisch gegen das artfremde Protein Ovalbumin (OVA) sensibilisiert.
Dieses erfolgte durch die intraperitoneale (i.p.) Injektion von OVA (10 ug geldst in 100 pl
,Phopshate buffered saline” (PBS)) zusammen mit dem Adjuvant Aluminiumhydroxid (Alum)
(100 pl) anden Tagen 1, 14 und 21. Im Zuge der Sensibilisierungsreaktion kommt es daraufhin
zur Bildung von OVA-spezifischen Th2-Zellen sowie zur Produktion von OVA-spezifischen
Antikdrpern. An den Tagen 26-28 wurden die Tiere anschlieRend in einer luftdichten Kammer

fur 20 min gegeniber einem OVA-Aerosol (1% OVA gel6st in PBS) exponiert, welches von
20
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einem PARI-Generator erzeugt wird. Dieser Antigen-Kontakt fuhrt nachfolgend zu einer
lokalen Entziindungsreaktion in den Atemwegen. Um den Effekt des Zytokins IL-37 auf die
Entziindungsreaktion und nachfolgend auf das experimentelle allergische Asthma zu
untersuchen, wurde den Mausen der Testgruppe (OVA + IL-37) 24 Stunden vor der ersten
OVA-Aerosol-Exposition sowie an den Tagen 26-28 jeweils eine Stunde nach der Exposition
rhiL-37 (1 pg geldst in 50 pl PBS) mit Hilfe eines Microsprayers intratracheal (i.t.) appliziert.
Die Analyse der Méause erfolgte an Tag 29. Der Asthma-Kontrollgruppe (OVA + PBS) wurde
PBS anstelle von IL-37 i.t. appliziert. Zusatze diente eine Gesund-Kontrollgruppe (PBS + PBS)
dazu, die Ausbildung des Asthma-Phanotyps zu tUberprifen. Dieser Gruppe wurde an den
Tagen 1, 14 und 21 PBS anstelle von OVA und Alum i.p. injiziert und an den Tagen 25-28 PBS
i.t. appliziert. Die OVA-Aerosol-Exposition erfolgte in dieser Kontrollgruppe analog zu den
anderen beiden Gruppen (Abb. 2.1.).

IL-37 i.t.
Tag 1 14 21 25 26 27 28 29
OVA/Alumi.p. OVA
Aerosol

+
Behandlungsgruppe: Sensibilisierung: | Aerosol: Behandlung:
Gesund-Kontrollgruppe  PBS + PBS PBS i.p. OVA aerosol | PBSit.
Asthma-Kontrollgruppe  OVA + PBS QOVA/Alum i.p. OVA aerosol | PBSit.
Testgruppe OVA +IL-37 | OVA/Alum i.p. OVA aerosol | IL-37 i.t.

Abb. 2.1.: Protokoll zur Induktion von akutem experimentellem Asthma in der Maus und
Immunmodulation durch Interleukin-37. OVA: Ovalbumin, Alum: Aluminiumhydroxid, i.p:
intraperitoneal, i.t.: intratracheal, PBS: phosphate buffered saline.

2.2.3. Messung der Atemweqsreadibilitat

Die AHR ist eines der wichtigsten Kennzeichen des Asthma bronchiale. Daher wird die
Messung der Lungenfunktion vielfach in der medizinischen Diagnostik eingesetzt. In den hier
beschriebenen Experimenten wurde die Lungenfunktion der Mause mit Hilfe des invasivem
Messsystems FinePoint RC vom Buxco untersucht.

Hierfir wurden die Mause zunachst durch i.p. Injektion einer Ketamin-Rompun-L&sung

(Natriumchlorid, 1% Ketamin, 0,02% Rompun) narkotisiert (350 pl pro 20 g Kdérpergewicht).
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Anschlie3end wurde die Trachea der Tiere freigelegt, mit einem kleinem Schnitt eréffnet und
eine Trachealkandle (Innendurchmesser: 1.0 mm) eingefiihrt. Die Trachealkanule wurde dann
Uber einen Schlauch mit der Beatmungsmaschine des FinePoint RC verbunden. Um die
eigene Atmung der Tiere zu hemmen, wurden anschlieend 50 pl des Muskelrelaxans
Pancuroniumbromid (0,2 mg/ml) i.p. injiziert. Nachfolgend ist es mdglich, den
Atemwegswiderstand ((R), [cm/H20/I/s]) zu erfassen. Dieser diente als Mal3 fur den Grad der
Obstruktion der Atemwege. Um nun die Atemwegsreagibilitdt des Tieres zu bestimmen, wurde
ein  Metacholin (MCh)-Provokationstest durchgefiihrt. Hierfir werden nach einer
Akklimatisationszeit von 5 min alle 270 Sekunden fur jeweils 30 Sekunden [-Methyl-
Acetylcholin (Metacholin) in aufsteigenden Konzentrationen (0 mg/ml, 3,25 mg/ml, 6,25 mg/ml,
12,5 mg/ml, 25 mg/ml, 50 mg/ml, 100 mg/ml) tGber die Beatmungsmaschine vernebelt. Das
Metacholin filhrt zu einer Kontraktion der glatten Atemmuskulatur, damit zu einer
Bronchoobstruktion und zu einem erhéhten Atemwegswiderstand. Nach der Messung wurde
den Tieren 65 pl des bronchienerweiternden Wirkstoffes Terbutalin (10 uM) intravends injiziert,
was die Bronchoobstruktion reduzierte und somit die Entfaltung der Lunge fiir nachfolgende

histologische Untersuchungen ermdglichte.

2.2.4. Bronchoalveolare Lavage (BAL) und anschlieRende Differenzierung der

Leukozyten-Subpopulationen

Zur Durchfuihrung einer BAL wurde nach der Tétung der Tiere die Trachea freiprapariert und
mit einem Kkleinen Schnitt ertffnet. Anschlie@Bend wurde eine Trachealkanile
(Innendurchmesser: 1.0 mm) eingefuhrt, GUber welche 1 ml eiskaltes PBS mit Protease-
Inhibitoren in die Lunge gegeben und direkt wieder entnommen wurde. Hierdurch wurden
Zellen, die in das bronchoalveolaren Lumen infiltriert waren, sowie sich in diesem
Kompartiment befindliche Proteine herausgespllt und konnten nachfolgend untersucht
werden.

Die Anzahl der Leukozyten in der BAL wurde mit Hilfe der Neubauer Zahlkammer bestimmt.
Um die verschiedenen Leukozytensubpopulationen in der BAL zu differenzieren, wurden
zunachst 50 ul der BAL 1:4 in PBS verdinnt. Durch eine anschlieRende Zytozentrifugation flr
5 min bei 320 g und 4°C wurden die in der BAL befindlichen Zellen auf einen Objekttrager
zentrifugiert. Die so angefertigten Préaparate wurden (ber Nacht an der Luft getrocknet. Am
nachsten Tag wurden die Praparate mit Hilfe des Diff-Quick-Schnellfarbesets nach Angaben
des Herstellers fixiert und angefarbt. Dabei handelt es sich um eine Schnellfarbemethode,
deren Ergebnis mit dem der Pappenheim-Methode (Giemsa-May-Grinwald) vergleichbar ist.

Die Differenzierung der Zellen erfolgte anschlieRend mikroskopisch.
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2.2.5. Praparation der Lunge fiir histologische Untersuchungen

Um eine vergleichende histologische Untersuchung der Lunge durchzufihren, ist es
entscheidend, diese zunachst unter standardisierten Bedingungen zu entfalten. Hierfir wurde
die Trachea freiprapariert, mit einem kleinen Schnitt er6ffnet und eine Trachealkanile
(Innendurchmesser: 1.0 mm) eingefihrt. Nachdem die Kanile mit Garn in der Trachea
befestigt wurde, konnte die Trachea oberhalb der Kanile durchtrennt und die Lunge
entnommen werden. Um die Lunge mit einem konstanten hydrostatischen Druck (20 cm
Wassersaule) zu entfalten, wurde diese frei hangend lber die Trachealkanile und einen
Verbindungsschlauch mit einem Behdlter verbunden, welcher mit einer 4%-igen PBS-
gepufferten Formaldehydlosung gefillt war. Nach 20 min wurde die Trachea unterhalb der
Kanile abgebunden und die Lunge abgenommen. Um die Lunge auch von auf3en zu fixieren,
wurde diese Uber Nacht in einer 4%-igen Formaldehydldsung bei 4°C gelagert.

Da die Atemwege der Lunge hinsichtlich ihrer Orientierung anisotrop sind, ist es fur
vergleichende Analysen notwendig, das Schneiden der einzelnen Lungen mit einer
randomisierten Orientierung durchzufuhren (110). Hierfur wurde die Lunge zunachst in
2%igem Agar eingebettet und anschlielend nach dem Orientator-Prinzip (111) in 2 mm dicke
Scheiben geschnitten. Nach der Entwasserung in einem Autotechnikon wurden die
Lungenscheiben in Paraffin eingebettet. Mit Hilfe des Mikrotoms wurden nachfolgend 3 pm

dicke Schnitte fur verschiedene Farbungen angefertigt.

2.2.6. Hamatoxylin-Eosin- (HE) und Perjodsaure-Schiff- (PAS)-Farbung

Die HE- und PAS-Farbung der Schnitte dienten der Analyse der Entzindung im
Lungengewebe. Hierfir wurden die Schnitte zunéchst tiber Nacht getrocknet. Die Farbungen
erfolgten anschlieBend mit Hilfe eines Farbeautomaten in der Pathologie des
Forschungszentrums Borstel. Nachfolgend wurden die Schnitte mit Hilfe eines
Endeckmediums auf Xylol-Basis (Entellan) und Deckglaschen eingedeckt. Die Analyse
erfolgte unter Verwendung des Programms Olympus cell*A.

Die HE-Farbung diente dazu, einen Gesamtiberblick Uber den histologischen Aufbau der
Lunge zu erhalten sowie eine eventuelle pathologische Veranderung sichtbar zu machen. Mit
Hilfe der PAS-Farbung lassen sich Mukus-Bestandteile in Becherzellen spezifisch anfarben.
Hierbei werden die im Mukus vorkommenden 1,2 Glykole in unsubstituierten Polysacchariden,
neutralen Mukopolysacchariden, Muko- und Glykoproteinen durch die Behandlung mit
Perjodsédure zu Aldehydgruppen oxidiert. In Verbindung mit Schiffs-Reagenz kommt es
nachfolgend zu einer leuchtend-roten Farbreaktion. Die Gegenfarbung der Schnitte erfolgte

mit der oben beschriebenen Hamatoxylin-Farbung.

23



2. Material und Methoden

2.2.7. Immunhistochemische Farbung von Lungenschnitten

Um die IL-37-Rezeptorketten IL-18Ra und SIGIRR im Lungengewebe nachzuweisen, wurde
eine immunhistochemische Farbung durchgefihrt. Hierfir wurden die Schnitte Uber Nacht
getrocknet und nachfolgend in einer Farbekivette entparaffiniert (2 x 12 min Xylol, 2 x 5 min
100% Ethanol). Zur Inaktivierung von endogenen Peroxidasen wurden die Schnitte
anschlief3end fur 30 min in einem Methanol/H,O,-Gemisch inkubiert (6 ml 30% H>O, auf 200
ml Methanol). Nach einem Waschschritt mit Leitungswasser erfolgte eine zweiminitige
Vorbehandlung mit 1 mg/ml Protease von Streptomyces griseus (Pronase) in PBS. Nach
einem weiteren Waschschritt (2 x 5 min PBS, 1 x 5 min ,Tris buffered saline” (TBS)) wurden
die Objekttrager auf Shandon Coverplates gelegt, in eine Sequenzkammer gestellt und 1x mit
PBS gespllt. Um unspezifische Bindestellen zu blockieren, erfolgte nachfolgend eine
20-minutige Inkubation mit Ziegenserum (1:10 verdunnt in PBS mit 2% Milchpulver).
AnschlieRend erfolgte eine einstiindige Inkubation mit dem priméren Antikérper (Anti-IL-18Ra
(Kaninchen, polyklonal) bzw. Anti-SIGIRR (Kaninchen, polyklonal, 1:50 verdiinnt PBS mit 2%
Milchpulver). Bei der technischen Kontrolle wurde hierbei der priméare Antikorper weggelassen.
Nach einem Waschschritt mit PBS erfolgte eine 30-mindtige Inkubation bei RT mit einem
biotinylierten sekundéaren Antikoérper (Ziege-Anti-Kaninchen, 1:100 verdinnt in PBS mit 2%
Milchpulver). Nachfolgend wurde erneut mit PBS gewaschen und der ABC-Komplex hinzu
gegeben. Nach einer 30-minitigen Inkubationszeit wurde 2x mit PBS gewaschen.
Nachfolgend wurden die Objekttrager aus den Shandon Coverplates entnommen und in eine
Farbekuvette, welche mit dem Substrat 3,”3-Diaminobenzidin (DAB) (200 mg DAB auf 200 ml
Tris/HCL + 100 pl 30% H,0;) geflllt war, Uberfihrt. AnschlieBend wurden die Schnitte
zunachst mit Leitungswasser und dann mit destilliertem Wasser gesplilt.

Um Zell- und Gewebestrukturen sichtbar zu machen, wurde eine Gegenfarbung mit
Hamatoxylin (Mayers Hamalaunlésung) durchgefiihrt. Nachfolgend wurden die Schnitte tber
eine aufsteigende Alkoholreihe dehydriert (2 x 5 min 70% Ethanol, 1 x 5 min 96% Ethanol, 2 x
5 min 100 % Ethanol) und nach einer weiteren Inkubation in Xylol (2 x 5 min) mit Entellan und

einem Deckglaschen eingedeckt.

2.2.8. Mukus Quantifizierung

Zum Nachweis von Mukus wurde zundchst eine PAS-Farbung der Lungenschnitte
durchgeflihrt (siehe 2.2.6). Anschlie3end erfolgte die Quantifizierung des Mukus mit Hilfe des
Programms ,new Computer Assisted Stereology Toolbox (newCAST)“. In diesem Programm
werden zunachst die zu untersuchenden Bildausschnitte des Praparates nach dem Prinzip

des Systematic Uniform Random Sampling (SURS) definiert (110). Nachfolgend wird Uber
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diese Bildausschnitte ein Gitter aus Punkten und Linien gelegt, wodurch eine stereologisch
valide Quantifizierung ermdglicht wird (112). Anhand der durch die Quantifizierung erhaltenen
Werte wurden anschlie3end verschiedene Parameter berechnet. Die verwendeten Formeln
sind in Abb. 2.2. dargestellt. Zunachst wurde der prozentuale Anteil der Flache der
Basallamina, die mit Becherzellen besetzt ist, bestimmt. Hierfir wurden die
Oberflachenbereiche auf denen Mukus produzierende Becherzellen vorkommen (Sg) in
Verhéltnis zu dem gesamten Oberflachenbereich der Basallamina des Atemwegsepithels (Sep)
gesetzt (Abb. 2.2.: Formel 1). Weiterhin wurde das Volumen des Mukus (Vmuin) auf die Flache
der Basallamina der Atemwegsepithels (Sep) normiert (Abb. 2.2.: Formel 2).

S »I
Formel 1: =2 = 9°
Sep 2 Iep
Vo . P
Formel 2: —Tgucm =LP X Z—W;‘:m X z lep
ep

Abb. 2.2.: Fir die Mukus Quantifizierung verwendete Formeln. > lg ist die Summe der Linien,
welche eine Becherzelle schneiden. Y lep ist die Summe aller Linien, welche die Basalmembran
schneiden. Y Pmucin ist die Summe aller Punkte, die auf Mukus liegen und Sep ist die Summe aller
Punkte, die auf dem Atemwegsepithel ohne Mukus liegen. LP ist die Lange der Testlinie bei der
VergréRerung, bei der die Auswertung vorgenommen wird.

2.2.9. Konzentrationsbestimmung von Proteinen mittels Cytometric Bead Array (CBA)

Der CBA ist eine durchflusszytometrische Methode, die es ermdglicht, die Konzentration
verschiedener Proteine gleichzeitig in einer Probe zu bestimmen. Hierfir werden fir jedes
untersuchte Protein Partikel mit einer definierten Gré3e und Fluoreszenzintensitat verwendet.
Diese Partikel sind mit Primarantikdrpern beschichtet, welche das jeweilige Protein spezifisch
binden. Die an die Partikel gebundenen Proteine kénnen nachfolgend mit Hilfe eines
Phycoerythrin  (PE)-konjugierten, sekundaren Antikérper nachgewiesen werden. Die
Differenzierung erfolgt anschlieRend anhand der Gré3e und Fluoreszenzintensitat der Partikel
sowie des Antikdrper-konjugierten PE-Signals und ermdglicht so die gleichzeitige
Quantifizierung. Mit dem hier verwendeten BD CBA Enhanced Sensitive Flex Set System ist
es moglich, auch sehr geringe Proteinkonzentrationen nachzuweisen.

Mit Hilfe dieser Methode wurden die Proteinkonzentrationen im zellfreien Uberstand der BAL

sowie in zellfreien Kulturiberstdnden bestimmt. Die Proben wurden unverdiinnt eingesetzt und
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die Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die Messung erfolgte mit Hilfe des
BD Accuri C6 und die Auswertung mit Hilfe der Programme Accuri CFlow und FCAP Array.

2.2.10. Herstellung einer Milzzellsuspension

Um die Zellen aus dem Gewebeverband zu losen, wurde die Milz zundchst auf ein mit
Zellkulturmedium benetztes Nylonsieb (Porengrof3e: 70 um) gelegt. Nachfolgend wurde diese
mit Hilfe des Stempels einer 1 ml Spritze durch das Sieb gedriickt. Das Nylonsieb wurde
anschlieBend mit 5 ml Zellkulturmedium gespiilt. Die so entstandene Einzelzellsuspension
wurde in einem Reaktionsgefald aufgefangen und bis zur weiteren Verwendung auf Eis

gelagert.

2.2.11. Isolation von CD4*-T-Lymphozyten aus der Milz

Hierflr wurde zunachst eine Milzzellsuspension hergestellt (siehe 2.2.10.). Um Erythrozyten
aus der Zellsuspension zu entfernen, wurde anschlie3end eine Erythrozytenlyse durchgefihrt.
Dazu wurden die Zellen fur 7 min bei 319 g und 4°C zentrifugiert und nachfolgend in 1 ml Red
Blood Cell (RBC) Lysepuffer aufgenommen. Nach 2 min wurde die Reaktion durch die Zugabe
von 50 ml PBS abgestoppt. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (7 min, 319 g, 4°C)
wurden die Zellen in 2 ml ,Magnetic-activated cell sorting” (MACS)-Puffer aufgenommen und
gefiltert (PorengrofRe: 30 um). Nachfolgend wurde die Zellzahl mit Hilfe der Neubauer
Zahlkammer bestimmt. Die Isolation der CD4*-T-Lymphozyten erfolgte mit Hilfe eines
CD4*-T-Zell-Isolations-Kits, welches auf dem Prinzip der Negativselektion beruhte. Bei dieser
werden alle Ubrigen Zelltypen wie z.B. CD8*-T-Lymphozyten, B-Zellen oder dendritische
Zellen, zunachst von Biotin-konjugierten Antikdrpern gegen spezifische Oberflaichenmolekile
gebunden. Die Biotin-konjugierten Antikdrper werden nachfolgend von magnetischen Anti-
Biotin-Mikropartikeln gebunden. Mit Hilfe eines Magnetfeldes werden die magnetischen
Partikel anschlieRend mitsamt der gebundenen Zellen aus dem Zellgemisch entfernt. Da
CD4*-T-Lymphozyten keines dieser Oberflachenmolekiile exprimieren, werden sie nicht
gebunden und verbleiben im Durchlauf. Die Durchfihrung erfolgte nach Angaben des
Herstellers. Hierfiir wurde zunéachst die Zellzahl eingestellt (1x107 Zellen pro 40 pl MACS-
Puffer). AnschlieRend wurde ein Gemisch aus den Biotin-konjugierten Antikérpern (Anti-CD8a,
Anti-CD11b, Anti-CD11c, Anti-CD19, Anti-CD45R (B220), Anti-CD49b (DX5), Anti-CD105,
Anti-MHC 11, Anti-Ter-119, Anti-TZRy/d) zu den Zellen gegeben (10 pl pro 1x107 Zellen). Nach
einer Inkubationszeit von 5 min bei 4°C wurde zunachst MACS-Puffer (30 pl pro 1x107 Zellen)
und dann die magnetischen Anti-Biotin-Mikropartikel (20 pl pro 1x107 Zellen) hinzugegeben.
Nach einer weiteren Inkubation fiir 10 min bei 4°C wurde das Gemisch auf eine LS-S&ule
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gegeben, welche an einem Magneten befestigt war. Nachdem das Gemisch vollstéandig durch
die Saule gelaufen war, wurde diese mit 3 ml MACS-Puffer gespdlt. Der Durchlauf, in dem sich
die CD4*-T-Lymphozyten befanden, wurde in einem Reaktionsgefald aufgefangen. Die
Reinheit und die Viabilitat der Zellen wurde stets kontrolliert (siehe 2.2.13.).

2.2.12. Isolation von mononuklearen Zellen (MNC) aus der Milz

Die Isolation der MNC erfolgte mittels Dichtegradienten-Zentrifugation. Hierflr wurde zunéchst
eine Milzzellsuspension hergestellt (siehe 2.2.10.) und auf Lympholyte-M mit einer Dichte
1,0875 g/cm? geschichtet. Nachfolgend wurde das Gemisch ungebremst bei 1200 g fiir 20 min
zentrifugiert. Durch die Zentrifugation akkumulierten die MNC entsprechend ihrer spezifischen
Dichte in der Interphase zwischen dem Zellkulturmedium und dem Lympholyte-M und konnten
vorsichtig abgenommen werden. Nachfolgend wurden die Zellen 3x mit PBS gewaschen

(5 min, 319 g, 4°C) und bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert.

2.2.13. Durchflusszytometrische Untersuchung von Zellen

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren, bei dem Zellen in Hinblick auf ihre Gréf3e und
Granularitat untersucht werden koénnen. Weiterhin kdnnen Oberflachenproteine sowie
intrazellulare Proteine mit Hilfe von Fluorochrom-konjugierten Antikdrpern nachgewiesen
sowie die Viabilitat der Zellen Gberprift werden.

Zur Analyse der Reinheit und Viabilitdt der CD4*T-Lymphozyten (siehe 2.2.11.) wurden die
Zellen zunachst in ,Fluorescence-activated cell sorter* (FACS)-Puffer gewaschen (5 min, 319
g, 4°C). Pro Farbung wurden 2x10° Zellen in 100 pl FACS-Puffer aufgenommen und in ein
FACS-Rohrchen tberfuhrt. Um eine unspezifische Binding der Antikdrper an Fc-Rezeptoren
zu verhindern, wurde ein Fc-Block-Antikorper (Anti-CD16/CD32) hinzugegeben (Verdinnung
1:100). Nach einer Inkubationszeit von 15 min bei 4°C wurde ein Fluoresceinisothiocyanat-
(FITC)-konjugierter Antikorper gegen das Oberflachenmoleklll CD4 beziehungsweise die
entsprechende Isotypkontrolle hinzu gegeben (Verdinnung je 1:100) und fiir weitere 30 min
bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Durch Zugabe von 2 ml FACS-Puffer wurden die Zellen
anschlief3end gewaschen und zentrifugiert (5 min, 319 g, 4°C). Um die Viabilitat der Zellen zu
Uberprifen, wurden die Zellen nachfolgend in 200 ul einer Propidiumiodid-(PI)-Lésung
(1 pg/mlin FACS-Puffer) aufgenommen. Dieser Farbstoff durchdringt die perforierte Membran
von toten Zellen und farbt diese somit an. Nachfolgend wurden die Zellen zentrifugiert (5 min,
319 g, 4°C) und in 300 pl FACS-Puffer aufgenommen. Die Messung erfolgte mit Hilfe des

Accuri C6 und die Auswertung mit Hilfe des Programms FCS Express 4.
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2.2.14. Aktivierung von CD4* T-Lymphozyten iiber CD3 und CD28 in Anwesenheit von

Interleukin-37

Um zu untersuchen, ob sich IL-37 auf die Aktivierung von Th2-Zellen auswirkt, wurde zunachst
eine Th2-vermittelte Entziindung in Wildtyp-Mausen ausgeldst. Hierflr wurde das Modell fir
experimentelles allergisches Asthma verwendet (siehe 2.2.2.). Nach der Tétung der Mause an
Tag 29 des Versuchsprotokolls wurde die Milz entnommen und vorribergehend in einem mit
PBS geflllten Reaktionsgefd? auf Eis gelagert. AnschlieBend erfolgte die Isolation von
CD4*-T-Lymphozyten aus der Milz (siehe 2.2.11.). Nachdem die Reinheit und Viabilitat der
Zellen durchflusszytometrisch tberprift wurde (siehe 2.2.13.), wurden diese in Kulturmedium
(TexMACS™ Medium, 10% Fetales bovines Serum (FBS), 1% Penicillin/Streptomycin (PS))
aufgenommen.

Fur die Stimulation wurden pro Kavitat 1x10°® Zellen in 400 pl Kulturmedium in Flachboden-
Zellkulturplatten mit 48 Kavitaten ausgeséat. Nachfolgend wurden 100 pul einer Verdiinnung von
rhiL-37 in Kulturmedium hinzugegeben (Endkonzentration: 10 oder 100 ng/ml). Die Aktivierung
der T-Lymphozyten erfolgte direkt im Anschluss mit Hilfe von Partikeln, die mit Antikdrpern
gegen die Oberflachenmolekiille CD3 und CD28 beschichtet waren. CD3 ist Teil des T-Zell-
Rezeptorkomplexes und entscheidend an der Signalibertragung beteiligt, die vom
T-Zellrezeptor (TZR) nach der Bindung des Antigens ausgeht (beschr. in: (113)). CD28 ist ein
kostimulierender Rezeptor. Dieser wird durch die Bindung der Liganden B7.1 (CD80) oder
B7.2 (CD86), die von antigenprasentierenden Zelle exprimiert werden, aktiviert und verstarkt
das Signal des TZRs (beschr. in: (114)). In dem hier verwendeten T-Zell-Aktivierungs-
/Expansions-Kits imitieren die Partikel die antigenprasentierende Zelle und aktivieren die
T-Lymphozyten durch die Bindung der Antikérper an CD3 und CD28. Hierfir wurden pro
Kavitat 1x10° beladene Partikel in 500 pl Kulturmedium zu den Zellen gegeben. AnschlieRend
wurden die Zellen bei 37°C und 5% CO; kultiviert. Nach 48 Stunden wurde die Zellsuspension
in ein ReaktionsgefaR tberfiihrt und zentrifugiert (5 min, 400 g, RT). Der zellfreie Uberstand
wurde abgenommen und in ein neues Reaktionsgefald tUberfihrt. Mittels CBA (siehe 2.2.9.)
wurde nachfolgend die Konzentration von Th2-Zytokinen im Zellkulturiberstand bestimmt. Die

Produktion der Th2-Zytokine diente hierbei als MaR fir die Aktivierung der Zellen.

2.2.15. Antigenspezifische Stimulation von MNCs in Anwesenheit von Interleukin-37

Die antigenspezifische Stimulation der MNCs diente dazu, den Einfluss von IL-37 auf die

Aktivierung von Th2-Zellen durch antigenprasentierende Zellen zu untersuchen. Hierfir

wurden zunéachst Wildtyp-Mause (C57BL/6) gegen das artfremde Protein OVA sensibilisiert

und nachfolgend gegentiber einem OVA-Aerosol exponiert (siehe 2.2.2.). Nach der Tétung der
28



2. Material und Methoden

Mause an Tag 29 wurde die Milz entnommen und vorribergehend in einem mit PBS gefillten
Reaktionsgefal® auf Eis gelagert. AnschlieBend wurden MNCs aus der Milz isoliert (siehe
2.2.12.) und in Kulturmedium (DMEM, 10% FBS, 1% PS) aufgenommen. Fir die Stimulation
wurden pro Kavitat 2x10° Zellen in 800 pl Kulturmedium in Flachboden-Zellkulturplatten mit
24 Kavitaten ausgesat. Nachfolgend wurden 100 pl einer Verdunnung von rhIL-37 in
Kulturmedium hinzugegeben (Endkonzentration: 10 oder 100 ng/ml). Direkt im Anschluss
wurden 100 pl einer Verdinnung von OVA (Grade V) in Kulturmedium hinzugegeben
(Endkonzentration: 50 pg/ml). Die Zellen wurden bei 37°C und 5% CO: kultiviert. Nach
48 Stunden wurde die Zellsuspension in ein Reaktionsgefald tUberfiihrt und zentrifugiert (400
g, 5 min, RT). Der zellfreie Uberstand wurde abgenommen und in ein neues Reaktionsgefa
Uberfuihrt. Mittels CBA (siehe 2.2.9) wurde nachfolgend die Konzentration verschiedener

Proteine im Uberstand bestimmt.

2.2.16. Herstellung von Knochenmark-generierten dendritischen Zellen (BM-DC) und
Makrophagen (BM-M)

Um zu untersuchen, ob dendritische Zellen oder Makrophagen die IL-37-Rezeptorketten
exprimieren, wurden Knochenmarkzellen von Wildtyp-Mausen isoliert und in vitro zu
dendritischen Zellen bzw. Makrophagen differenziert. Hierfir wurden zunachst Femur und
Tibia der Mause entnommen, vom Muskelgewebe getrennt und jeweils an den Enden
aufgeschnitten. AnschlieRend wurde eine mit Zellkulturmedium geflllte 1 ml Spritze in das eine
Ende des Knochens gesteckt und das Knochenmark herausgespult. Nachfolgend wurde das
Knochenmark fiir 7 min bei 319 g und RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
die Zellen in frischem Medium aufgenommen. Die Zellzahl wurde mit Hilfe der Neubauer
Zahlkammer bestimmit.

Fur die Generierung von dendritischen Zellen wurden ca. 5 x 10° Zellen pro T75er
Zellkulturflasche in 15 ml Zellkulturmedium (DMEM, 1% PS, 1mM Natriumpyruvat, 10% FBS)
ausgesat, mit GM-CSF (Endkonzentration: 10 ng/ml) stimuliert und bei 37°C und 5% CO.
kultiviert. Nach 5 Tagen wurde 5 ml frisches Medium mit 10 ng/ml GM-CSF hinzugegeben. An
Tag 7 wurden die adharenten Zellen mit Hilfe von Accutase abgelost. Hierflir wurde zunachst
das Medium mit den darin befindlichen Suspensionszellen abgenommen. Die verbleibenden
adharenten Zellen wurden 2 x mit 10 ml PBS gewaschen und anschlieRend 15 min in Accutase
inkubiert. Nachfolgend wurden die Zellen abgesptlt und mit den zuvor abgenommenen
Suspensionszellen vereinigt.

Fur die Generierung von Makrophagen wurden die Knochenmarkszellen in 10 ml
Zellkulturmedium (DMEM high Glucose, 1% PS, 10% FBS, 1% S-Glutamine (200mM), 1%
HEPES (1mM), 1% Natriumpyruvat) in einer Petrischale (Nunc) ausgesat, mit ,Macrophage
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colony-stimulating factor” (M-CSF) (Endkonzentration: 50 ng/ml) stimuliert und bei 37°C und
5% CO; kultiviert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen abgespilt und zentrifugiert (7 min,
319 g, RT). AnschlieRend wurden die Zellen in 50 ml Zellkulturmedium mit 50 ng/ml M-CSF
aufgenommen und auf 5 Petrischalen (Sarstedt) verteilt. An Tag 4 wurden jeweils 10 ml
Zellkulturmedium mit 50 ng/ml M-CSF hinzugegeben. An Tag 7 wurden die adharenten Zellen
mit Hilfe von Accutase abgeldst.

2.2.17. Isolation von naiven T-Helferzellen aus der Milz und Differenzierung zu
Th2-Zellen

Um zu untersuchen, ob Th2-Zellen die IL-37-Rezeptorketten exprimieren, wurden naive
T-Helferzellen aus der Milz isoliert und in vitro zu Th2-Zellen differenziert.

Hierfir wurde zunachst die Milz von Wildtyp-Mausen (C57Bl/6) enthommen, eine
Milzzellsuspension hergestellt (siehe 2.2.10.) und MNC isoliert (siehe 2.2.12). Anschliel3end
erfolgte die Isolation von naiven T-Helferzellen mit Hilfe des CD4*/CD62L"-T-Zell-Isolations-
Kit nach Angaben des Herstellers. Hierbei werden zundchst CD4%-Zellen Uber eine
Negativselektion isoliert. Nachfolgend wird eine Positivselektion durchgefiihrt, bei welcher die
naiven T-Helferzellen Uber die Expression des Oberflaichenmolekils CD62L angereichert
werden.

Fur die Differenzierung der Zellen wurden Zellkulturplatten (24 Kavitaten, Flachboden) mit
Antikérpern gegen CD3 und CD28 beschichtet. Hierfir wurden pro Kavitat 500 pyl PBS mit
5 ug/ml Anti-CD3 auf die Platten gegeben und 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Nachfolgend
wurde die Flussigkeit abgenommen und 2 x mit 500 pl PBS gewaschen. AnschlieRend wurden
500 ul PBS mit 2 pg/ml Anti-CD28 auf die Platten gegeben, 2 Stunden bei 37°C inkubiert und
erneut mit PBS gewaschen. Nachdem die Flussigkeit abgenommen wurde, wurden pro Kavitét
1x108 naiven T-Helferzellen in 1 ml Zellkulturmedium (IMDM, 5% FBS, 1% PS) ausgesat. Um
die Zellen zu Th2-Zellen zu differenzieren, wurden dem Medium Anti-IFN-y (Endkonzentration:
20 upg/ml), IL-4 (Endkonzentration: 125 ng/ml) und IL-6 (Endkonzentration: 5 ng/ml)
hinzugefiigt und die Zellen bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. An Tag 3 wurden die Zellen
abgesplilt und vereinigt. AbschlieBend wurden jeweils 500 pl der Zellsuspension in eine Kavitat
einer Zellkulturplatte (24 Kavitaten, Flachboden) gegeben (1:2 gesplittet). Nachfolgend wurde
pro Kavitdt 1 ml frisches Zellkulturmedium mit IL-4 (2,5 ng/ml), IL-6 (5 ng/ml) und IL-2
(1,8 ng/ml) hinzugegeben. An Tag 6 wurden die Zellen mit PMA (Endkonzentration: 50 ng/ml)
und lonomycin (Endkonzentration:1 pg/ml) stimuliert. Nach 4 Stunden erfolgte die Lyse der
Zellen und die Isolation der mRNA (siehe 2.2.19).
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2.2.18. Air-Liquid-Interface (ALI) Kultur von murinen Epithelzellen der Trachea und

Stimulation mit Interleukin-18 in Anwesenheit von Interleukin-37

Durch die ALI-Kultur von murinen Epithelzellen der Trachea ist es moglich, ein in vitro
differenziertes Epithel zu generieren, welches eine dem Atemwegsepithel vergleichbare
Differenzierung aufweist (115).

Hierflr wurde zunachst die Trachea von Wildtyp-Mausen (C57BI/6) entnommen und in einer
mit Zellkulturmedium (HAMS F12, 1% PS, 250 ng/ml AmphotericinB) geflllte Petrischale
Uberfihrt. AnschlieBend wurde die Trachea unter Verwendung eines Mikroskops von
BlutgeféaRen und restlichem Gewebe befreit. Um Zellen aus der Trachea zu I6sen, wurde diese
in ein Reaktionsgefal mit 10 ml Verdaumedium (HAMS F12, 1% PS, 250 ng/ml
AmphotericinB, 0,2% Ponase) uberfuhrt und tber Nacht bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag
wurde das Reaktionsgefal3 geschwenkt und fir eine weitere Stunde bei 4°C inkubiert.
Nachfolgend wurde die Reaktion durch die Zugabe von 10 ml Zellkulturmedium mit FBS
(HAMS F12, 1% PS, 250 ng/ml AmphotericinB, 20% FBS) abgestoppt. AnschlieRend wurde
die Trachea 3 x mit 15 ml frischem Zellkulturmedium (HAMS F12, 1% PS, 250 ng/ml
AmphotericinB, 20% FBS) gewaschen. Danach wurde das Zellkulturmedium, in dem die
Trachea gewaschen wurde, gepoolt und zentrifugiert (10 min, 319 g, 4°C). Das Sediment
wurde in 1 ml einer DNAse-L6sung (HAMS F12, 1% PS, 250 ng/ml AmphotericinB, 1 mg/mli
.,Bovine Serum Albumin“ (BSA), 0,5 mg/ml DNAse |) aufgenommen und 5 min bei 4°C
inkubiert. Nachfolgend wurde die Suspension zentrifugiert (10 min, 319 g, 4°C), das Sediment
in 8 ml Zellkulturmedium (DMEM F12, 15mM HEPES, 10 mM L-Glutamin, 0,03% NaHCOS3,
1% PS, 250 ng/ml Amphotericin B, 10% FCS) aufgenommen und in eine Petrischale (BD)
uberfuhrt. Nach einer Inkubationszeit von 5 Stunden bei 37°C wurden die Zellen, die nicht
adhéariert waren, von der Petrischale abgenommen und in ein Reaktionsgefal® tberfihrt,
zentrifugiert (10 min, 319 g, 4°C) und in 2 ml Proliferationsmedium (DMEM F12, 15 mM
HEPES, 10 mM L-Glutamin, 0,03% NaHCO3, 1% PS, 250 ng/ml Amphotericin B, 5% FCS,
0,1 uM Retinolsaue, 10 pg/ml Insulin, 25 ng/ml ,Epidermal growth factor” (EGF), 60 ug/mli
,Bovine pituitary extract* (BPE), 5 ug/ml Transferrin, 100 ng/ml Cholera Toxin) aufgenommen.
Nachfolgend wurde die Zellzahl mit Hilfe der Neubauer Zahlkammer bestimmt. Fir die Kultur
wurden die Zellen auf Kollagen-beschichtete Transwells ausgesat, welche zuvor in eine
Zellkulturplatte mit 24 Kavitaten gesetzt wurden (pro Transwell 0,75x10° Zellen in 300 pl
Proliferationsmedium). In die Kavitdten der Zellkulturplatte wurden jeweils 1,5 ml
Proliferationsmedium gegeben. Nachfolgend wurden die Zellen bei 37°C und 5% CO2
kultiviert. Das Medium wurde alle zwei Tage gewechselt. Ab Tag 8 wurde regelmafiig der
transepitheliale elektrische Widerstand (Transepithelial-Electrical-Resistance, TEER)

gemessen, um die Konfluenz der Zellen zu Uberprifen. Sobald der Widerstand hoher als
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1000Q/cm? war, wurde ein sogenannter ,Air-Lift“ durchgefihrt. Hierfir wurde zunachst das
Medium abgenommen. AnschlieBend wurden 300 pl ALI-Medium (DMEM F12,
15 mM HEPES, 10 mM L-Glutamin, 0,03% NaHCO3, 1% PS, 250 ng/ml Amphotericin B,
2% Nu-Serum, 0,1 uM Retinolsaure) in die Kavitdt der Zellkulturplatte gegeben. Dadurch
befand sich die basale Oberflaiche der Zellen in Kontakt zum Zellkulturmedium, die apikale
Oberflache war hingegen der Luft ausgesetzt. Nachfolgend wurden die Zellen bei 37°C und
5% CO; kultiviert und das Medium alle zwei Tage gewechselt.

7 Tage nach dem Air-Lift wurden die Zellen mit IL-1 und rhIL-37 stimuliert. Hierflr wurden
zunachst 15 pl einer Verdinnung von rhiL-37 zum Kulturmedium (basal) gegeben
(Endkonzentration: 100 ng/ml). Nach einer Inkubationszeit von 2 Stunden bei 37°C wurden
15 pl einer Verdinnung von rekombinanten murinen IL-13 zum Kulturmedium (basal) gegeben
(Endkonzentration: 10 ng/ml). Nach weiteren 4 Stunden wurde die mMRNA der Zellen isoliert.
Zur histologischen Untersuchung der Zellen wurden diese zunachst mit einer 4%-igen
Formaldehydl6sung fixiert. Nachfolgend wurde die Membran der Transwells herausgel6st und
in 2%-igem Agar eingebettet. Nach der Entwasserung in einem Autotechnikon wurden die
Membranen in Paraffin eingebettet. AnschlielRend wurden mit Hilfe des Mikrotoms 1,5 pm

dicke Schnitte angefertigt.

2.2.19. RNA-Isolierung aus Zellen und der Lunge

Die Isolierung der ,messenger‘“-RNA (MRNA) aus kultivierten Zellen erfolgte nach Angaben
des Herstellers mit Hilfe des RNeasy Micro Kits.

Um mRNA aus Zellen, die durch eine BAL (2.2.4) aus dem bronchoalveolaren Lumen gespult
wurden (BAL-Zellen), zu isolieren, wurde die BAL zunachst 5 min bei 500 g und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und die sedimentierten Zellen in 250 pl
TRIzol Reagent aufgenommen. Nach einer Inkubationszeit von 5 min bei RT wurden 25 ul
Chloroform hinzugegeben und flir 15 sec kraftig geschiittelt. AnschlieRend wurde das Gemisch
3 min bei RT inkubiert und nachfolgend fiir 15 min bei 16.000 g und 4°C zentrifugiert. Die
obere, wassrige Phase, in der sich die RNA geldst hatte, wurde abgenommen und in ein neues
Reaktionsgefald tberfihrt. Die weitere Aufreinigung erfolgte mit Hilfe des RNeasy Micro Kit
nach Angaben des Herstellers.

Um RNA aus der Lunge zu isolieren, wurde zunachst ein Homogenat hergestellt. Hierfiir wurde
die Lunge direkt nach der Entnahme in ein Reaktionsgefald tberfihrt und in fllissigen Stickstoff
getaucht. Nachdem die Lunge komplett durchgefroren war, wurde diese vortbergehend
bei -80°C gelagert. Die Herstellung des Homogenats erfolgte in einem Mdrser unter Zugabe
von flissigem Stickstoff. Zur Isolation von RNA wurden 30 mg des Pulvers abgewogen und in

1 ml TRIzol Reagent lysiert. Nach 5 min wurden 200 pl Chloroform hinzu gegeben und fiur
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15 sec kraftig geschiittelt. Nach einer weiteren Inkubationszeit von 3 min wurde das Gemisch
fur 15 min bei 16.000 g und 4°C zentrifugiert. Die obere wassrige Phase wurde abgenommen
und in ein neues ReaktionsgefalR Uberfuihrt. Die weitere Aufreinigung erfolgte mit Hilfe des
RNeasy Mini Kit nach Angaben des Herstellers.

Die RNA-Konzentration sowie Reinheit wurde mit Hilfe eines Nanophotometers bestimmit.

2.2.20. cDNA-Synthese

Die Umschreibung der isolierten mRNA (siehe 2.2.17) in komplement&are DNA (cDNA) erfolgte
mittels reverser Transkription. Hierfir wurde das Maxima First Strand cDNA Synthese Kit von
der Firma Thermo Scientific verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des

Herstellers.

2.2.21. Quantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR)

Die cDNA (siehe 2.2.19) diente als Matrize fur die quantitative Real-Time Polymerase-
Kettenreaktion (QRT-PCR). Die gRT-PCR beruht auf dem Prinzip der herkdmmlichen PCR,
ermdglicht jedoch zusatzlich die Quantifizierung der gewonnen DNA. Hierfir wurde der
Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green verwendet, welcher unspezifisch in doppelstrangige DNA
interkaliert. Die Fluoreszenz nimmt dabei proportional zum jeweiligen PCR-Produkt zu, was
eine Quantifizierung nach jedem Amplifikationszyklus ermdglicht. Um Variationen in der
Ausgangsmenge der einsetzten RNA auszugleichen, wurde das ribosomale Protein RPL-32
als interne Kontrolle verwendet. Die Expression der untersuchten Gene wurde in Relation zu
dieser internen Kontrolle dargestellt (relative Expression).

Der Reaktionsansatz bestand aus 2,5 pl cDNA, 5 pl 2-fach SYBR Green Mastermix,
1,5 pl Diethylpyrocarbonat (DEPC)-Wasser, 0,5 pl Forward Primer (10 pmol/ul) und 0,5 ul
Reverse Primer (10 pmol/ul). Die Amplifizierung erfolgte in speziellen LightCycler-Platten (96
Kavitaten) unter Verwendung des LightCyclers 4801l. Nach einer 10-minltigen
Denaturierungsphase bei 94°C folgten 45 Amplifikationszyklen. Um eine hohe Spezifitat in den
ersten Zyklen zu erreichen, wurde fir die Annealing-Temperatur ein sogenanntes
» Touchdown“Protokoll verwendet. Hierbei startet der erste Zyklus mit einer Annealing-
Temperatur von 63°C. Nachfolgend wurde diese nach jedem Zyklus um 0,5°C bis zu einer
Temperatur von 58°C herabgesetzt. Nach jedem Zyklus erfolgte eine Elongationsphase bei
72°C. Um die Spezifitdt der Amplifikation zu tberpriifen, wurde am Ende eine Schmelzkurve

generiert. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der LightCycler-480-Software.
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2.2.22. Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese diente dazu, PCR-Amplifikationsprodukte aufzutrennen.

Der Nachweis der PCR-Amplifikationsprodukte erfolgte dabei mit Hilfe von Ethidiumbromid.
Dieses interkaliert in Nukleinsduren und &ndert dabei sein Absorptionsspektrum, wodurch es
bei Anregung mit ultraviolettem (UV)-Licht leuchtet. Hierfir wurden zunéchst 1,5 g Agarose in
100 ml Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer durch Aufkochen geldst. Nachfolgend wurden 10 pl
Ethidiumbromid hinzugegeben. Das flissige Gel wurde anschlie3end in einen Geltrager mit
Probekamm gegossen. Nach dem Festwerden des Gels, wurde dieses in eine mit TEA-Puffer
gefilite Elektrophoresekammer gelegt und der Kamm entfernt. AnschlieRend wurden 8 pl des
PCR-Produkts mit 2 pl 6x DNA Ladepuffer versetzt und in die Kammer pipettiert. Als
Grolenmarker wurde ein der Ultra Low Range DNA Marker verwendet. Die Auftrennung der
Proben erfolgte bei einer Spannung von 90 Volt fur 35 min. Das Gel wurde in einer

Dokumentationsstation unter UV-Licht abfotografiert.

2.2.23. Graphische Darstellung und statistische Auswertungen

Die statistische Auswertung sowie die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte unter
Verwendung des Programms GraphPad Prism 6. Die Werte sind als Mittelwerte
+ Standardfehler des Mittelwertes (SEM) dargestellt. Bei den in vivo-Studien erfolgte die
statistische Auswertung mittels ungepaartem One-Way Analysis of Variance (ANOVA) mit
anschlielendem Tukey-Test als Post-hoc-Test. Bei den in vitro-Experimenten erfolgte die
statistische Auswertung mittels ungepaartem oder gepaartem One-Way Analysis of Variance
(ANOVA) mit anschlieBendem Tukey-Test als Post-hoc-Test. Wenn nur zwei Gruppen
miteinander verglichen wurde, erfolgte die Auswertung mittels Student’s t-test. Dabei wurden

folgendes Signifikanzniveau festgelegt: *p<0,05.
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3. Ergebnisse

3.1. Wirkmechanismus von IL-37

3.1.1. Die Behandlung mit Interleukin-37 lindert experimentelles Asthma unabhéngig
von IL-18BP

IL-18BP ist ein natlrlich vorkommender I6slicher Inhibitor von IL-18. Es bindet an IL-18 und
verhindert so, dass IL-18 an seinen Rezeptor bindet und die Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen, wie z.B. IFN-y, induziert (107,116). Die Aminosauresequenz
von IL-37 ahnelt stark der von IL-18 und es konnte gezeigt werden, dass IL-37 ebenfalls an
IL-18BP binden kann. Weiterhin deuten in vitro-Studien darauf hin, dass IL-18BP und IL-37
synergistisch wirken kdnnen (58). Um zu untersuchen, ob dieser in vitro beschriebene Effekt
auch physiologisch von Bedeutung und IL-18BP am Signalweg von IL-37 beteiligt ist, wurde
daher das IL-37-Behandlungsprotokoll, welches zuvor erfolgreich in Wildtyp-M&usen mit
experimentellem allergischem Asthma durchgefuhrt wurde (73), in IL-18BP-defizienten
Mausen angewendet. Hierfir wurden die Mause zunéchst, wie in 2.2.2. beschrieben, gegen
das artfremde Protein OVA sensibilisiert und anschlielend gegeniber einem OVA-Aerosol
exponiert. IL-37 wurde an den Tagen 25-28 i.t. appliziert. An Tag 29 wurde der Einfluss von
Interleukin-37 auf die Atemwegsentziindung (Abb. 3.1.), die Mukusproduktion (Abb. 3.2.) und
die AHR (Abb.3.3.) untersucht.

Um die Infiltration von Leukozyten in das bronchoalveolére Lumen zu untersuchen, wurde eine
BAL durchgefiihrt. Nachfolgend wurden die so herausgesplilten Leukozyten gezahit und
differenziert (siehe 2.2.4.). Bei den Mausen der Gesund-Kontrollgruppe (PBS+PBS) waren
hauptséchlich Makrophagen in der BAL zu finden. Bei den Mausen der Asthma-Kontrollgruppe
(OVA+PBS) konnte neben Makrophagen und vereinzelten neutrophilen Granulozyten eine
sehr hohe Anzahl eosinophiler Granulozyten nachgewiesen werden. Dieser charakteristische
Influx von eosinophilen Granulozyten in das bronchoalveoldre Lumen war in der
Behandlungsgruppe (OVA+IL-37) durchschnittlich um 34 % vermindert. Die Anzahl anderer
Leukozytenpopulationen wurde durch die Behandlung mit IL-37 kaum beeinflusst (Abb. 3.1.).

Um die Entzindung im Lungengewebe zu untersuchen, wurde die Lunge unter
standardisierten Bedingungen entfaltet (siehe 2.2.5.). Anschlielend wurden Schnitte
hergestellt und eine HE-Farbung durchgefiihrt (siehe 2.2.6). In der Gesund-Kontrollgruppe

(PBS+PBS) waren keine Anzeichen einer Entzindung zu erkennen. In der Asthma-
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Kontrollgruppe (OVA+PBS) waren hingegen massive Infiltrate von Entziindungszellen um die
Atemwege und die begleitenden Gefal3e zu finden. Auch in der mit IL-37 behandelten Gruppe
(OVA+IL-37) waren infiltrierte Entzindungszellen vorhanden, die Anzahl war jedoch im
Vergleich zur Asthma-Kontrollgruppe deutlich reduziert (Abb. 3.1.).
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Abb. 3.1 Einfluss von Interleukin-37 auf die allergische Atemwegsentziindung in
IL-18BP-defizienten Mausen. Die Mause wurden wie in 2.2.2. beschrieben gegen OVA sensibilisiert
und anschlieBend gegentiber einem OVA-Aerosol exponiert. Interleukin-37 wurde an den Tagen
25-28 intratracheal appliziert. Die Analyse erfolgte an Tag 29. (A) Anzahl an Leukozyten in der
bronchoalveolaren Lavage (BAL) (n=8). (B) Hamatoxylin-Eosin (HE)-gefarbte Lungenschnitte.
(C) Zytokin-Konzentration in der BAL (n=8). Dargestellt sind Mittelwerte + SEM (*p<0,05).
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Neben der zellularen Zusammensetzung des leukozytaren Infiltrats in der BAL wurden
ebenfalls darin befindliche Proteine untersucht. Hierfur wurde die Konzentration verschiedener
Zytokine in der BAL-Flissigkeit mittels CBA bestimmt (siehe 2.2.9.). In der Asthma-
Kontrollgruppe (OVA+PBS) konnten signifikant erhéhte Konzentration von Th2-spezifischen
Zytokinen, wie z.B. IL-4, IL-5 und IL-13 sowie von generell proinflammatorischen Zytokinen,
wie z.B. IL-6 nachgewiesen werden. In der Gesund-Kontrollgruppe (PBS+PBS) war die
Konzentration dieser Zytokine hingegen sehr gering oder z.T. nicht nachweisbar. In den mit
IL-37 behandelten Mausen (OVA+IL-37) war die Konzentration von IL-5 im Vergleich zur
Asthma-Kontrollgruppe signifikant reduziert. Die Konzentration von IL-4, IL-13 und IL-6 war
ebenfalls deutlich, aber nicht signifikant, reduziert (Abb. 3.1.).
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Abb. 3.2.: Einfluss von Interleukin-37 auf die Mukusproduktion im Atemwegsepithel von
IL-18BP-defizienten Mausen. Die Mause wurden wie in 2.2.2. beschrieben gegen OVA sensibilisiert
und anschlieRend gegeniiber einem OVA-Aerosol exponiert. Interleukin-37 wurde an den Tagen
25-28 intratracheal appliziert. Die Analyse erfolgte an Tag 29. (A) Perjodsaure-Schiff- (PAS)-gefarbte
Lungenschnitte. (B) Mukusquantifizierung (n=7-8). Dargestellt sind Mittelwerte + SEM (*p<0,05).

Um die Mukusproduktion im Atemwegsepithel zu untersuchen, wurde der Mukus mit Hilfe einer
PAS-Farbung angefarbt (siehe 2.2.6). In den Mausen der Gesund-Kontrollgruppe (PBS+PBS)
waren kaum mukusproduzierende Becherzellen vorhanden. In dem Atemwegsepithel der
Méause der Asthma-Kontrollgruppe (OVA+PBS) waren jedoch vermehrt mukusproduzierende
Zellen zu finden. In der Behandlungsgruppe (OVA+IL-37) war der Anteil an Becherzellen leicht
reduziert (Abb. 3.2.).
Quantifizierung mit Hilfe des NewCAST-Systems durchgefiihrt (siehe 2.2.8).
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3. Ergebnisse

Quantifizierung ergab, dass in der Asthma-Kontrollgruppe (OVA+PBS) durchschnittlich etwa
20% der Flache der Basallamina mit Becherzellen besetzt war. In den Ma&ausen der
Behandlungsgruppe (OVA+IL-37) war der Anteil etwas geringer, im Vergleich zur Asthma-
Kontrollgruppe jedoch nicht signifikant verringert. Weiterhin wurde das Mukusvolumen
quantifiziert und auf die Flache der Basallamina normiert. Dieses war in der
Behandlungsgruppe (OVA+IL-37) etwas geringer als in der Asthma-Kontrollgruppe
(OVA+PBS), jedoch ebenfalls nicht signifikant verringert (Abb.3.2.).

Die Atemwegsreagibilitdt der Mause wurde mit Hilfe eines MCh-Provokationstests wéahrend
invasiver Lungenfunktionsanalyse im FinePoint RC System von Buxco untersucht (siehe
2.2.3). Bei den Mausen der Gesundkontroligruppe (PBS+PBS) hatten geringe MCh-
Konzentrationen keinen Effekt auf den Atemwegswiderstand und es kam erst nach
Provokation mit 25 mg/ml MCh zu einem leichten Anstieg des Atemwegswiedertandes (R). Bei
den Mausen der Asthma-Kontrollgruppe (OVA+PBS) erhéhten hingegen bereits geringe MCh-
Konzentrationen den Atemwegswiderstand, welcher mit aufsteigenden Konzentrationen
kontinuierlich anstieg und stets hoher war als bei der Gesund-Kontrollgruppe. Diese AHR war
in der Behandlungsgruppe (OVA+IL-37) nicht zu beobachten. Die Atemwegsreagibilitat der
Behandlungsgruppe war vergleichbar mit der der Gesundkontrollgruppe und nach Provokation
mit 100 mg/ml MCh im Vergleich zur Asthma-Kontrollgruppe signifikant reduziert (Abb. 3.3.).
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Abb. 3.3.: Einfluss von Interleukin-37 auf die Atemwegsreagibilitat von IL-18BP-defizienten
Mausen. Die Mause wurden wie in 2.2.2. beschrieben gegen OVA sensibilisiert und anschliel3end
gegeniber einem OVA-Aerosol exponiert. Interleukin-37 wurde an den Tagen 25-28 intratracheal
appliziert. Um die Atemwegsreagibilitdt zu bestimmen wurde an Tag 29 eine MCh-Provokation
durchgefihrt. Der Atemwegswiderstand wurde mit Hilfe des FinePoint RC Systems bestimmt (n=7-8).
Dargestellt sind Mittelwerte + SEM (*p<0,05).
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Zusammenfassend fuhrte die IL-37-Behandlung von IL-18BP-defizienten Mausen mit
experimentellem, allergischem Asthma zu einer signifikant reduzierten Konzentration von IL-5
in der BAL-Flussigkeit und einer signifikant reduzierten AHR. Der Influx von eosinophilen
Granulozyten in das bronchoalveoldre Lumen und die Konzentration von IL-4, IL-13 und IL-6
waren nach Behandlung mit IL-37 ebenfalls deutlich reduziert, bei der Gruppengréfe
allerdings nicht signifikant. Auch der Anteil der Flache der Basallamina, der mit

mukusproduzierenden Becherzellen besetzt war, war leicht vermindert.

3.1.2. Die Behandlung mit Interleukin-37 lindert experimentelles Asthma unabhéngig

von IL-18RB

In vorangegangenen Studien der Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt werden, dass IL-37
IL-18Ra bendtigt, um experimentelles Asthma zu mildern (73). Um zu untersuchen, ob auch
IL-18RB an der anti-inflammatorischen Wirkung von IL-37 beteiligt ist, wurde das unter 2.2.2.
beschriebene IL-37-Behandlungsprotokoll in IL-18Rp-defizienten Mausen durchgefihrt. An
Tag 29 wurde die Atemwegsentziindung (Abb. 3.4), die Mukusproduktion (Abb. 3.5.) sowie die
AHR (Abb. 3.6.) untersucht.

In der BAL der Mause der Gesund-Kontrollgruppe (PBS+PBS) waren hauptsachlich
Makrophagen zu finden. Die Mause der Asthma-Kontrollgruppe (OVA+PBS) wiesen neben
Makrophagen noch vereinzelte neutrophile Granulozyten und Lymphozyten auf. Weiterhin
konnte eine hohe Anzahl an eosinophilen Granulozyten nachgewiesen werden. In der
Behandlungsgruppe (OVA+IL-37) war die Zellzusammensetzung vergleichbar zur Asthma-
Kontrollgruppe, allerdings war die Anzahl an eosinophilen Granulozyten um 41% reduziert
(Abb. 3.4.).

Im Lungengewebe der Gesund-Kontrollgruppe (PBS+PBS) konnten keine infiltrierten
Leukozyten nachgewiesen werden. In der Asthma-Kontrollgruppe (OVA+PBS) waren
hingegen massive leukozytare Infiltrate um die Atemwege und die begleitenden Gefalde zu
finden. Auch in der mit IL-37 behandelten Gruppe (OVA+IL-37) waren Leukozyten vorhanden,
die Anzahl war jedoch im Vergleich zur Asthma-Kontrollgruppe deutlich reduziert (Abb. 3.4.).

In der BAL-Flussigkeit der Gesund-Kontrollgruppe (PBS+PBS) waren die Th2-spezifischen
Zytokinen sowie IL-6 nur in sehr geringen Konzentrationen vorhanden oder nicht nachweisbar.
In der Asthma-Kontrollgruppe (OVA+PBS) war die Konzentration von Th2-spezifischen
Zytokinen und IL-6 stark erhoht. In den mit IL-37 behandelten Mausen (OVA+IL-37) war die
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3. Ergebnisse

Konzentration von IL-5 im Vergleich zur Asthma-Kontrollgruppe signifikant reduziert.
Konzentration von IL-4, IL-13 und IL-6 war ebenfalls reduziert (Abb. 3.4.).

Die

A)

119
109
9=
8
7
6 =
5 =
4
3=
2 =
1 =
0=

Leukozyten in der BAL
[x10" Zellen/m1]

PBS+PBS

n.s.
Makrophagen
Lymphozyten

Neutrophile Granulozyten

1NN

Eosinophile Granulozyten

OVA+PBS OVA+IL-37

B)

=
P

PBS+PBS

OVA+PBS

C)

pg/ml

pg/ml

251

PBS+PBS

OVA+PBS

204

15

pg/ml

10

OVA+IL-37 PBS+PBS OVA+PBS OVA+IL-37

IL-13

PBS+PBS

OVA+PBS

pg/ml
o

OVA+IL-37 PBS+PBS OVA+PBS OVA+IL-37

Abb. 3.4.

IL-18RB-defizienten Mausen. Die Mause wurden wie in 2.2.2. beschrieben gegen OVA sensibilisiert
und anschlieBend gegentber einem OVA-Aerosol exponiert. Interleukin-37 wurde an den Tagen
25-28 intratracheal appliziert. Die Analyse erfolgte an Tag 29. (A) Anzahl an Leukozyten in der
bronchoalveolaren Lavage (BAL) (n=5-8). (B) Hamatoxylin-Eosin (HE)-gefarbte Lungenschnitte.

Einfluss von

Interleukin-37 auf die allergische Atemwegsentziindung

(C) Zytokin-Konzentration in der BAL (n=5-8). Dargestellt sind Mittelwerte + SEM (*p<0,05).

in
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Die PAS-Farbung der Lungenschnitte (siehe 2.2.6.) zeigte, dass im Lungengewebe der
Mause, die zu der Gesund-Kontrollgruppe (PBS+PBS) zéhlten, kaum mukusproduzierende
Zellen vorkamen. Im Atemwegsepithel von Mausen der Asthma-Kontrollgruppe (OVA+PBS)
waren jedoch vermehrt mukusproduzierende Zellen zu finden. In der Behandlungsgruppe
(OVA+IL-37), schien der Anteil an Becherzellen leicht reduziert zu sein (Abb. 3.5.). Die
Quantifizierung ergab jedoch, dass der prozentuale Anteil der Flache der Basallamina, die mit
Becherzellen besetzt war, im Vergleich zur Asthma-Kontrollgruppe nur minimal reduziert war.
Das Mukusvolumen der Behandlungsgruppe (OVA+IL-37) war im Vergleich zur Asthma-
Kontrollgruppe (OVA+PBS) unverandert (Abb. 3.5.).
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Abb. 3.5.: Einfluss von Interleukin-37 auf die Mukusproduktion im Atemwegsepithel von
IL-18RB-defizienten Mausen. Die Mause wurden wie in 2.2.2. beschrieben gegen OVA sensibilisiert
und anschlielend gegeniiber einem OVA-Aerosol exponiert. Interleukin-37 wurde an den Tagen
25-28 intratracheal appliziert. Die Analyse erfolgte an Tag 29. (A) Perjodsaure-Schiff- (PAS)-gefarbte
Lungenschnitte. (B) Mukusquantifizierung (n=5-8). Dargestellt sind Mittelwerte + SEM (*p<0,05).

Zur Bestimmung der AHR wurde ein MCh-Provokationstest durchgefiihrt (siehe 2.2.3.). In der
Gesundkontrollgruppe (PBS+PBS) kam es erst nach Provokation mit hohen MCh-
Konzentrationen zu einem leichten Anstieg des Atemwegswidertands. Der
Atemwegswiderstand der Mause, die zur Asthma-Kontrollgruppe (OVA+PBS) gehdrten, stieg
hingegen bereits nach Provokation mit geringen MCh-Konzentrationen an und war stets héher
als bei der Gesund-Kontrollgruppe. In der Behandlungsgruppe (OVA+IL-37) war diese AHR

deutlich verringert. Nach Provokation mit 100 mg/ml MCh war der Atemwegswiderstand der
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Asthma-Kontrollgruppe im Vergleich zur Gesundkontrollgruppe signifikant erhoht. Der
Atemwegswidertand der Behandlungsgruppe (OVA+IL-37) war etwas hoher als der der
Gesund-Kontrollgruppe (PBS+PBS), jedoch im Vergleich nicht signifikant verandert (Abb.
3.6.).
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Abb. 3.6.: Einfluss von Interleukin-37 auf die Atemwegsreagibilitat von IL-18RB-defizienten
Mausen. Die Mause wurden wie in 2.2.2. beschrieben gegen OVA sensibilisiert und anschlieend
gegentber einem OVA-Aerosol exponiert. Interleukin-37 wurde an den Tagen 25-28 intratracheal
appliziert. Um die Atemwegsreagibilitdt zu bestimmen wurde an Tag 29 eine MCh-Provokation
durchgefihrt. Der Atemwegswiderstand wurde mit Hilfe des FinePoint RC Systems bestimmt (n=5-7).
Dargestellt sind Mittelwerte + SEM (*p<0,05).

Zusammenfassend fihrte die Behandlung mit IL-37 von IL-18RB-defiziente Mausen mit
experimentellem, allergischem Asthma zu einer signifikant reduzierten Konzentration von IL-5
in der BAL-Flussigkeit. Weiterhin war der Influx von eosinophilen Granulozyten in das
bronchoalveoldre Lumen, die Konzentration der Zytokine IL-4, IL-13 sowie die AHR nach
Behandlung mit IL-37 deutlich, jedoch bei der GruppengrofRe nicht signifikant reduziert. Der
Anteil der Flache der Basallamina, der mit mukusproduzierenden Becherzellen besetzt war,

war minimal reduziert

3.1.3. Der antiinflammatorische Effekt von Interleukin-37 ist abh&dngig vom IL-1R1

Der Oberflachenrezeptor SIGIRR ist ein anti-inflammatorisches  Mitglied der

IL-1/TLR-Superfamilie. Verschiedene Studien zeigen, dass die Uberexpression von SIGIRR

das proinflammatorische Signal des IL-1R1 blockieren kann (101,103). Es ist jedoch noch

unklar, ob diese SIGIRR-vermittelte Blockade durch die Bindung von IL-37 an IL-18Ra und
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SIGIRR induziert wird. Daher sollte untersucht werden, ob IL-1R1 eine Rolle bei der
antiinflammatorischen Wirkung von IL-37 auf das allergische experimentelle Asthma in der
Maus hat. Hierflr wurde das unter 2.2.2. beschriebene IL-37-Behandlugsprotokoll in IL-1R1-
defizienten Mausen durchgefihrt. An Tag 29 wurde die Atemwegsentzindung (Abb.3.7.), die
Mukusproduktion (Abb.3.8.) und die AHR (Abb. 3.9.) untersucht.
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Abb. 3.7.. Einfluss von Interleukin-37 auf die allergische Atemwegsentziindung in
IL-1R1-defizienten Mausen. Die Mause wurden wie in 2.2.2. beschrieben gegen OVA sensibilisiert
und anschlieBend gegentber einem OVA-Aerosol exponiert. Interleukin-37 wurde an den Tagen
25-28 intratracheal appliziert. Die Analyse erfolgte an Tag 29. (A) Anzahl an Leukozyten in der
bronchoalveolaren Lavage (BAL) (n=7-9). (B) Hamatoxylin-Eosin (HE)-gefarbte Lungenschnitte.
(C) zytokin-Konzentration in der BAL (n=7-8). Dargestellt sind Mittelwerte + SEM (*p<0,05).
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In der BAL der Mause der Asthma-Kontrollgruppe (OVA+PBS) war eine sehr hohe Anzahl an
eosinophilen Granulozyten nachweisebar. Weiterhin konnte eine vergleichsweise geringe
Anzahl an Makrophagen sowie vereinzelten neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten
nachgewiesen werden. In der Gesund-Kontrollgruppe (PBS+PBS) konnten lediglich
Makrophagen nachgewiesen werden. Die Behandlung mit IL-37 (OVA+IL-37) hatte keinen
Einfluss auf die Zusammensetzung oder die Anzahl an Leukozyten in der BAL (Abb. 3.7.).

Im Lungengewebe der Asthma-Kontrollgruppe (OVA+PBS) sowie in der Behandlungsgruppe
(OVA+IL-37) waren massive Infiltrate von Entzindungszellen um die Atemwege und die
begleitenden GefalRe zu finden. In der Gesund-Kontrollgruppe (PBS+PBS) waren hingegen
keine Anzeichen einer Entziindung zu erkennen (Abb. 3.7.).

In der BAL-Flussigkeit der Gesund-Kontrollgruppe (PBS+PBS) waren die untersuchten
Zytokine nur in sehr geringen Konzentrationen vorhanden oder teilweise gar nicht
nachweisbar. In der Asthma-Kontrollgruppe (OVA+PBS) war die Konzentration der
Th2-spezifischen Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 sowie von IL-6 stark erhoht. Die Konzentration
der untersuchten Zytokine wurde durch die Behandlung mit (OVA+IL-37) nicht signifikant
verandert (Abb. 3.7.).
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Abb. 3.8.: Einfluss von Interleukin-37 auf die Mukusproduktion im Atemwegsepithel von
IL-1R1-defizienten Mausen. Die Mause wurden wie in 2.2.2. beschrieben gegen OVA sensibilisiert
und anschlieBend gegentuber einem OVA-Aerosol exponiert. Interleukin-37 wurde an den Tagen
25-28 intratracheal appliziert. Die Analyse erfolgte an Tag 29. (A) Perjodsaure-Schiff- (PAS)-gefarbte
Lungenschnitte. (B) Mukusquantifizierung (n=7-9). Dargestellt sind Mittelwerte + SEM (*p<0,05).
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Im Lungengewebe der Mause der Asthma-Kontrollgruppe (OVA+PBS) sowie in der
Behandlungsgruppe (OVA+PBS) waren sehr viele PAS-positive mukusproduzierende
Becherzellen zu finden. Im Lungengewebe der Gesund-Kontrollgruppe (PBS+PBS) kamen
hingegen kaum mukusproduzierende Becherzellen vor (Abb. 3.8.).

Die Quantifizierung ergab, dass in der Asthma-Kontrollgruppe (OVA+PBS) durchschnittlich
etwa 17% der Flache der Basallamina mit Becherzellen besetzt war. In der
Behandlungskontrollgruppe (OVA+IL-37) war der Anteil minimal reduziert, jedoch nicht
signifikant verandert. Das Mukusvolumen der Behandlungsgruppe (OVA+IL-37) war im
Vergleich zur Asthma-Kontrollgruppe (OVA+PBS) unverandert (Abb. 3.8.).

Zur Untersuchung der Atemwegsreagibilitit wurde ein MCh-Provokationstest durchgefiihrt
(siehe 2.2.3.). In der Gesundkontrollgruppe (PBS+PBS) kam es ab einer Konzentration von
25 mg/ml MCh zu einem leichten Anstieg des Atemwegswidertands. Der Atemwegswiderstand
der Mause, die zur Asthma-Kontrollgruppen (OVA+PBS) gehdrten, stieg im Vergleich dazu
viel starker an. In der Behandlungsgruppe (OVA+IL-37) war der Anstieg des
Atemwegswidertands deutlich geringer und vergleichbar mit dem der Gesund-Kontrollgruppe.
Nach Provokation mit 200 mg/ml MCh war der Atemwegswiderstand der Behandlungsgruppe

im Vergleich zur Asthma-Kontrollgruppe signifikant vermindert (Abb.3.9.).
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Abb. 3.9.: Einfluss von Interleukin-37 auf die Atemwegsreagibilitat von IL-1R1-defizienten
Mausen. Die Mause wurden wie in 2.2.2. beschrieben gegen OVA sensibilisiert und anschliel3end
gegeniber einem OVA-Aerosol exponiert. Interleukin-37 wurde an den Tagen 25-28 intratracheal
appliziert. Um die Atemwegsreagibilitdt zu bestimmen wurde an Tag 29 eine MCh-Provokation
durchgefihrt. Der Atemwegswiderstand wurde mit Hilfe des FinePoint RC Systems bestimmt (n=7-9).
Dargestellt sind Mittelwerte + SEM (*p<0,05).
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Zusammenfassend hatte die

IL-37-Behandlung von

IL-1R1-defizienten Mausen mit

experimentellem allergischem Asthma keinen Effekt auf die Infiltration von eosinophilen

Granulozyten, die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen oder die Mukusproduktion,

fuhrte jedoch zu einer signifikant reduzierten AHR.

Die Effekte der IL-37-Behandlung von IL-18BP-, IL-18RB- und IL-1R1-defizienten Mause auf
verschiedene Aspekte des experimentellen allergischen Asthmas sind in Tabelle 3.1.

zusammengefasst. IL-37 milderte experimentelles Asthma in IL-18BP- und in IL-18Rp

defizienten Mausen, hatte jedoch keinen Effekt auf die allergische Atemwegsentziindung in

IL-1R1-defizienten M&usen.

allergischen Asthmas

Tabelle 3.1.: Effekt der IL-37 Behandlung auf verschiedene Aspekte des experimentellen

IL-18BP IL-18RB™ IL-1R17
Anzahl von eosinophilen Granulozyten in der BAL reduziert reduziert unverandert
Konzentration von IL-4 in der BAL-Flussigkeit reduziert reduziert unverandert
Konzentration von IL-5 in der BAL-Flissigkeit signifikant | signifikant | o el o
reduziert reduziert
Konzentration von IL-13 in der BAL-Flissigkeit reduziert reduziert unverandert
Konzentration von IL-6 in der BAL-FlUssigkeit reduziert Ielcht unverandert
reduziert
Prozentualer Anteil der Basallamina, der mit leicht sndert sndert
Becherzellen besetzt ist reduziert unverandert | unverander
Mukusvolumen pro Flache der Basallamina unverandert | unverandert | unverandert
Atemwegshyperreagibilitat (AHR) signifikant reduziert signifikant
reduziert reduziert
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3. Ergebnisse

3.2. ldentifizierung von potentiellen Zielzellen fur IL-37 Uber die Expression der
Rezeptorketten IL-18Ra und SIGIRR

Um zu untersuchen, wie der anti-inflammatorische Effekt von IL-37 auf zellularer Ebene
vermittelt wird, sollten zunachst potentielle Zielzellen von IL-37 identifiziert werden. Da bereits
gezeigt werden konnte, dass IL-37 Uber die beiden Oberflachenrezeptoren IL-18Ra und
SIGIRR wirkt (73), wurde hierfir als erstes untersucht, welche Zelltypen diese beiden
Rezeptorketten exprimieren.

Zunachst wurde die Genexpression der Rezeptorketten in verschiedenen Zelltypen und der
Lunge untersucht. Hierfir wurde mRNA isoliert (siehe 2.2.19) und in cDNA umgeschrieben
(siehe 2.2.20). Nachfolgend wurde eine qRT-PCR (siehe 2.2.21) durchgefiihrt. Die so
hergestellten Amplifikationsprodukte wurden anschlieend auf ein Agarosegel aufgetragen

und mittels Gelelektrophorese aufgetrennt (siehe 2.2.22).
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Abb. 3.10.: Nachweis der Genexpression von IL-18Ra und SIGIRR in verschiedenen Zelltypen
und in der Lunge mittels Agarose-Gelelektrophorese der Amplifikationsprodukte aus der PCR.
Als Negativkontrolle wurde anstatt cDNA H20 in der PCR eingesetzt. ThO: Naive T-Lymphozyten,
Th2: Typ2-T-Helferzellen (Th2-Zellen), MNC: Mononukleé&re Zellen, ALI: Air-Liquid-Interface Kulturen
von Epithelzellen der Trachea, BM-DC: Knochenmark-generierte dendritische Zellen, BM-M:
Knochenmark-generierte Makrophagen, BAL: bronchoalveolére Lavage.

Die Expression beider Rezeptorketten konnte im Lungengewebe sowie in Zellen, die in das

bronchoalveolare Lumen infiltriert waren, nachgewiesen werden. Auch MNC (siehe 2.2.12.)
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3. Ergebnisse

und naive T-Lymphozyten (siehe 2.2.17), welche aus der Milz isoliert wurden, exprimierten
IL-18Ra und SIGIRR. Weiterhin konnte die Genexpression in verschiedenen in-vitro
generierten Zellen, wie Th2-Zellen (siehe 2.2.17), ALI-Kulturen von Epithelzellen der Trachea
(siehe 2.2.18), Knochenmark-generierten dendritischen Zellen (siehe 2.2.16) und
Knochenmark-generierten Makrophagen (siehe 2.2.16), nachgewiesen werden (Abb. 3.10.).
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Abb. 3.11.: Immunhistochemischer Nachweis von IL-18Ra im Lungengewebe. Dargestellt sind
immunhistochemische Farbungen von Lungenschnitten. Bei der Negativkontrolle (untere Reihe)
wurde anstatt des primaren Antikbrpers PBS verwendet.
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Abb. 3.12.: Immunhistochemischer Nachweis von SIGIRR im Lungengewebe. Dargestellt sind
immunhistochemische Farbungen von Lungenschnitten. Bei der Negativkontrolle (untere Reihe)
wurde anstatt des primaren Antikérpers PBS verwendet.
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Um die Proteinexpression der Rezeptoren im Lungengewebe zu untersuchen, wurde eine
immunhistochemische Farbung von Lungenschnitten angefertigt (siehe 2.2.7.). Beide
Rezeptoren konnten in Atemwegsepithelzellen, glatten Muskelzellen und in verschiedenen
infiltrierten Leukozyten nachgewiesen werden (Abb. 3.11. und Abb. 2.12.).

Um zu untersuchen, ob die Expression der Rezeptorketten im Zuge der allergischen
Atemwegsentziindung oder durch die Behandlung mit IL-37 reguliert wird, wurden Wildtyp-
Mause, wie in 2.2.2. beschrieben, gegen OVA sensibilisiert und anschlieBend gegentber
einem OVA-Aerosol exponiert. Der Behandlungsgruppe wurde IL-37 i.t. an den Tagen 25-28
appliziert. An Tag 29 wurde mRNA aus der Lunge isoliert (siehe 2.2.19). Nachdem die mRNA
in cDNA umgeschrieben wurde, wurde eine gRT-PCR durchgefihrt (siehe 2.2.21).
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Abb. 3.13.: Relative Expression von IL-18Ra und SIGIRR in der Lunge. Wildtyp-Mause (n=8)
wurden wie in 2.2.2. beschrieben gegen OVA sensibilisiert und anschlieRend gegeniiber einem OVA-
Aerosol exponiert. Interleukin-37 wurde an den Tagen 25-28 intratracheal appliziert. An Tag 29 wurde
die Genexpression von IL-18Ra und SIGIRR mittels gRT-PCR untersucht. Dargestellt sind
Mittelwerte + SEM (*p<0,05).

Die Expression von IL-18Ra war bei den Mausen der Asthma-Kontrollgruppe (OVA+PBS) im
Vergleich zur Gesund-Kontrollgruppe (PBS+PBS) signifikant reduziert. Die Behandlung mit
IL-37 (OVA+IL-37) hatte keinen Einfluss auf die Expression von IL-18Ra. SIGIRR war in der
Gesund-Kontrollgruppe (PBS+PBS) und in der Asthma-Kontrollgruppe (OVA+PBS) gleich
stark exprimiert. Die Behandlung mit IL-37 (OVA+PBS) fiihrte zu einer leicht verminderten

Expression von SIGIRR in der Lunge, die jedoch nicht signifikant reduziert war.

Zusammenfassend konnte die Expression der IL-37-Rezeptorketten IL-18Ra und SIGIRR in
der Lunge sowie in naiven T-Helferzellen, Th2-Zellen, MNCs, ALI-Kulturen von Epithelzellen
der Trachea, BM-Ms, BM-DCs, BAL-Zellen, glatten Muskelzellen und in
Atemwegsepithelzellen nachgewiesen werden. Die Behandlung mit IL-37 fihrte zu keiner

signifikanten Veranderung der Expression von IL-18Ra und SIGIRR in der Lunge.
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3.3. Einfluss von Interleukin-37 auf die Th2-Immunantwort

3.3.1. Die Behandlung mit Interleukin-37 reduziert die Genexpression von GATA-3 und
von Th2-Zytokinen in BAL-Zellen

Um den Einfluss von IL-37 auf die Th2-Antwort beim allergischen Asthma genauer zu
untersuchen, wurde das IL-37-Behandlungsprotokoll in Wildtyp-Mausen durchgefuhrt. Hierfur
wurden die M&ause zunachst wie in 2.2.2. beschrieben gegen OVA sensibilisiert und
anschlieBend gegeniber einem OVA-Aerosol exponiert. IL-37 wurde an den Tagen 25-28
intratracheal appliziert.
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Abb. 3.14.: Einfluss von Interleukin-37 auf die Genexpression von GATA-3, IL-4, IL-5und IL-13
in BAL-Zellen. Die Mause wurden wie in 2.2.2. beschrieben gegen OVA sensibilisiert und
anschlieRend gegeniber einem OVA-Aerosol exponiert. Interleukin-37 wurde an den Tagen 25-28
intratracheal appliziert. An Tag 29 wurde eine BAL durchgefiihrt und mRNA aus den so
herausgespiilten Zellen isoliert. Nachfolgend wurde die Genexpression mittels qRT-PCR untersucht
(n=5-8). Dargestellt sind Mittelwerte + SEM (*p<0,05).
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Zur Kontrolle wurde das Protokoll ebenfalls in M&usen durgefihrt, denen die IL-37-
Rezeptorkette SIGIRR fehlte. An Tag 29 wurde eine BAL durchgefiihrt (siehe 2.2.4.). Aus den
so herausgespulten Zellen wurde RNA isoliert (siehe 2.2.19.) und in cDNA umgeschrieben
(siehe 2.2.20.). Nachfolgend wurde die Expression des Th2-spezifischen Transkriptionsfaktors
GATA-3, sowie von Th2-spezifischen Zytokinen, wie IL-4, IL-5 und IL-13 mittels gRT-PCR
untersucht (siehe 2.2.21).

In den BAL-Zellen der Mause der Gesund-Kontrollgruppen (PBS+PBS) war die
Genexpression von GATA-3 sehr gering. Th2-spezifische Zytokine konnten nicht
nachgewiesen werden. In der Asthma-Kontrollgruppe (OVA+PBS) war die Expression von
GATA-3 und der Th2-spezifischen Zytokine im Vergleich zur Gesund-Kontrollgruppe deutlich
erhoht. Die IL-37-Behandlung von Wildtyp-Mausen mit experimentellem Asthma (OVA+IL-37)
fuhrte zu einer signifikanten Reduktion der Expression von GATA-3 und IL-13. Die Expression
von IL-4 und IL-5 war in dieser Gruppe ebenfalls deutlich reduziert, jedoch im Vergleich zur
Asthma-Kontrollgruppe nicht signifikant verandert. Die IL-37-Behandlung von SIGIRR-
defizienten Mausen (OVA+IL-37) hatte hingegen keinen Einfluss auf die Expression von
GATA-3, IL-4, IL-5 oder IL-13 (Abb. 3.14.).

3.3.2. Die Behandlung mit Interleukin-37 reduziert nicht die Expression von Th2-Zell-

rekrutierenden Chemokinen in der Lunge

Da in 3.1. gezeigt werden konnte, dass die IL-37-Behandlung die Expression des Th2-Zell-
spefifischen Transkriptionsfaktors GATA-3 in BAL-Zellen reduziert, sollte als nachstes
untersucht werden, ob IL-37 die Rekrutierung von Th2-Zellen zur Lunge beeinflusst.

Hierfir wurden Wildtyp-Mause, wie in 2.2.2. beschrieben, gegen OVA sensibilisiert und
anschliellend gegenlber einem OVA-Aerosol exponiert. Interleukin-37 wurde an den Tagen
25-28 intratracheal appliziert. An Tag 29 wurde die Lunge der Mause entnommen.
Anschlie3end wurde ein Lungenhomogenat hergestellt und eine RNA-Isolation durchgefiihrt
(siehe 2.2.19). Nachdem die RNA in cDNA umgeschrieben wurde, wurde die Expression
verschiedener Th2-Zell-rekrutierender Chemokine (beschr. in: (117,118)) mittels qRT-PCR
untersucht (siehe 2.2.21). Die Genexpression aller untersuchten Chemokine war in der
Asthma-Kontrollgruppe (OVA+PBS) im Vergleich zur Gesund-Kontrollgruppe erhdht. Die
Behandlung mit IL-37 (OVA+IL-37) hatte keinen signifikanten Effekt auf die Expression des
,CC-chemokine ligand” (CCL)1, CCL17, CCL22 oder ,/FN-y-induced protein 10 (IP-10). Die
Expression von CCL20 war sogar in der Behandlungsgruppe im Vergleich zur Asthma-
Kontrollgruppe signifikant erhéht (Abb.3.15.).
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Abb. 3.15.: Einfluss von IL-37 auf die Genexpression von Th2-Zell-rekrutierenden Chemokinen
in der Lunge. Wildtyp-Méause (n=7-8) wurden wie in 2.2.2. beschrieben gegen OVA sensibilisiert und
anschlieBend gegeniiber einem OVA-Aerosol exponiert. Interleukin-37 wurde an den Tagen 25-28
intratracheal appliziert. An Tag 29 wurde die Genexpression verschiedener Chemokine mittels
gRT-PCR untersucht. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM (*p<0,05).

3.3.3. Die Aktivierung von Th2-Zellen iiber CD3 und CD28 wird nicht von Interleukin-37

beeinflusst

Da die Behandlung mit IL-37 nicht zu einer verminderten Expression von Th2-Zell-
rekrutierender Chemokine fihrte, wurde als nachstes untersucht, ob sich IL-37 auf die
Aktivierung von Th2-Zellen auswirkt.

Hierfir wurden Wildtyp-Mause gegen das artfremde Protein OVA sensibilisiert und
nachfolgend gegentber einem OVA-Aerosol exponiert (siehe 2.2.2.). An Tag 29 wurden CD4*
T-Lymphozyten aus der Milz isoliert (siehe 2.2.11). Die Reinheit und Viabilitat der Zellen wurde
durchflusszytometrisch Uberprift (sieche 2.2.13). 98 % der Zellen waren lebendig und von
diesen waren 97% CD4-positiv (nicht dargestellt). Die Zellen wurden in vitro durch die Zugabe
von Partikeln, die mit Antikdrpern gegen CD3 und CD28 beschichtet waren, aktiviert. Um den
Einfluss von IL-37 auf diese Aktivierung zu untersuchen, wurde IL-37 in verschiedenen
Konzentrationen hinzugegeben (siehe 2.2.14.). Die Konzentration der Th2-spezifischen
Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 wurde nach 48 Stunden im zellfreien Kulturiiberstand mittels CBA

bestimmt (siehe 2.2.9.) und diente hierbei als Malf3 fiir die Aktivierung der Zellen.

Im Zellkulturiberstand von umstimulierten Zellen war die Konzentration der Th2-Zytokine sehr
gering oder nicht nachweisbar. Die Zugabe von 100 ng/ml IL-37 hatte keinen Einfluss auf die
Konzentration der Th2-Zytokine in Zellkulturiiberstanden von nicht aktivierten Zellen. Die

Aktivierung Gber CD3 und CD28 fiihrte zu einer deutlichen Erhéhung die Konzentration von
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IL-4, IL-5 und IL-13. Die Stimulation mit 100 ng oder 10 ng IL-37 verringerte die Konzentration
von IL-4 und IL-5 leicht, hatte jedoch keinen signifikanten Effekt (Abb.3.16.).
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Abb. 3.16.: Einfluss von Interleukin-37 auf die Produktion von Th2-Zytokinen durch
CD4+T-Lymphozyten. Wildtyp-Mause wurden wie in 2.2.2. beschrieben gegen OVA sensibilisiert
und anschliel3end gegeniiber einem OVA-Aerosol exponiert. An Tag 29 wurden CD4*T-Lymphozyten
aus der Milz isoliert und in vitro Uber CD3 und CD28 restimuliert. IL-37 wurde in verschiedenen
Konzentrationen hinzu gegeben. Nach 48 Stunden wurde die Konzentration von Th2-Zytokinen im
Zellkulturiiberstand mittels CBA bestimmt (n=7). Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM (*p<0,05).

3.3.4. Interleukin-37 vermindert die Aktivierung von Th2-Zellen in antigenspezifisch
aktivierten MNC

Da kein direkter Effekt von IL-37 auf CD3/CD28-aktivierte CD4"T-Lymphozyten festgestellt
werden konnte, wurde als néchstes untersucht, ob IL-37 méglicherweise die Aktivierung von
Th2-Zellen durch Antigen-prasentierende Zellen beeinflusst. Hierfir wurden Wildtyp-Mause
gegen das artfremde Protein OVA sensibilisiert und nachfolgend gegeniiber einem OVA-
Aerosol exponiert (siehe 2.2.2). An Tag 29 wurden mononukleédre Zellen aus der Milz isoliert
(siehe 2.2.12.) und in vitro mit OVA restimuliert. IL-37 wurde in verschiedenen Konzentrationen
hinzugegeben (siehe 2.2.15.). Nach 48 Stunden wurde die Konzentration der Th2-spezifischen
Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 im Kulturiberstand mittels CBA bestimmt (siehe 2.2.9.).

Im Zellkulturtiberstand von unstimulierten Zellen war die Konzentration der Th2-Zytokine sehr
gering oder nicht nachweisbar. Die Zugabe von 100 ng/ml IL-37 hatte keinen Einfluss auf die
Konzentration der Th2-Zytokine in Zellkulturiberstdnden von unstimulierten Zellen. Die
Zugabe des Antigens OVA erhohte die Konzentration von IL-4, IL-5 und IL-13 deutlich. In
Kulturiberstanden der Zellen, die zusatzlich mit IL-37 behandelt wurden, war die
Konzentration von IL-4, IL-5 oder IL-13 jedoch signifikant vermindert. Allerdings war keine
klassische Dosis-Wirkungs-Beziehung zu erkennen, da 10 ng und 100 ng IL-37 vergleichbare
Effekte hatten (Abb. 3.17).
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Abb. 3.17.: Einfluss von Interleukin-37 auf die Konzentration von Th2-Zytokinen in
Zellkulturuberstdnden von MNC der Milz. Wildtyp-Mause wurden wie in 2.2.2. beschrieben gegen
OVA sensibilisiert und anschlieBend gegentuiber einem OVA-Aerosol exponiert. An Tag 29 wurden
mononukledre Zellen (MNC) aus der Milz isoliert und in vitro mit OVA restimuliert. IL-37 wurde in
verschiedenen Konzentrationen hinzugegeben. Nach 48 Stunden wurde die Konzentration von

Th2-Zytokinen im  Zellkulturiberstand mittels CBA bestimmt (n=23). Dargestellt sind
Mittelwerte + SEM (*p<0,05).

Um diese Beobachtung genauer zu untersuchen, wurde die Konzentration weiterer Zytokine
im Zellkulturiiberstand bestimmt. Die Zugabe des Antigens OVA erhohte auch die
Konzentration von IL-18, IL-2, IL-10, IFN-y und IL-6 im Zellkulturtiberstand.

Die Stimulation mit 100 ng IL-37 hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Konzentration von

IL-2, IL-10, IFN-y, IL-6. Die Konzentration von IL-13 war hingegen nach Stimulation mit IL-37
signifikant reduziert (Abb. 3.18.).
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Abb. 3.18.: Einfluss von Interleukin-37 auf die Konzentration verschiedener Zytokine in
Zellkulturtberstanden von MNC der Milz. Wildtyp-Mause wurden wie in 2.2.2. beschrieben gegen
OVA sensibilisiert und anschlieBend gegentiber einem OVA-Aerosol exponiert. An Tag 29 wurden
mononukledre Zellen (MNC) aus der Milz isoliert und in vitro mit OVA restimuliert. IL-37 wurde in
verschiedenen Konzentrationen hinzugegeben. Nach 48 Stunden wurde die Zytokin-Konzentration
im Zellkulturiberstand mittels CBA bestimmt (n=10). Dargestellt sind Mittelwerte + SEM (*p<0,05).

Zusammenfassend flihrte die Anwesenheit vom IL-37 wahrend der antigenspezifischen
Stimulation von MNCs zu einer signifikant reduzierten Freisetzung von IL-4, IL-5, IL-13 und
IL-1B. Auf die Konzentration von IL-10 und IFN-y hatte IL-37 keinen Einfluss.
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3.4. Einfluss von Interleukin-37 auf das Atemweqgsepithel

3.4.1. Die Behandlung mit Interleukin-37 reduziert die Expression bestimmter

Chemokine in der Lunge

Das Atemwegsepithel spielt ebenfalls eine wichtige Rolle in der Pathogenese des Asthmas.
Zudem konnte gezeigt werden, dass es beide IL-37-Rezeptorketten exprimiert (siehe 3.3.).
Daher wurde als nachstes untersucht, ob die Behandlung mit IL-37 die Expression von

Chemokinen, die unter anderem von Atemwegsepithelzellen exprimiert werden, beeinflusst.

Hierfir wurden Wildtyp-Mause, wie in 2.2.2. beschrieben, gegen OVA sensibilisiert und
anschlie3end gegeniber einem OVA-Aerosol exponiert. Interleukin-37 wurde an den Tagen
25-28 intratracheal appliziert. An Tag 29 wurde die Lunge der Mause entnommen.
AnschlieBend wurde ein Lungenhomogenat hergestellt und eine RNA-Isolation durchgefihrt
(siehe 2.2.19). Nachdem die RNA in cDNA umgeschrieben wurde, wurde die Expression
verschiedener Chemokine mittels gRT-PCR untersucht (siehe 2.2.21). Die Genexpression der
der Chemokine ,Monocyte chemoattractant protein 1“ (MCP-1), Eotaxin-1 und Eotaxin-2 war
in der Asthma-Kontrollgruppe (OVA+PBS) im Vergleich zur Gesund-Kontrollgruppe
(PBS+PBS) deutlich erhoht. Die Behandlung mit IL-37 (OVA+IL-37) flhrte zu einer signifikant
reduzierten Expression von MCP-1 in der Lunge. Die Expression von Eotaxin-1 und Eotaxin-2

war ebenfalls reduziert, jedoch nicht signifikant verandert (Abb. 3.19).
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Abb. 3.19.: Einfluss von IL-37 auf die Genexpression von Chemokinen in der Lunge.
Wildtyp-Mause (n=7-8) wurden wie in 2.2.2. beschrieben gegen OVA sensibilisiert und anschliel3end
gegentiber einem OVA-Aerosol exponiert. Interleukin-37 wurde an den Tagen 25-28 intratracheal
appliziert. Die Analyse erfolgte an Tag 29. Die Genexpression wurde mittels gRT-PCR untersucht.
Dargestellt sind Mittelwerte + SEM (*p<0,05).

3.4.2. IL-37 vermindert die Expression von IL-1B3-induzierten Genen in ALI-Kulturen

von Epithelzellen der Trachea

Um den Effekt von IL-37 auf das Atemwegsepithel weiter zu untersuchen, wurde eine

ALI-Kultur von Epithelzellen der Trachea durchgefiihrt (siehe 2.2.18.). Zun&chst sollte die
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Expression der IL-37-Rezeptoren in den so generierten Epithelzellen auch auf Proteinebene
untersucht werden. Hierfir wurde eine immunhistochemische Farbung dieser Kulturen
angefertigt (siehe 2.2.18. und 2.2.7). Beide Rezeptoren konnten nachgewiesen werden (Abb.
3.20.)

IL-18Ra SIGIRR

Fi
.
4

Abb. 3.20.: Immunhistochemischer Nachweis von IL-18Ra und SIGIRR in Air-Liquid-Interface
(ALI) Kulturen von Epithelzellen der Trachea. Dargestellt sind Immunhistochemische Farbungen
von Lungenschnitten. Bei der Negativkontrolle (untere Reihe) wurde anstatt des primaren Antikorpers
PBS verwendet.

Als nachstes wurden die Zellen mit IL-18 und IL-37 stimuliert (siehe 2.2.18.). Nachfolgend
wurde die mRNA (siehe 2.2.19.) aus den Zellen isoliert und in cDNA (siehe 2.2.20.)
umgeschrieben. Anschlieend wurde die Expression verschiedener Gene mittels gRT-PCR
untersucht (siehe 2.2.21). In unstimulierten Zellen war die Expression von TNF-a, IL-6, KC,
GM-CSF, ,Intercellular adhesion molecule 1“ (ICAM-1) und MCP-1 gering. Die Zugabe von
IL-37 hatte keinen Einfluss auf die Genexpression in diesen Zellen. Die Stimulation mit IL-13
fuhrte zu einer deutlich erhéhten Expression von TNF-a, IL-6, KC, GM-CSF, ICAM-1 und
MCP-1. Die IL-1B-induzierte Genexpression von GM-CSF konnte durch die Zugabe von IL-37
signifikant reduziert werde. Die Stimulation mit IL-37 reduzierte ebenfalls die Expression von
TNF-a, IL-6, KC, MCP-1 und ICAM-1, fuhrte jedoch nicht zu einer signifikant veranderten
Expression (Abb. 3.21)
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Abb. 3.21.: Einfluss von Interleukin-37 auf die Expression verschiedener Gene in Air-Liquid-
Interface (ALI)-Kulturen von Epithelzellen der Trachea. 7 Tage nach dem Air-Lift wurden die
Zellen zunéchst mit 1L-37 stimuliert, nach 2 Stunden wurde IL-18 hinzugegeben. Nach weiteren
4 Stunden wurde die mRNA der Zellen isoliert. Die Genexpression wurde mittels qRT-PCR
untersucht. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von technischen Replikaten (n=3) (*p<0,05).

In einem Wiederholungsexperiment hatte die Stimulation mit IL-37 ahnliche Effekte auf die
Expression von MCP-1, ICAM-1, GM-CSF, IL-6, KC und TNF-a (Abb. 3.22).
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Abb. 3.22.: Einfluss von Interleukin-37 auf die Expression verschiedener Gene in Air-Liquid-
Interface (ALI) Kulturen von Epithelzellen der Trachea. 7 Tage nach dem Air-Lift wurden die Zellen
zunachst mit IL-37 stimuliert, nach 2 Stunden wurde IL-18 hinzu gegeben. Nach weiteren 4 Stunden
wurde die mRNA der Zellen isoliert. Die Genexpression wurde mittels qRT-PCR untersucht.
Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von technischen Replikaten (n=5-8) (*p<0,05).

Zusammenfassend fuhrte die IL-37-Behandlung von Mausen mit experimentellem Asthma zu

einer signifikant reduzierten Expression von MCP-1 in der Lunge. Die Expression von
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Eotaxin-1 und Eotaxin-2 war ebenfalls nach Behandlung mit IL-37 vermindert, jedoch nicht
signifikant reduziert. Weiterhin reduzierte IL-37 in vitro die IL-1B-induzierter Expression von
MCP-1, ICAM-1, GM-CSF, IL-6, KC und TNF-a in ALI-Kulturen von Epithelzellen der Trachea.
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4. Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war es, die immunomodulatorische Funktion von IL-37 in der
Pathogenese des allergischen Asthmas néher zu charakterisieren. Dabei sollte zum einen der
noch nicht vollstandig aufgeklarte Wirkmechanismus von IL-37 n&aher untersucht werden.
Weiterhin sollten Zielzellen von IL-37 identifiziert und der Einfluss von IL-37 auf die
Th2-Immunantwort sowie auf das Atemwegsepithel analysiert werden.

Vorangegangene Studien der Forschungsgruppe ergaben, dass der antiinflammatorische
Effekt von IL-37 beim experimentellen Asthma Uber die Rezeptorketten IL-18Ra und SIGIRR
vermittelt wird (73). Im Rahmen dieser Arbeit konnte zudem gezeigt werden, dass der Effekt
von IL-37 unabhangig von IL-18BP und IL-18Rp ist. Im Gegensatz dazu zeigte IL-37 keinen
Effekt auf die allergische Atemwegsentzindung in IL-1R1-defizienten Mausen, was darauf

hindeutet, dass IL-37 mit dem proinflammatorischen IL-1-Signal interferiert.

Weiterhin konnte die Expression der IL-37-Rezeptorketten IL-18Ra und SIGIRR in naiven
T-Helferzellen, Th2-Zellen, Makrophagen, dendritischen Zellen, glatten Muskelzellen sowie im
Atemwegsepithel nachgewiesen werden. Somit konnte gezeigt werden, dass verschiedenste
Zellen, die entscheidend an der Asthma-Pathogenese beteiligt sind, als potentielle Zielzellen

fur IL-37 in Frage kommen.

In vivo reduzierte die Behandlung mit IL-37 die Expression des Th2-spezifischen
Transkriptionsfaktors GATA-3 und von Th2-spezifischen Zytokinen in BAL-Zellen. Zwar hatte
die Behandlung mit IL-37 keinen Einfluss auf die Expression von Th2-Zell-rekrutierenden
Chemokinen in der Lunge, allerdings konnte in vitro gezeigt werden, dass IL-37 die

antigenspezifische Aktivierung von Th2-Zellen vermindert.

Die Effekte von IL-37 waren allerdings nicht auf Th2-Zellen beschrankt, sondern betrafen auch
das Atemwegsepithel. So reduziert die Behandlung mit IL-37 die Expression von Chemokinen,
die unter anderem von Atemwegsepithelzellen exprimiert werden, und Monozyten und
eosinophile Granulozyten in die Lunge rekrutieren. Zudem reduzierte die IL-37-Stimulation von

Atemwegsepithelzellen in vitro die Expression verschiedener IL-1B-induzierter Gene.

Nachfolgend sollen die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse diskutiert werden.
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4.1. Wirkmechanismus von IL-37

IL-37 lindert experimentelles allergisches Asthma (73). Allerdings ist noch unklar, wie das
antiinflammatorische Signal von IL-37 Gbermittelt wird. Es gibt mehrere Hinweise darauf, dass
IL-37 mit dem IL-18-Signalweg interferiert. So konnte unter anderem gezeigt werden, dass
IL-37 an den IL-18Ra bindet (52,58,59,78) und dass dieser Rezeptor auch funktionell an der
Wirkung von IL-37 beim experimentellen Asthma beteiligt ist (73). Um die Interaktion von IL-37
mit dem IL-18-Signalweg zu untersuchen, wurde im ersten Teil dieser Arbeit die funktionelle

Relevanz weiterer Komponenten des IL-18 Sighalwegs untersucht.

Das Zytokin IL-18 induziert die Produktion von generell proinflammatorischen Zytokine, wie
TNF-a, IL-1B, IL-8 und GM-CSF (119) und ist somit maRgeblich an der Verstarkung
unterschiedlichster Immunantworten beteiligt (beschr. in: (120-123)). IL-18 wird von
verschiedenen Zellen, wie aktivierten Makrophagen, PBMC, dendritischen Zellen und
Atemwegsepithelzellen, freigesetzt (119,124-134). Wie sein frGherer Name ,IFN-y-inducing
factor” (IGIF) impliziert, fuhrt IL-18 in Anwesenheit von IL-12 zur Induktion von IFN-y und spielt
somit eine zentrale Rolle bei der Etablierung der Thl-Immunantwort (135). In Abwesenheit
von IL-12 kann IL-18 hingegen Th2-Immunantworten verstarken. So konnte gezeigt werden,
dass IL-18 die Produktion von Th2-Zytokinen durch naive T-Lymphozyten, natirliche
Killerzellen (NK-Zellen), basophile Granulozyten sowie durch Mastzellen unterstitzt (136—
138). Auch verschiedene klinische Studien deuten darauf hin, dass IL-18 an der Pathogenese
des allergischen Asthmas beteiligt sein kénnte. So konnte gezeigt werden, dass die
Konzentration von IL-18 im Serum allergischer Asthmatiker signifikant erhdht ist (139).
Weiterhin wurden Polymorphismen in den Genen fir IL-18 und IL-18Ra identifiziert, welche
mit einer erhdhten Asthma-Suszeptibilitat assoziiert sind (140-142).

Studien an Mausmodellen fur allergisches Asthma zeigen jedoch, dass die Wirkung von IL-18
in der Asthma-Pathogenese auferst komplex ist und dessen Rolle in der Asthma-
Pathogenese nicht einfach erklart werden kann. So inhibiert die Applikation von IL-18
zusammen mit IL-12 die Entwicklung von Th2-Zellen, der AHR sowie die Infiltration von
eosinophilen Granulozyten (143). Weiterhin konnte der protektive Effekt einer Helicobacter
pylori-Infektion beim experimentellen Asthma auf eine IL-18-vermittelte Induktion von
regulatorischen T-Zellen zurlickgefiihrt werden (144,145). Ferner wurde in IL-18-defizienten
Méausen oder nach systemischer Neutralisierung von IL-18 eine verstarkte Infiltration von
eosinophilen Granulozyten beobachtet (146,147). Diese Studien legen nahe, dass IL-18
gegebenenfalls dber die Induktion einer gegenregulatorischen Thl-Immunantwort oder
regulatorischer T-Zellen eine allergische Entzindung und damit die Ausbildung eines

experimentellen Asthmas unterdriicken kann. Im Gegensatz dazu scheint eine lokal erhdhte
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Konzentration von IL-18 jedoch experimentelles allergisches Asthma zu verschlimmern. So
fuhrte die Uberexpression von IL-18 in der Lunge zu einer erhdhten Produktion von
Th2-Zytokinen und verstarkte die Atemwegsentzindung sowie die AHR (148). Ebenso fiihrte
die intrapulmonale Applikation von IL-18 zu einer verstarkten Expression von Th2-Zytokinen,
Infiltration eosinophiler Granulozyten und einer erhéhten Serum-Konzentration von
antigenspezifischem IgE (147,149)

Ein wichtiger Negativregulator des IL-18-Signalwegs ist IL-18BP. Dieses bindet freies IL-18
mit einer hohen Affinitat und verhindert so, dass IL-18 an den IL-18-Rezeptor-Komplex bindet
und die Produktion proinflammatorischer Zytokine induziert (106,107). IL-18BP wird konstitutiv
von verschiedenen Zellen, wie Makrophagen, PBMCs, Endothelzellen, Keratinozyten und
Epithelzellen, exprimiert (107,150-153). Die Expression von IL-18BP ist in PBMCs von
Asthmatikern erhoht (154), was darauf hindeutet, dass auch IL-18BP an der Asthma-
Pathogenese beteiligt sein kdnnte.

Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass IL-18BP nicht nur IL-18, sondern auch IL-37
bindet. Weiterhin deutet eine in vitro-Studie mit humanen NK-Zellen darauf hin, dass IL-37 und
IL-18BP synergistisch wirken kénnten. So verstarkte IL-37 die IL-18BP-vermittelte Inhibition
der IL-18-induzierten IFN-y-Produktion um 25-30%. Diese Beobachtung war zunachst
Uberraschend, da erwartet wurde, dass IL-37 die Bindungsstelle von IL-18 okkupiert und
dadurch die Neutralisierungsfahigkeit von IL-18BP reduziert. Daher wurde die Hypothese
aufgestellt, dass es nach der Bindung von IL-37 an IL-18BP zur Bildung eines dreiteiligen
Komplexes mit IL-18RB kommt, was verhindern wirde, dass IL-18RB einen funktionellen
Rezeptorkomplex mit IL-18Ra bilden kann (58). Ein ahnlicher inhibitorischer Mechanismus ist

auch fur den IL-1-Signalweg beschrieben (155).

Um zu untersuchen, ob IL-18BP funktionell an den Effekten von IL-37 auf das experimentelle
Asthma  beteiligt ist, wurde im Rahmen dieser Arbeit das erfolgreiche
IL-37-Behandlungsprotokoll in IL-18BP-defizienten Mausen durchgefiihrt. Dabei fuhrte die
Behandlung mit IL-37 zu einer signifikant reduzierten Konzentration des Th2-spezifischen
Zytokins IL-5 in der BAL-Flussigkeit und einer signifikant reduzierten AHR. Auch der Influx von
eosinophilen Granulozyten in das bronchoalveolare Lumen und die Konzentration der Zytokine
IL-4, IL-13 und IL-6 waren nach Behandlung mit IL-37 deutlich reduziert, bei der Gruppengrolle
allerdings nicht signifikant. Weiterhin war der Anteil der Flache der Basallamina, der mit
mukusproduzierenden Becherzellen besetzt war, leicht vermindert (siehe 3.1.1.).
Zusammenfassend hatte IL-37 trotz des Fehlens von IL-18BP einen antiinflammatorischen
Effekt beim experimentellen Asthma in der Maus. Dies lasst den Schluss zu, dass der in vitro
beobachtete synergistische Effekt von IL-37 und IL-18BP in diesem Experiment unter

physiologischen Bedingungen keine bedeutende Rolle spielt.
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Eben dieser durch Bufler et al. beschriebene synergistischer Effekt von IL-37 und IL-18BP war
nur bei geringen IL-18BP-Konzentrationen (3,12-12,5 ng/ml) zu beobachten (58). Daher wéare
eine mogliche Erklarung, dass diese Konzentrationen nicht der physiologischen Konzentration
von IL-18BP in der Lunge entsprechen. Somit wéare der in vitro beschriebene Effekt
moglicherweise in vivo nicht relevant.

Es ist weiterhin moglich, dass zu hohe IL-18BP-Konzentrationen dazu fiihren kdnnten, dass
IL-18BP durch die Bindung von IL-37 dessen antiinflammatorischen Effekt inhibiert. Die
Uberprifung dieser Hypothese ist von entscheidender Bedeutung, da IL-18BP bereits zur
Behandlung verschiedener Erkrankungen eingesetzt wird (beschr. in: (74)).
Erstaunlicherweise wurde auch in einem Mausmodell fir rheumatoide Arthritis beobachtet,
dass die Injektion von geringen IL-18BP-Konzentrationen die Entziindung reduzierten, hohe
Konzentrationen die Entzindung jedoch verschlimmerten (156). In der Maus ist eine
Neutralisierung von IL-37 allerdings auf3erst unwahrscheinlich, da kein endogenes IL-37
vorhanden ist (55). Diese Beobachtung kdénnte jedoch darauf hinweisen, dass in der Maus ein
Protein mit einer vergleichbaren Funktion existiert. Daflir wirde weiterhin die Beobachtung
sprechen, dass IL-18-defiziente und IL-18Ra-defiziente Mause in Mausmodellen fir
experimentelle, autoimmune Enzephalomyelitis oder Diabetes entgegengesetzte Phéanotypen
zeigen. So war die Entziindung in IL-18-defizienten Mausen reduziert, in IL-18Ra defizienten
Mausen jedoch starker als in Wildtyp-Mausen (157,158). Dieses deutet darauf hin, dass
IL-18Ra auch in der Maus an der Ubermittlung eines antiinflammatorischen Signals beteiligt

sein konnte.

Ein weiteres Experiment, welches im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt wurde, diente dazu,
die funktionelle Relevanz von IL-18R} flr die Weiterleitung antiinflammatorischer Effekte von
IL-37 zu Uberprifen. Hierfir wurde das erfolgreiche IL-37-Behandlungsprotokoll in IL-18RpB-
defizienten Mausen durchgefihrt. Auch in diesen Mausen fuhrte die Behandlung mit IL-37 zu
einer signifikant reduzierten Konzentration von IL-5 in der BAL-Flussigkeit. Weiterhin war der
Influx von eosinophilen Granulozyten in das bronchoalveolare Lumen, die Konzentration der
Zytokine IL-4, IL-13 sowie die AHR nach Behandlung mit IL-37 deutlich, jedoch bei der
GruppengroRe nicht signifikant reduziert. Der Anteil der Flache der Basallamina, der mit
mukusproduzierenden Becherzellen besetzt war, war minimal reduziert (siehe 3.1.2.). Somit
hatte IL-37 zusammenfassend auch in IL-18RB-defizienten Mausen einen
antiinflammatorischen Effekt beim experimentellen Asthma. Dieses zeigt, dass der
antiinflammatorische Effekt von IL-37 beim experimentellen Asthma auch nicht primar von
IL-18RB abhangt. Somit konnte gezeigt werden, dass der Effekt von IL-37 unabh&angig von
IL-18BP und auch unabhéngig vom IL-18R} ist. Dieses schlieft indirekt den hypothetischen

Mechanismus von Bufler et al. aus, in welchem IL-37 einen dreiteiligen Komplex mit IL-18BP
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und IL-18Rp bildet und dadurch das proinflammatorische IL-18-Signal inhibiert (58) (siehe
Abb. 4.1.links).

Neben IL-18BP wirkt auch SIGIRR als Negativregulator des IL-18-Signalwegs (101). Vor
kurzem konnten wir und andere zeigen, dass SIGIRR eine der beiden Rezeptorketten fir IL-37
darstellt (71,78,86) und auch funktionell an den Effekten von IL-37 auf das experimentelle
Asthma beteiligt ist (73). Daher ware es moglich, dass die SIGIRR-abhéngige Inhibition des
IL-18-Signals durch die Bildung des dreiteiligen Komplexes aus IL-37, IL-18Ra und SIGIRR
vermittelt wird. Im Rahmen dieser Arbeit konnte allerdings gezeigt werden, dass der
antiinflammatorische Effekt von IL-37 unabh&ngig von IL-18Rp ist (siehe 3.1.2.). Da IL-18
jedoch ohne IL-18RB kein proinflammatorisches Signal generieren kann, zeigt dieses
weiterhin, dass der Effekt von IL-37 beim experimentellen Asthma unabhangig von einem
IL-18-Signal ist. Daher ist es unwahrscheinlich, dass der Effekt von IL-37 durch eine SIGIRR-
anhangige Inhibition des IL-18-Signals vermittelt wird (siehe Abb. 4.1.rechts). Weiterhin l&asst
die Beobachtung, dass der Effekt von IL-37 beim experimentellen Asthma unabh&angig von
einem IL-18-Signal ist, den Schluss zu, dass IL-37 hier nicht durch die Bindung an IL-18Ra als

Rezeptorantagonist fur IL-18 wirkt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der Effekt von IL-37 auf das experimentelle Asthma
zwar von IL-18Ra abhangt, jedoch wirkt IL-37 vermutlich nicht als Rezeptorantagonist von
IL-18 oder Uber eine IL-18BP- oder SIGIRR-vermittelte Inhibition des proinflammatorischen
IL-18-Signals (siehe Abb. 4.1.).

o
14
o
5
=

proinflammatorisches proinflammatorisches
signal Signal

Abb. 4.1.: IL-37 interferiert nicht mit dem proinflammatorischen IL-18-Signal. Der
antiinflammatorische Effekt von IL-37 beim experimentellen Asthma ist unabhangig von IL-18BP und
auch von IL-18RpB. Somit werden die Effekte von IL-37 vermutlich nicht durch eine IL-18BP- oder
SIGIRR-abhangige Inhibition des IL-18-Signals vermittelt.
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Der Schluss, dass die Effekte von IL-37 beim experimentellen Asthma nicht durch eine
Inhibition des IL-18-Signals vermittelt werden, schliel3t allerdings nicht generell aus, dass IL-37
das IL-18-Signal blockieren kann. So konnte z.B. gezeigt werden, dass IL-37 die
IL-18-induzierte Expression proinflammatorischer Zytokine in Tubulusepithelzellen inhibiert
(82). Daher ware es mdoglich, dass IL-37 auch beim experimentellen Asthma durch die
Inhibition des IL-18-Signals wirken kdnnte, IL-18 jedoch in diesem Modell eine untergeordnete
Rolle spielt und IL-37 eher durch die Inhibition anderer proinflammatorischer Signale wirkt.

Ahnlich wie IL-18 verstarkt z.B. auch IL-1 unterschiedlichste Immunantworten. IL-1 ist
Namensgeber der IL-1-Zytokinfamilie, zu der auch IL-18 und IL-37 gehéren. Die zwei Formen
IL-1a und IL-1B werden durch verschiedene Gene codiert, binden jedoch beide an den IL-1R
und haben ahnliche biologische Eigenschaften (159,160). Der IL-1R1 leitet das Signal von IL-1
weiter. Dieser wird von verschiedenen Zellen, wie T-Zellen, Fibroblasten, Endothelzellen,
Epithelzellen und Hepatozyten exprimiert (160,161). IL-1 wird hauptsachlich von Monozyten
und Makrophagen, jedoch auch von verschiedenen anderen Zellen, wie Fibroblasten,
Lymphozyten, neutrophilen Granulozyten, Endothelzellen, Epithelzellen und Muskelzellen,
freigesetzt (beschr. in: (162)). So wie IL-18 induziert auch IL-1 die Produktion weiterer generell
proinflammatorischer Mediatoren wie TNF-a, IL-6 und GM-CSF. Es lost Fieber aus und
induziert die Produktion von Akut-Phase-Proteinen in der Leber (beschr. in: (163)). Eine der
wichtigsten Funktionen von IL-1 im Immunsystem ist die Aktivierung von Lymphozyten. So
konnte gezeigt werden, dass IL-1 die Antigen-induzierte Proliferation von T-Lymphozyten
verstarkt. Dabei wird vor allem die Aktivierung von Th2-Zellen durch IL-1 verstarkt (164—166).
Weiterhin erhéht IL-1 die Proliferation von B-Zellen (167—-169), verstarkt die Produktion von
Antikérpern durch Plasmazellen (170) und von Th2-Zytokinen durch Mastzellen (171). IL-1
wirkt auch auf verschiedene Strukturzellen. So induziert IL-1 die Expression von
Adhasionsmolekilen auf Endothel- und Epithelzellen und beginstigt so die Adhasion von
Entziindungszellen (172-175). Durch die Induktion der Expression verschiedener Chemokine
in Atemwegsepithelzellen und glatten Muskelzellen der Atemwege verstarkt IL-1 dartber
hinaus die Rekrutierung von Monozyten, T-Lymphozyten, Mastzellen und eosinophilen
Granulozyten (176-179).

Klinische Studien zeigen, dass die Konzentration von IL-1f in der BAL von Asthmatikern
erhoht ist (180,181) und dass IL-1f3 hierbei vorrangig von Alveolarmakrophagen produziert
wird (181). In Asthma-Mausmodellen konnte zudem demonstriert werden, dass IL-1 eine
zentrale Rolle in der Asthma-Pathogenese spielt. So verschlimmerte die Applikation von IL-1(3
experimentelles allergisches Asthma, indem es die AHR verstarkte und die Produktion von
Th2-Zytokinen und IgE erhdhte (182). Entsprechend reduziert die Inhibition des IL-1-Signals
mit Hilfe des IL-1-Rezeptorantagonisten (IL-1RA, bzw. Anakinra) die AHR, Infiltration von
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Eosinophilen und Produktion von Th2-Zytokinen (183,184). Auch zeigten IL-1R1-defiziente
Mause eine reduzierte allergische Immunantwort in adjuvant-freien Modellen mit einem milden
Asthma-Phanotyp (184-186). In Mausmodellen mit einem starker ausgepragten Asthma-
Phanotyp war hingegen kein Unterschied zu Wildtyp-M&usen erkennbar (186). Neueste
klinische Studien konnten dartiber hinaus zeigen, dass die Inhibition des IL-1-Signals durch
die Applikation von IL-1RA eine endotoxin-induzierte Atemwegsentzindung reduziert (187).

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass auch SIGIRR das proinflammatorische
IL-1-Signal inhibieren kann (101,103). Daher wéare es moglich, dass die Bindung von IL-37 an
IL-18Ra und SIGIRR zu einer SIGIRR-vermittelten Inhibition des IL-1-Signals fihrt. Um zu
untersuchen, ob das IL-37-Signal mit einem IL-1R1-vermittelten Signal interferiert, wurde
daher im Rahmen dieser Arbeit das erfolgreiche IL-37-Behandlungsprotokoll in
IL-1R1-defizienten Mausen durchgefiihrt. Hierbei reduzierte die Behandlung mit IL-37 zwar die
AHR, zeigte jedoch keine Effekte auf die Infiltration von eosinophilen Granulozyten, die
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen oder die Mukusproduktion (siehe 3.2.3.).

Da in anderen Studien gezeigt werden konnte, dass IL-37 nicht an IL-1R1 binden kann (52),
ist es unwahrscheinlich, dass IL-1R1 an der Ubermittlung des antiinflammatorischen
IL-37-Signals beteiligt ist. Allerdings deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass IL-37 mit dem
IL-1-Signal interferiert. Daher ware es denkbar, dass es durch die Bindung von IL-37 an
IL-18Ra und SIGIRR zu einer Inhibition des proinflammatorischen IL-1-Signals kommt (siehe
Abb. 4.2)).

proinflammatorisches
Signal

Abb. 4.2.: IL-37 interferiert mit dem proinflammatorischen IL-1-Signal. Der antiinflammatorische
Effekt von IL-37 beim experimentellen Asthma ist abhangig von IL-1R1. Da IL-1R1 nicht an IL-37
bindet, ist es unwahrscheinlich, dass IL-1R1 an der Ubermittlung des antiinflammatorischen 1L-37
Signals beteiligt ist. Allerdings ware es mdoglich, dass die Effekte von IL-37 durch eine SIGIRR-
abhangige Inhibition des IL-1-Signals vermittelt werden.
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Daflr spricht ebenfalls die Beobachtung, dass IL-37 &hnliche Effekte auf eine systemische
Entziindung hatte, wie sie durch eine Applikation des IL-1-RA erzielt werden konnte (188).

Vorangegangene Studien der Forschungsgruppe mit Wildtyp-Mausen ergaben, dass die
Konzentration von IL-1B in der BAL-Flissigkeit nach Behandlung mit IL-37 reduziert, jedoch
nicht signifikant verandert war (Daten nicht verdéffentlicht). Daher ware es ebenfalls moglich,
dass der Effekt von IL-37 auch durch eine reduzierte Produktion von IL-1 vermittelt wird. Auch
in IL-1R1-defizienten Mausen reduzierte die Behandlung mit IL-37 die Konzentration von IL-103
in der BAL (Daten nicht gezeigt), was allerdings durch das Fehlen des Rezeptors keine
Auswirkungen haben konnte. Diese Beobachtungen decken sich auch mit den Ergebnissen
weiterer Studien zur biologischen Wirkung von IL-37, welche zeigen, dass IL-37 die
Expression von IL-1( reduziert (54,60,66,68,71,81,86).

Uberraschenderweise hatte die Behandlung mit IL-37 in IL-1R1-defizienten Mausen gar keinen
Einfluss auf die allergische Atemwegsentziindung, fihrte jedoch zu einer signifikant
reduzierten AHR (siehe 3.2.3.). Die Mechanismen, die zu Entstehung der AHR fiihren, sind
noch nicht vollstandig verstanden. In der Regel steht die AHR jedoch direkt im Zusammenhang
mit der Entziindung. So konnte unter anderem gezeigt werden, dass die Uberexpression der
Th2-Zytokine IL-5 oder IL-13 zur Ausbildung einer AHR flihren (41,42) und dass die Inhibition
von IL-5 oder IL-13 die Ausbildung einer AHR verhindern (38—40). Die Beobachtung, dass die
Behandlung mit IL-37 nicht die Konzentration von IL-5 und IL-13 beeinflusst, jedoch die AHR
reduziert, konnte daher darauf hindeuten, dass IL-37 méglicherweise direkt auf die glatten
Muskelzellen der Atemwege wirken kann und dass dieser Mechanismus unabhangig von
IL-1R1 ist. So konnte auch in einer vor kurzem erschienen Studien gezeigt werden, dass IL-37

auf Muskelzellen wirken kann (188).

4.2. Zielzellen von Interleukin 37

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Expression der IL-37-Rezeptorketten IL-18Ra und
SIGIRR in naiven T-Helferzellen, Th2-Zellen, Makrophagen, dendritischen Zellen, glatten
Muskelzellen sowie im Atemwegsepithel nachgewiesen werden (siehe 3.2.).

Somit kénnte IL-37 auf verschiedenste Zelltypen, die entscheidend an der Asthma-
Pathogenese beteiligt sind, wirken. Also ware es mdglich, dass IL-37 in vivo gleichzeitig die
Aktivitat unterschiedlicher Zelltypen beeinflusst. Weiterhin bietet dies die Mdglichkeit, dass
sich die Effekte auf einzelne Zelltypen in einer Art Wirkungskette potenzieren.

Die Behandlung mit IL-37 fuhrte zu keiner signifikanten Verdnderung der Expression von
IL-18Ra und SIGIRR in der Lunge (siehe 3.2.).
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4.3. Einfluss von Interleukin-37 auf die Th2-Immunantwort

Th2-Zellen spielen eine zentrale Rolle in der Pathogenese des allergischen Asthmas. Durch
die Freisetzung der Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 leiten sie die eosinophile Entziindung sowie
die Produktion von IgE durch B-Zellen ein. Weiterhin induzieren Th2-Zellen (ber IL-13 die
Differenzierung von Becherzellen im Atemwegsepithel und steigern die Aktivitat submukoser
Drisen und sind dadurch ganz wesentlich an der Mukus-Produktion beteiligt (beschr. in:
(189)).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit IL-37 in Wildtyp-
Mausen die Expression des Th2-spezifischen Transkriptionsfaktors GATA-3 sowie der
Th2-spezifischen Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 in BAL-Zellen reduziert. In SIGIRR-defizienten
Mausen hatte IL-37 hingegen keinen Effekt auf die Expression von GATA-3, IL-4, IL-5 und
IL-13, was zeigt, dass der Effekt von IL-37 durch SIGIRR vermittelt wird (siehe 3.3.1.). In einem
Mausmodell fir eine allergische bronchopulmonale Aspergillose hatte IL-37 &hnliche Effekte.
So reduzierte die Applikation von IL-37 hier die Expression von GATA-3 und IL-4 in der Lunge
(86). Diese Ergebnisse deuten auf eine geringere Anzahl an Th2-Zellen oder eine verminderte
Aktivitat dieser Zellen hin. Dieses konnte wiederum durch eine verminderte Aktivierung,
Rekrutierung oder durch eine gesteigerte Apoptose von Th2-Zellen erklart werden. Daher
wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob sich die Behandlung mit IL-37 auf die
Expression Th2-Zell-rekrutierender Chemokine in der Lunge auswirkt. Allerdings konnte keine
verminderte Expression der Chemokine CCL1, CCL17, CCL20, CCL22 und IP-10 festgestellt
werden (siehe 3.3.2.), was vermuten lasst, dass der Effekt von IL-37 beim experimentellen
Asthma nicht durch eine verminderte Rekrutierung von Th2-Zellen vermittelt wird.

Da Th2-Zellen beide IL-37-Rezeptorketten exprimierten (siehe 3.2.), sollte als néachstes
Uberpruft werden, ob IL-37 mdglicherweise direkt auf Th2-Zellen wirkt. Hierfir wurden
CD4*-T-Zellen aus der Milz von Mausen mit experimentellem Asthma isoliert und in vitro Uber
CD3 und CD28 aktiviert. Die Aktivierung der Zellen fihrte hierbei zur Freisetzung der
Th2-spezifischen Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13. Die Zugabe von IL-37 fuhrte jedoch nicht zu
einer signifikanten Veranderung der Konzentration der Th2-Zytokine (siehe 3.3.3.). Dieses
lasst vermuten, dass IL-37 entweder nicht direkt auf Th2-Zellen wirkt oder nicht dessen
Aktivierung Uber CD3 und CD28 beeinflusst.

Daher wurde als nachstes untersucht, ob IL-37 moglicherweise die Aktivierung von Th2-Zellen
durch antigenprasentierende Zellen beeinflusst. Hierfir wurden MNCs aus der Milz von
Mausen isoliert, die zuvor gegen das artfremde Protein OVA sensibilisiert wurden, und
anschliel3end in vitro mit OVA restimuliert. In diesen Kulturen fihrte die Stimulation mit IL-37

Zu einer signifikant verminderten Freisetzung von IL-4, IL-5 und IL-13 (siehe 3.3.4.). Diese
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Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass IL-37 entweder die Aktivitat von
antigenprasentierenden Zellen oder von Th2-Zellen oder von beiden vermindert.

In verschiedenen Studien mit humanen und murinen dendritischen Zellen reduzierte IL-37 die
Oberflachenexpression des MHC-II-Komplexes und der kostimulatorischen Molekiile CD40
und CD86 (54,68,94,190). Luo et al. konnten zudem zeigen, dass dendritische Zellen von
IL-37-tg-M&usen mehr IL-10 produzieren. Weiterhin hatten diese eine deutlich verminderte
Fahigkeit, antigenspezifische T-Zellen zu aktivieren und induzieren im Vergleich zu
dendritischen Zellen von Wildtyp-Mausen in vitro mehr regulatorische T-Zellen (68). Ebenso
zeigt auch eine vor kurzem erschienene Publikation, dass IL-37 eine virus-induzierte
Myokarditis durch die Induktion von regulatorischen T-Zellen milderte (191). Auch beim
experimentellen Asthma wirken regulatorische T-Zellen durch die Freisetzung der
antiinflammatorischen Zytokine IL-10 und TGF-B protektiv (192). In den im Rahmen dieser
Arbeit durchgefiihrten Experimenten mit MNCs fihrte die Stimulation mit IL-37 jedoch nicht zu
einer erhéhten Produktion von IL-10 (siehe 3.3.4), was darauf schlieRen lasst, dass die
verminderte Aktivitdt der Th2-Zellen nicht durch eine Induktion von regulatorischen T-Zellen
bedingt war. Auch in Studien mit PBMCs von Kindern mit allergischer Rhinitis konnte gezeigt
werden, dass IL-37 die Poly(l:C)-induzierte Produktion von Th2-Zytokinen vermindert, aber
keinen Effekt auf die IL-10-Produktion hat (89). Weiterhin fihrte auch die IL-37-Behandlung
von Wildtyp-Mausen mit experimentellem allergischen Asthma in vorangegangenen Studien
der Forschungsgruppe nicht zu einer erhéhten Konzentration von IL-10 in der BAL (73). Auch
in anderen Mausmodellen reduzierte IL-37 nicht die Produktion von IL-10 (54,80,84). In
Mausmodellen flr eine Colitis oder eine pulmonale Aspergillose fiihrte IL-37 zwar zu einer
verstarkten Expression von IL-10, allerdings konnte hier gezeigt werden, dass der Effekt von
IL-37 nicht von IL-10 abhéngig war (66,86). Dieses verdeutlicht, dass die Effekte auch in
diesen Modellen nicht durch die Induktion anderer antiinflammatorischer Zytokine wie IL-10,
vermittelt werden, sondern dass IL-37 selbst antiinflammatorisch wirkt.

Die Stimulation der MNCs mit IL-37 fuhrte auch nicht zu einer vermehrten Produktion des
Thl-spezifischen Zytokins IFN-y (siehe 3.3.4), was darauf hindeutet, dass die verminderte
Produktion von Th2-Zytokinen auch nicht dadurch bedingt war, dass IL-37 eine
gegenregulatorische Thl-Immunantwort induziert.

Allerdings konnte eine signifikant reduzierte Konzentration von IL-13 festgestellt werden (siehe
3.3.4). IL-1B wird vorrangig von antigenprasentierenden Zellen freigesetzt (beschr. in: (162))
und ist entscheidend an der Aktivierung und der Expansion von Th2-Zellen (164—166) beteiligt.
Daher ist es wahrscheinlich, dass diese verminderte Konzentration von IL-1B in diesen
Kulturen zu einer reduzierten Aktivitat der Th2-Zellen gefihrt hat.

Uberraschenderweise konnte bei der IL-37-vermittelten Reduktion der Freisetzung von

Th2-Zytokinen durch MNCs keine klassische Dosis-Wirkung-Beziehung beobachtet werden.
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So zeigten 10 ng und 100 ng IL-37 vergleichbare Effekte (siehe 3.3.4). In anderen in vitro-
Studien mit humanen Primarzellen hatten geringere IL-37-Konzentrationen sogar stérkere
Effekte als hohere Konzentrationen (71). Da beschrieben ist, dass IL-37 Homodimere bilden
kann (59), ware eine mogliche Erklarung, dass IL-37 ab bestimmten Konzentrationen vermehrt
als Homodimer vorliegt und so mdglichweise nicht bzw. schwécher an IL-18R3 und SIGIRR
bindet.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit IL-37 keinen Einfluss auf
die Expression von Th2-Zell-rekrutierenden Chemokine hat und somit vermutlich nicht die
Rekrutierung von Th2-Zellen in die Lunge beeinflusst. Weiterhin hatte IL-37 keinen Effekt auf
die Aktivierung von Th2-Zellen tiber CD3 und CD28. Allerdings konnte gezeigt werden, dass
IL-37 die Aktivierung von Th2-Zellen in antigen-stimulierten MNC-Kulturen reduziert. Dieses
deutet darauf hin, dass IL-37 vermutlich durch die Modulation antigenprésentierender Zellen
(APC) die Aktivierung von Th2-Zellen verminderte. Die reduzierte Aktivitat der Th2-Zellen war
hierbei vermutlich durch eine reduzierte Freisetzung des Th2-Zell-aktivierenden Zytokins IL-13
bedingt. Ein direkter Effekt von IL-37 auf Th2-Zellen kann allerdings nicht ausgeschlossen

werden.

4.4. Einfluss von Interleukin-37 auf das Atemwegsepithel

Das Atemwegsepithel spielt ebenfalls eine wichtige Rolle in der Pathogenese des Asthmas.
Es kann unter anderem durch Allergene aktiviert werden, woraufhin es verschiedene
proinflammatorische Zytokine und Chemokine freisetzt, welche die Reifung dendritischer
Zellen begiinstigen und die Rekrutierung verschiedener Zellen induzieren (beschr. in: (193)).
Im Rahmen dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass Atemwegsepithelzellen beide
IL-37-Rezeptorketten exprimieren (siehe 3.3.) und somit als potentielle Zielzellen fir IL-37 in
Frage kommen.

Weiterhin konnte in vivo gezeigt werden, dass die Behandlung mit IL-37 die Expression von
Chemokinen, die unter anderem vom Atemwegsepithel exprimiert werden, vermindert. Dabei
fuhrte die IL-37-Behandlung zu einer signifikant reduzierten Expression von MCP-1 in der
Lunge. Auch die Expression von Eotaxin-1 und Eotaxin-2 waren reduziert, allerdings nicht
signifikant verandert (siehe 3.4.1.).

MCP-1 wird von verschiedenen Zellen wie Epithelzellen, Makophagen, Lymphozyten,
basophilen Granulozyten, Endothelzellen und Fibroblasten in Antwort auf inflammatorische
Zytokine wie IL-1B, TNF-a oder IL-4 freigesetzt. Der Rezeptor fir MCP-1 ist CCR2 und wird
von Makrophagen, Monozyten, basophilen Granulozyten, T-Lymphozyten, B-Zellen, unreifen
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dendritischen Zellen und Endothelzellen exprimiert (beschr. in: (194)). Eine wichtige Funktion
von MCP-1 ist die Rekrutierung von Monozyten in die Lunge. So konnte mit Hilfe eines
Asthma-Mausmodells gezeigt werden, dass die Expression von MCP-1 in der Lunge mit der
Anzahl der Monozyten und Makrophagen in der BAL korreliert. Weiterhin vermindert die
Neutralisierung von MCP-1 die Atemwegsentziindung und die AHR (195). Ferner kam es in
CCR2-defizienten Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen wahrend der allergischen
Atemwegsentziindung nicht zu einer erhdhte Anzahl an pulmonalen dendritischen Zellen
(196).

Eotaxine werden von Epithelzellen, Th2-Zellen und Makrophagen freigesetzt und sind vor
allem fir die Rekrutierung von eosinophilen Granulozyten in die Lunge verantwortlich. So
konnte in Mausmodellen fur allergisches Asthma gezeigt werden, dass die Neutralisierung von
Eotaxin-1 den Influx von eosinophilen Granulozyten in die Lunge signifikant vermindert und
auch die AHR reduzierte (195).

Indem IL-37 die Expression von MCP-1 und Eotaxinen in der Lunge reduziert, vermindert es

somit nachfolgend die Rekrutierung von Monozyten und eosinophilen Granulozyten.

Um zu untersuchen, ob IL-37 direkt auf das Epithel wirkt, wurden daher ALI-Kulturen von
murinen Epithelzellen der Trachea generiert (siehe 2.2.18). Diese Kulturen weisen eine dem
Atemwegsepithel vergleichbare Differenzierung auf (115) und exprimieren beide
IL-37-Rezeptorketten (siehe 3.3. und 3.4.2.). Die ausdifferenzierten Zellen wurden mit IL-13 in
Anwesenheit oder Abwesenheit von IL-37 stimuliert. Dabei fuhrte die Stimulation der Zellen
mit IL-13 zu einer erhéhten Expression der proinflammatorischen Mediatoren TNF-q, IL-6, KC,
GM-CSF, ICAM-1 und MCP-1. Wurden die Zellen jedoch in Anwesenheit von IL-37 stimuliert,

war die Expression dieser Mediatoren deutlich vermindert (siehe 3.4.2.).

Die Zytokine TNF-a und IL-6 und wirken generell entziindungsférdernd und sind entscheidend
an der Asthma-Pathogenese beteiligt. TNF-a beginstigt unter anderem die Reifung von
dendritischen Zellen (beschr. in: (197,198)) und IL-6 ist an der Expansion von Th2-Zellen
beteiligt (beschr. in: (199)). Der Wachstumsfaktor GM-CSF beginstigt ebenfalls die Reifung
von dendritischen Zellen (beschr. in: (200)) und fordert weiterhin die Aktivierung und das
Uberleben von eosinophilen Granulozyten (201-203). KC ist das murine Homolog zu IL-8,
welches unter anderem an der Rekrutierung von eosinophilen Granulozyten in die Lunge
beteiligt ist (204-206). Das Adhasionsmolekil ICAM-1 wird unter inflammatorischen
Bedingungen verstarkt auf der Oberflache von Endothel- und Epithelzellen exprimiert (172—
175). Es bindet an Molekule auf der Oberflache von Leukozyten und begiinstigt so dessen

Adhasion am Epithel und damit die Entziindung im Lungengewebe (beschr. in: (207)).
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Indem IL-37 die Produktion dieser proinflammatorischen Mediatoren reduziert, beeinflusst es
somit nachfolgend verschiedenste proinflammatorische Prozesse, die entscheidend an der
Pathogenese des allergischen Asthmas beteiligt sind.

Diese Beobachtung, dass IL-37 direkt auf das Atemwegsepithel wirkt, indem es die Expression
IL-1B-induzierter Gene reduziert, bestatigt weiterhin die Hypothese, dass die Effekte von IL-37
durch eine SIGIRR-abhangige Inhibition des IL-1-Signals vermittelt werden kdnnten (siehe
Abb. 4.2.). Somit konnte gezeigt werden, dass IL-37 mit dem proinflammatorischen IL-1-Signal
interferiert, indem es zum einen die Freisetzung von IL-1B in antigenaktivierten MNCs
vermindert (siehe 3.3.4.) wund zudem die Weiterleitung des IL-1-Signals in
Atemwegsepithelzellen vermindert (siehe 3.4.2.).

Zusammenfassend konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass der
antiinflammatorische Effekt von IL-37 beim experimentellen Asthma unabhéangig von IL-18BP
und IL-18Rp ist. Dieses zeigt, dass IL-37 hierbei nicht als Rezeptorantagonist von IL-18 oder
durch eine IL-18BP- oder SIGIRR-vermittelte Inhibition des proinflammatorischen
IL-18-Signals wirkt. Allerdings deuten die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass IL-37 auf
verschiedenen Ebenen mit einem proinflammatorischen IL-1-Signal interferiert. So konnte
gezeigt werden, dass IL-37 zum einen die Weiterleitung des IL-1-Signals in Zielzellen inhibiert
und zum anderen die Produktion von IL-1B selbst vermindert. Dadurch reduziert IL-37
nachfolgend die Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen durch
Th2-Zellen und Atemwegsepithelzellen und somit vermutlich alle folgenden Prozesse der

allergischen Atemwegsentziindung und der Ausbildung des experimentellen Asthmas.
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5. Zusammenfassung

5. Zusammenfassunq

Das Asthma bronchiale ist eine der haufigsten Lungenerkrankungen weltweit und betrifft in
einigen Landern mehr als 20% der Bevolkerung. Derzeitige Therapien basieren hauptsachlich
auf der Gabe von Kortikosteroiden, was jedoch erhebliche Nebenwirkungen mit sich bringt und
bei einigen Patienten nur unzureichend wirksam ist. Daher ist es von entscheidender
Bedeutung neue Therapieanséatze zu entwickeln.

In vorangegangenen Studien der Forschungsgruppe konnte gezeigt werden, dass die
Applikation des neu entdeckten Zytokins IL-37 alle Anzeichen des experimentellen Asthmas
in der Maus mildert und dass hierfir die Rezeptorketten IL-18Ra und SIGIRR notwendig sind.
Somit stellt IL-37 ein &uRRerst interessantes neues therapeutisches Ziel fiir die Behandlung des
Asthma bronchiale dar. Allerdings ist bislang noch unklar wie der antiinflammatorische Effekt
von IL-37 im Detail vermittelt wird. Daher war das Ziel dieser Arbeit, die immunomodulatorische
Funktion von IL-37 in der Asthma-Pathogenese nadher zu charakterisieren. Im Speziellen
soliten Zielzellen von IL-37 identifiziert und der noch nicht vollstandig aufgeklarte
Wirkmechanismus von IL-37 untersucht werden. Dabei konnte gezeigt werden, dass der
antiinflammatorische Effekt von IL-37 beim experimentellen Asthma unabhéngig von IL-18BP
und IL-18Rp ist. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der Effekt von IL-37 auf das
experimentelle Asthma groéf3tenteils unabhangig von einem proinflammatorischen IL-18-Signal
ist und somit IL-37 weder als Rezeptorantagonist von IL-18 wirkt, noch der Effekt von IL-37
durch eine IL-18BP- oder SIGIRR-anhéngige Inhibition des IL-18-Signals vermittelt wird.
Allerdings konnte gezeigt werden, dass IL-37 auf unterschiedlichen Ebenen mit dem
proinflammatorischen IL-1-Signal interferiert. So hatte die IL-37-Behandlung von IL-1R1-
defizienten Mausen keinen Einfluss auf die allergische Atemwegsentziindung. Weiterhin
zeigen in vitro-Studien, dass IL-37 die Aktivierung von Th2-Zellen in antigenstimulierten MNCs
vermindert und dass dieses vermutlich durch eine reduzierte Freisetzung von IL-13 durch
antigenprasentierende Zellen bedingt war. Zudem konnte gezeigt werden, dass IL-37 die
IL-1B-induzierte Expression von Chemokinen und Zytokinen in Atemwegsepithelzellen
vermindert. Durch die reduzierte Freisetzung von proinflammatorischen Mediatoren durch
Th2-Zellen und Atemwegsepithelzellen beeinflusst IL-37 vermutlich alle folgenden Prozesse
der allergischen Atemwegsentziindung und der Ausbildung des experimentellen Asthmas.
Neben Th2-Zellen und Atemwegsepithelzellen exprimierten auch weitere Zelltypen, die an der
Pathogenese des allergischen Asthmas beteiligt sind, die IL-37-Rezeptorketten IL-18Ra und
SIGIRR. Daher ware es moglich, dass IL-37 auch auf diese Zelltypen wirkt. Somit kdnnte IL-37
als Therapeutikum im Gegensatz zu anderen Ansatzen, die einen spezifischen Signalweg
inhibieren, als genereller Modulator wirken und dadurch bei verschiedensten Asthma-

Endotypen wirksam sein.
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6. Summary

6. Summary

With incidences reaching up to 20% of the population of several industrialized countries,
asthma is one of the most common lung diseases worldwide. Corticosteroids (CS) are still the
standard medication for asthma. However, CS have multiple side effects and are not fully
effective in all cases. Therefore, the development of new treatment approaches is an unmet
medical need.

Preparatory studies of the research group demonstrated that the application of the recently
identified cytokine IL-37 ameliorates all pathologic signs of experimental asthma in mice via a
mechanism that requires IL-18Ra and SIGIRR. Therefore, IL-37 approaches as a promising
novel target for therapeutic intervention in asthma. However, the mechanism, through which
IL-37 ameliorates experimental asthma remains incompletely understood. Thus, the aim of this
PhD thesis was to further examine the immunomodulatory role of IL-37 in asthma
pathogenesis. In particular, it was scheduled to identify target cells for IL-37 and to investigate
the mode of action, through which IL-37 is operative.

Within the scope of this work, it could be demonstrated that the beneficial effect of IL-37 in
experimental asthma is independent of IL-18BP and IL-18Rp. This indicates that the effect of
IL-37 on experimental asthma is largely independent of a proinflammatory IL-18 signal.
Therefore, it is unlikely that IL-37 functions as a receptor antagonist of IL-18 or via an IL-18BP-
or SIGIRR-mediated inhibition of the IL-18 signal. However, the results of this thesis indicate
that IL-37 interferes with the proinflammatory IL-1 signal at different levels. Thus, the
application of IL-37 did not affect allergic airway inflammation in IL-1R1-deficient mice.
Furthermore, in vitro experiments revealed that IL-37 diminishes the activation of Th2 cells
within antigen-stimulated MNC cultures, which was assumed to be due to a reduced production
of IL-1B8 by antigen presenting cells. Moreover, experiments with airway epithelial cells
demonstrated that IL-37 further on diminishes the expression of IL-1B-induced cytokines and
chemokines. Thus, it is likely that IL-37 ameliorates experimental asthma via a reduced
production of proinflammatory mediators by Th2 cells and airway epithelial cells.
Furthermore, the IL-37 receptor chains IL-18Ra and SIGIRR were not exclusively expressed
by Th2 cells and airway epithelial cells, but also on other cell types that are involved in asthma
pathogenesis. Therefore, it is possible that these cells could also be affected by IL-37. Thus,
in contrast to specific inhibitors, IL-37 might exhibit a broad range of effectiveness as a
therapeutic. Hence, IL-37 has the potential to function as a general modulator that could be

effective in different asthma endotypes.
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