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1. Zusammenfassung

Die IL-17 (Zytokinfamilie besteht aus mindestenstseMitgliedern (IL-17A bis IL-17F). IL-
17 Zytokine aktivieren Zielzellen Gber unterschielk Mitglieder der IL-17 Rezeptorfamilie
(IL-17RA bis IL-17RE). Von Immunzellen abgegebetied 7A/F flhrt zu einer gesteigerten
Bildung von Entzindungsmediatoren und antimikrdéreFaktoren. Aktuelle Studien zeigen,
dass IL-17C von Epithelzellen im Darm und in demutgebildet wird und dort angeborene
Immunit&t autokrin vermittelt.

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Expression det1 Gene in Atemwegsepithelzellen und
deren biologische Aktivitat wahrend einer Infekt@ununtersuchen.

IL-17C konnte im Bronchialepithel von Patienten miinfektionsassoziierten
Lungenerkrankungen wie chronisch obstruktiver Lunmggkrankung und zystischer Fibrose
nachgewiesen werden. Es konnte gezeigt werden, eiagss Stimulation von humanen
Atemwegsepithelzellen mit bakteriellen Pathogenere wum Beispiel Pseudomonas
aeruginosa undHaeophilus influenzae zu einer gesteigerten Expression und Ausschittang
IL-17C fuhrt. Die Expression und Ausschittung vanll7C wurde auch durch spezifische
Liganden der Toll-like Rezeptoren 3 (poly (I:C) un@lagellin) induziert. Die Expression von
IL-17A, -B, -D, -E und -F war in Atemwegsepithellssl durch mikrobielle Stimuli nicht
induzierbar. Eine gleichzeitige Stimulation von Wigegsepithelzellen mR. aeruginosa und
IL-17C fuhrte zu einer synergistisch gesteigertatz&ndungsreaktion. Silencing von IL-17C
in Atemwegsepithelzellen mit small interfering RNiArte bei bakterieller Infektion hingegen
zu einer verminderten Entztindungsreaktion. Ziganestuch unterdriickte die Expression und
Abgabe von IL-17C durch humane Atemwegsepithelmelle vitro und in den oberen
Atemwegen von Mausen.

Die vorliegende Arbeit zeigt also zusammengefadass IL-17C bei mikrobieller Infektion
angeborene Immunmechanismen in Atemwegsepithalzellermittelt und akute
Rauchexposition die IL-17C Expression hemmt.
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IL-17 C is a Mediator of Respiratory Epithelial Innate Immune Response

The IL-17 family of cytokines consists of at least members (IL-17A to IL17-F). IL-17
cytokines directly activate target cells througffedtent members of the IL-7 receptor family
(IL-17RA to IL17-RE). IL17-A/F released by immunells lead to an increased expression of
inflammatory mediators and antimicrobial factors.

Recent studies show that IL-17C is expressed hel cells of the intestine and skin and
mediates the innate immune response there in acring manner.

It was the purpose of this study to examine theresgion of IL-17 family members in
respiratory epithelial cells and their biologicatigity during bacterial infection.

IL7-C could be detected in human bronchial epitiekells of patients affected by
inflammatory diseases like chronic obstructive putary disease and cystic fibrosis. It could
be shown that the stimulation of humane bronchighelial cells with bacterial pathogens,
such a$>seudomonas aer uginosa undHaemophilusinfluenza, leads to the increased expression
and release of IL-17C. This expression and reledde-17C was also induced by specific
ligands of Toll-like receptors 3 (poly (I:C) andMagellin). The expression of IL-17A, -B, -D,
-E and -F was not induced by bacterial stimuli mman bronchial epithelial cells. The
simultaneous stimulation of respiratory epitheladlls with P. aeruginosa and IL-17C
enhanced synergistic inflammatory responses ofiraspy epithelial cells. Silencing of IL-
17C in respiratory epithelial cells with small irftging RNA resulted in decreased
inflammatory response due to bacterial infectiourtfrermore, it could be demonstrated that
cigarette smoke suppressed the expression andseelgfalL-17C by human respiratory
epithelial cellan vitro and upper airways of mice.

This study shows that IL-17C mediates innate imnmas@onse in respiratory epithelial cells

during bacterial infection and that urgent expositio smoke inhibits the expression of IL-17C.
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2. Einleitung

Bakterielle Infektionen des Respirationstrakts gehtézu den weit verbreiteten Ursachen
todlicher Krankheitsverlaufe in der industrialisear Welt [21, 51]. Selbst bei
Immunkompetenten sind Infektionen des oberen Ratspmstrakts weit verbreitet. Unter den
Todesursachen nehmen die Infektionserkrankungenudessen Respirationstrakts und die
COPD (chronic obstructive pulmonary disease) wattwehrende Positionen ein [63].
Insbesondere bei Kindern unter 5 Jahren stelleteataspiratorische Infektionen eine der
haufigen Todesursachen dar [62, 64]. Zwar wird @@molRteil dieser Todesfalle in
Entwicklungslandern  beobachtet, jedoch rangierenkteb@lle Infektionen des
Respirationstrakts auch in der industrialisiertealWinter den Hauptursachen fur Krankheit
und Tod [21, 51]. Somit wird deutlich, dass die digmte Erforschung der
Infektionserkrankungen des Respirationstrakts wereérd Abwehr durch das angeborene und
adaptive Immunsystem von weltweit héchster Relevstrund von zentraler Bedeutung fiir die

Ableitung effektiver Therapieansatze.

2.1 Das angeborene Immunsystem

Das Immunsystem des Menschen ist ein System alenwaterschiedlichen zellularen und
l6slichen Komponenten, die der Abwehr unterschobdlier Mikroorganismen wie
beispielsweise Bakterien, Viren und Pilzen dienicig ist in diesem Zusammenhang, dass
das Immunsystem korperfremde Zellen beziehungswgise#e wie Mikroorganismen und
deren Produkte erkennt und von korpereigenen Zelaterscheiden kann [37]. Die
Immunantwort kann in eine humorale, durch l6sligtmenponenten und eine zelluléare, durch
Zellen des Immunsystems vermittelte, unterteiltdeer AuRerdem kann die Immunantwort in
eine angeborene, zum Zeitpunkt der Geburt bereilisausgepréagte und eine adaptive, im
Laufe der Entwicklung des Individuums lernfahigedudamit selbst einer Entwicklung
unterworfene Form unterschieden werden [37].

Angeborene Immunmechanismen verschiedener Zellyeresidente Alveolarmakrophagen
und neutrophile Granulozyten sind notwendig, umLdiege frei von Pathogenen zu halten und
die Dbakterielle Kolonisation der oberen Atemwege zkontrollieren. Auch
Atemwegsepithelzellen sind zentrale Bestandteilesel funktionellen Netzwerkes aus

angeborenen Immunmechanismen. Professionelle Imeflanz  sind wie
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Atemwegsepithelzellen in der Lage, Mikroben dirékter pattern-recognition Rezeptoren
(PPRs) zu erkennen und diese durch die Expresgioimflammatorischer Zytokine und
antimikrobieller Peptide zu bekampfen [18, 24].

Antimikrobielle Peptide werden von Atemwegsepitlielem auf die epithelialen Oberflachen
des Respirationstrakts abgegeben und schitzenwieseikrobiellen Infektionen [54]. Auch
mechanische Komponenten sind als Teil des angedoiemmunsystems bei der Abwehr von
Mikroorganismen im Respirationstrakt von Bedeutu8qg. bilden sekretorische Zellen des
Trachea auskleidenden Epithels Muzine, welche Wdsisden, um als Schleim Pathogene
Uber die Bewegung des Flimmerepithels abzutrangpent und schliel3lich aus der Lunge zu
entfernen [1]. Dies geschieht, indem die im Schigiebundenen Pathogene zum Rachen
transportiert, verschluckt und schliel3lich durch Bliagensaure abgetotet werden.

2.2 Toll-like Rezeptoren

Ein weiterer fundamentaler Bestandteil des angelmordmmunsystems sind die pattern-
recognition Rezeptoren. Die Toll-like Rezeptoreh{§) gehoéren zu der gréReren Gruppe der
PRRs. PRRs erkennen eine Vielzahl unterschiedli€tathogene anhand charakteristischer
Merkmale. Diese Merkmale werden als pathogen-aatastimolecular patterns (PAMPS)
bezeichnet. Namensgeber fur die Toll-like Rezeptase der Toll Rezeptor der Fruchtfliege.
TOLL spielt eine Rolle in der embryonalen Entwiakduder Fruchtfliege, vermittelt aber auch
eine durch Pilzinfektionen ausgeldste angeboremeunneaktion dieser Insekten. Die Toll-like
Rezeptoren werden dartber hinaus zu der groRerérRkzeptor Familie gezahlt. Mit diesen
haben sie eine zytoplasmatische TIR-Domane (TellR.homology domain) gemeinsam,
unterscheiden sich jedoch von ihnen, indem sieileeiche Wiederholungen (leucine-rich
repeat-Doméane, LRR-Domane) in ihrer extrazellulaReygion aufweisen. Mit der LRR-
Domane sind die TLRs in der Lage, eine Reihe uctezdlicher Pathogene zu erkennen,
obwohl diese Region in ihrem eigenen Aufbau stamslerviert ist [2]. TLRs spielen auch eine
wichtige Rolle fur die Funktion des adaptiven Immeystems. So sind heutzutage viele
Wechselwirkungen zwischen dem angeborenen undiadapmmunsystem bekannt [38].
Insgesamt sind bis heute 13 TLRs bei Sdugetiereleekt worden. Von diesen expremiert der
Mensch TLR 1 bis 10 (Abbildung 1) und die Maus TILRis 9 und TLR-11 bis 13 [26, 38].
Ein Teil der TLRs finden sich auf der Plasmameml§iidrR-1, -2, -5 und -6) und ein Teil auf
der Membran von Endosomen (TLR-3, -7, -8, -9 urid -12 und -13). TLR-4 und TLR-10
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bilden in diesem Zusammenhang eine Ausnahme, dém4Tfindet sich sowohl auf der
Plasmamembran als auch auf der Membran von Endosontkdie Lokalisation von TLR-10
in der Zelle ist bis heute unbekannt [38, 53, 68].

Alle vom Menschen expremierten TLRs, mit Ausnahrma YLR3 und TLR 10, aktivieren
MyD88 (myeloid differentiation primary response genEine Aktivierung der TLRs, deren
Signalwege tUber MyD88 verlaufen, fihrt letztlichr #xpression von proinflammatorischen
Genen, wie TNETumor Nekrose Faktor), IL# IL-6 und CXCL8 (chemokine (C-X-C motif)
ligand) [42]. TLR-4 erkennt Lipopolysaccharide (DR@d aktiviert einen MyD88- abhéngigen
und einen MyD88-unabhangigen Signalweg, wobei dgD88-unabhangige Signalweg Uber
TRIF (TIR-domain-containing adapter-inducing ineedn{$) verlauft. Erst kommt es auf der
Plasmamembran zur Aktivierung des MyD88 abhéngigBignalwegs und nach
Internalisierung von TLR-4 und Transport zum Endogar Aktivierung des TRIF abhangigen
Signalwegs [26]. TLR-5 wird durch bakterielles Fddo aktiviert und aktiviert ausschlief3lich
den MyD88 abhangigen Signalweg. Der Signalweg vbR3 verlauft hingegen Uber einen
MyD88 unabhangigen Signalweg. Dieser verlauft UliRh-, IKK-¢ (IxB kinase) und TBK1
(Tank-binding kinase )nd fuhrt Gber die Aktivierung von IRF3 (interfercegulatory factor)
bespielsweise zur Produktion von Typ | Interferofi€&MN) und inflammatorischen Zytokinen
[2, 42].
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Toll-like Ligand Herkunft des Lokalisation des Aktivierte
Rezeptoren Liganden Rezeptors Signalwege
TLR-1 Triacyl-Lipopeptide Gram-positive Plasmamembran MyD88/ MAL
Bakterien Gram-
negative Bakterien
TLR-2 Lipoprotein Gram-positive Plasmamembran MyD88/ MAL
) Bakterien Gram-
Peptidoglykan ]
negative Bakterien
Lipoteichnonséaure
TLR-3 Doppelstrangige RNA Viren Endosom TRIF
TLR-4 Lipopolysaccharid Gram negative Plasmamembran/ | MyD88/ TRIF/
Bakterien TRAM
Endosom
TLR-5 Flagellin Bakterien Plasmamembran MyD88
TLR-6 Diacyl-Lipopeptide Gram-positive Plasmamembran MyD88/MAL
) . . Bakterien Gram-
Lipoteichnonséure ) )
negative Bakterien
TLR-7 Einzelstrangige RNA Viren Endosom MyD88
TLR-8 Einzelstrangige RNA Viren Endosom MyD88
TLR-9 CpG-haltige DNA Bakterien und Endosom MyD88
Viren
TLR-10 Unbekannt L. monocytogenes | intrazellular Unbekannt
TLR-11 Profilin Parasiten Endosom MyD88
Bakterielle RNA Bakterien
TLR-12 Profilin Parasiten Endosom MyD88
Bakterielle RNA Bakterien
TLR-13 Bakterielle RNA Bakterien Endosom MyD88

Abbildung 1: Toll-like Rezeptoren

Quellen: [2, 383, 68]
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2.3 Zytokine/ Interleukine

Zytokine sind kleine Signalpeptide, welche der &lgansduktion zwischen Zellen dienen und
ein Gewicht von 8 bis 30 - 40 kDa besitzen [8,3¢ kénnen parakrin auf der Ursprungszelle
benachbarter Zellen, autokrin auf die Ursprungszaliriick oder endokrin Gber das Blut auf
weiter entfernte Zellen wirken [8]. Unter dem Béigder Zytokine werden eine ganze Reihe
unterschiedlicher Mediatoren zusammengefasst. Dgeladren Chemokine, Interferone,
Interleukine (IL), Lymphokine und Tumor Nekrose Eakn. Bis heute sind mehr als 80
Zytokine bekannt und es werden laufend neue Zytokimdeckt [8]. Zytokine unterscheiden
sich von Hormonen hauptséchlich dadurch, dasseletzton spezialisierten Driisenzellen
gebildet werden und Zytokine im Prinzip von allegriéhaltigen Zelltypen gebildet werden
kbénnen [8, 9]. Besonders starke Produzenten vorokihwn sind dabei Makrophagen,
Endothel- und Epithelzellen [8].

Ein Teil der Zytokine wird als Interleukine bezeneh. Der Name Interleukin rtihrt von der
Erkenntnis, dass es Peptide gibt, die von Leukozyebildet werden und auf andere
Leukozyten als Zielzellen wirken. Diese bis heutitige, historische Bezeichnung fur diese
Zytokine basiert also auf der Uberholten Ansiclassdinterleukine nur zwischen Leukozyten
wirken. Inzwischen ist bekannt, dass viele Intéderea auch von anderen Zellen als Leukozyten
gebildet werden und diese auch h&aufig auf andeit/@en als Leukozyten wirken [8].
Zytokine sind bedeutsam fir Immunantworten, welchech Infektionen, Trauma und
Entzindungen ausgelost werden wund vermitteln rewidahe Effekte, welche
proinflammatorisch oder anti-inflammatorisch seinbnken. Dazu gehoéren Fieber,
Entzindungsreaktionen, Gewebezerstérung, Schock sagér Tod als mogliche Folge
proinflammatorischer Zytokine wie beispielsweisellloder TNF.

Zu den proinflammatorischen Zytokinen gehdren IUE81 und TNF. IL-8 lockt neutrophile
Granulozyten chemotaktisch an und bringt sie zugr®eulation. Zur Aufgabe von IL-1 und
TNF gehort die Induktion der Expression von Adhésioolekilen, welche die Adhasion von
Leukozyten ermdoglichen. IL-1 fuhrt unter anderem werstarkten Transkription von COX-2
(Cyclooxygenase-2) und damit zu einer erh6hten Memy PGE (Prostaglandin g, welches
zu Fieber, Kopfschmerzen, Myalgie und ArthralgibrtilL-1 verstarkt weiterhin die Bildung
antimikrobieller Peptide sowie Entziindungsmediatofnti-inflammatorische Zytokine wie
IL-4, IL-10, IL-13 und TGFp (transforming growth factor beta) supprimieren Bigression
von IL-1 und TNF [9].
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2.4 Antimikrobielle Peptide

Einen weiteren wichtigen Bestandteil der angeborémenunantwort des Menschen stellen die
antimikrobiellen Peptide dar. Antimikrobielle Pej#i finden sich hauptsachlich auf
epithelialen Oberflachen. Sie stammen entweder digkter Bildung der entsprechenden
Epithelzellen oder aus den Speichern mobiler ziekehder Zellen, wie zum Beispiel
Granulozyten und Monozyten [23]. Die beiden wicktesn Gruppen der antimikrobiellen
Peptide des Menschen sind die Defensine und dieeli@dine [15]. Zu den antimikrobiellen
Peptiden zahlen aber auch Lysozym und Lactofexfon humanen Atemwegsepithelzellen
werden Defensine, Lysozym und Lactoferrin in denapithelialen Oberflachen auskleidenden
Flussigkeitsfilm abgegeben [5]. Antimikrobielle RBep werden konstitutiv, also stetig, oder
als Reaktion auf Mikroorganismen beziehungsweiskedgane gebildet [23]. Das Abtdten von
Bakterien durch antimikrobielle Peptide geschiaherhalb weniger Minuten und im Falle von
Defensinen und Cathelicidinen durch Bildung vondnoin der Zellmembran. Hierdurch
kommt es zur Depolarisation und schlie3lich zumtalien des entsprechenden Organismus
[18, 23].

Defensine sind kleine antimikrobielle Peptide niitee Gré3e von 3 bis 5 kDA, welche durch
einep-Faltblattstruktur mit drei Disulfidbriicken chareksiert sind [15, 16, 18]. Die humanen
Defensine (HD) kdnnen in zwei grol3e Gruppen untemerden, diea-Defensine und dig-
Defensine [15, 23Ja-Defensine haben eine GrofRe von 29-35 Aminosaundrfinden sich in
gro3er Haufigkeit in intrazellularen Granula [18Jon den humaner-Defensinen sind bis
heute sechs Mitglieder entdeckt worden. HNP 1 kisufnan neutrophil peptide) und HD-5
und HD-6. HNP 1 bis 4 werden hauptséachlich vonnoghilen Granulozyten, Monozyten und
Lymphozyten und HD-5 und HD-6 hauptséchlich von d@larellen des Magen-Darmtraktes
expremiert [18]. Die Expression von HNP-1 bis ohlgf konsekutiv und ihre antimikrobielle
Aktivitat umfasst grampositive Bakterien, gramnégaBakterien und Viren [16B-Defensine
haben eine Groéf3e von 36 - 42 Aminoséauren [18, Bi8]heute sind 28 Gene, welche flir
Defensine codieren, entdeckt worden, von denerebislr wenige genauer untersucht worden
sind [18]. Die Defensine werden als prepro-Defemsmebildet, aus denen erst nach
proteolytischer Reifung die antimikrobiell aktiv@®efensine entstehen, welche dann von der
entsprechenden Zelle an ihre Umgebung abgegeben ind&ranula von neutrophilen
Granulozyten gespeichert werden [18]. Die am best@rschten menschlichghDefensine
sind hBD (human beta-defensin) 1 bis 4 [18]. Dieseden hauptsachlich von Epithelzellen
des oberen Respirationstrakts und des Darms geHide 18, 23]. hBD-1 ist ein 36-
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aminosaurengrol3es Peptid, welches konstitutiv esspeise vom Epithel der Niere und der
Lunge gebildet wird. Sein antimikrobielles Wirkusgektrum ist sehr breit [16, 23]. Im
Gegensatz zu hBD-1 lasst sich die Expression voR-BB-3 und -4 beispielsweise durch
Stimulation mit P. aeruginosa (Pa), LPS, TNFe, Sreptococcus pneumoniae und IL-1B
induzieren [16, 18]. hBD-2 ist ein 41-aminosaurexfigs Peptid, das im Epithel der Haut und
der Trachea gebildet wird. Es wirkt stark gegereruginosa undCandida albicans, aber nur
schwach gege&taphylococcus aureus. Insgesamt ist auch das Wirkungsspektrum von hBD-2
sehr breit [16, 23]. Im Falle von hBD-2 ist nachgesen, dass seine Expression in
respiratorischem Atemwegsepithel Uber einen WBF{nuclear factor 'kappa-light-chain-
enhancer' of activated B-cells) abhangigen Signglwee€olgt. Cathelicidine werden als
Propeptide in den Granula neutrophiler Granulozygespeichert und bei Aktivierung der
neurophilen Granulozyten proteolytisch in das akantimikrobielle Peptid umgewandelt [16,
23]. Die Cathelicidine haben alle ein sehr starkdavviertes N-terminales Propeptidsegment
gemeinsam. Cathelicidine bestehen aus circa 10thédséuren und &hneln in ihrer Sequenz
dem Protein Cathelin, wovon sich der Name dieséimérobiellen Peptide ableitet [23].
Cathelicidine besitzen eine-helikale Struktur und sind kationisch [22]. Dasnfane
Cathelicidin besteht aus 37 Aminosauren und wirch vaeutrophilen Granulozyten,
respiratorischem Atemwegsepithelzellen und Keratyten gebildet [23]. Den Defensinen und
Cathelicidinen ist gemeinsam, dass ihr antimikridseWirkungsspektrum sehr breit ist und
dass sie chemotaktisch auf eine Reihe von Immlameelirken [22].

Lysozym ist ein Protein, was dig-1,4-glykosidischen Bindungen zwischen N-
Acetylmuraminsaure- und N-AcetylglucosaminresterPeptidoglykanen spaltet und somit
gegen grampositive Bakterien wirkt [42]. Lactofanst ein Protein, dass in die Atemwege der
Lunge abgegeben wird und das bakterielle Wachstodelt, indem es zum einen Eisen bindet
und zum anderen direkt antimikrobielle Effekte d&ig42].

Antimikrobielle Peptide haben aber nicht nur dieekbtétende Wirkung auf Mikroorganismen,
sondern vermitteln auch indirekte proinflammatdiesc Effekte und chemotaktische
Eigenschaften. So fuihrt zum Beispiel bei KeratinemyhBD-2, -3 und -4 zu einer verstarkten
Expression von typischen proinflammatorischen latéinen, wie IL-6, IL-10 und IFN-[18],
hBD-1 zur chemotaktischen Anziehung von Monozytewd hBD-3 und -4 zu einer
chemotaktischen Anziehung von Mastzellen [18].
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2.5 IL-17 Zytokinfamilie

Fast zwanzig Jahre bestand die allgemeine Annatiass, sich sowohl die T-Helferzellen als
auch die Interleukine lediglich in zwei Unterkatega einteilen lassen, respektive T-
Helferzellen-1 (F-1) und T-Helferzellen-2 ({2) und Th-1- und Ts-2-Interleukine.
Mittlerweile ist bekannt, dass es noch weitere tkagorien von T-Helferzellen als auch eine
ganze Reihe weiterer Interleukine gibt, die nichtliese Einteilung passen. Im Folgenden soll
die IL-17 Zytokinfamilie genauer charakterisiertraen.

IL-17A wurde als erstes Mitglied der IL-17 Zytokarhilie durch ein subtraktives
Hybridisierungsscreening in einer T-Zell Bibliothgkn Nagetieren entdeckt. In der Folge
fuhrte eine genomische Sequenzierung zur Entdeckureg Reihe von IL-17A Homologen,
die spater als IL-17B, -C, -D, -E und -F bezeichweirden, sodass bis heute diese sechs
Zytokine bekannt sind [14, 39, 40, 55].

Alle IL-17 Zytokine teilen eine konservierte Seqaexm Carboxylende und verfiigen Uber flunf
Cysteinreste, Uber die eine Dimerisierung zu Homeden erfolgen kann, wobei IL-17A und
F zuséatzlich Heterodimere miteinander bilden kondé.

IL-17A und -F sind nicht nur die als erste entdeoktsondern auch die am besten erforschten
IL-17 Zytokine. IL-17A und IL-17F vermitteln Immutéit gegentber extrazellularer
bakterieller Pathogene [17, 35, 40, 56, 67, 70k dibt drei Formen in denen IL-17A/F
vorkommt: Zum einen als Homodimere, bestehend swes Kolekilen IL-17A oder zwei
Molekilen IL-17F und zum anderen als Heterodimeie aus je einem IL-17A und einem IL-
17F Molekil bestehen. IL-17A und IL-17F werden \ativierten CD4 Memory-T-Zellen
(cluster of differentiation), CD8T-Zellen, y3T-Zellen und iNKT-Zellen (invariant natural
killer T-cells) freigesetzt und wirken auf Epithellen, Fibroblasten, Endothelzellen,
Chondrozyten und Adipozyten. Bei diesen fuhrenzsieeiner Ausschuttung von zahlreichen
inflammatorischen Mediatoren und antimikrobiellepBden wie CXCL1, CXCL8, CXCL10,
TNF-a, IL-1, IL-6, G-CSF (granulocyte-colony stimulatirfgctor), M-CSF (macrophage-
colony stimulating factor), Muzinerg-Defensinen, S100 A7 bis 9, SAA, MMP1 (Matrix-
Metalloprotease) und RANKL (receptor activator df-NB Ligand) [25, 31, 39, 40, 69]. Es
sind auch eine Reihe synergistischer Effekte vodaLmit anderen Entziindungsmediatoren
beschrieben. IL-17A und -F wirken beispielsweisesaznmen mit TNFe und IL-18
synergistisch auf die Ausschittung proinflammatires Zytokine durch Epithelzellen und
Fibroblasten [40]. Damit sind IL-17A und -F mal3gebl an der Aktivierung der

Immunmechanismen ihrer Zielzellen beteiligt. DiellZ-abhangige Immunantwort ist bei der
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Abwehr von bakteriellen Infektionen und Pilzinfekien von Bedeutung. So wurde
beispielsweise gezeigt, dass eine Hemmung von A_dlifch Antikdrper zu einer Verstarkung
einerPneumocystiscarinii Infektion fihrte und eine durch Adenovireninfektioervorgerufene
Uberexpression von IL-17A Mause vor einer letalessi® vonC. albicans schiitzen konnte
[39]. Ein Fehlen von IL-17A bei einer dextran stuBadium (DSS)-induzierten Kolitis fuhrt zu
einer Verschlimmerung des Krankheitsbildes [46]b&aibt in Bezug auf die nachgeschaltete
Genaktivierung das IL-17A Homodimer den starkstéakE, das Heterodimer aus IL-17A und
IL-17F einen mittelmaRig starken Effekt und das t@dimer bestehend aus zwei IL-17F
Molekilen den schwachsten Effekt aus [40, 46]. NAYermittelt dartber hinaus eine wichtige
Rolle in der Erhaltung der Barrierefunktion desmapithels, indem es die Synthese des tight-
junction Proteins Claudin erhéht [40]. Fur IL-17Adi-F sind aber auch negative Effekte fur
die Homoostase des Organismus beschrieben worderistSeine unkontrollierte 1L-17
Immunreaktion an einer Reihe von Autoimmunerkramgamwie beispielsweise Psoriasis,
rheumatoider Arthritis, multipler Sklerose und amsch-entztndlicher Darmerkrankungen
beteiligt [40, 46]. Es ist auch eine BeteiligungnviL-17A bei atherosklerose-assoziierten
Erkrankungen beschrieben. So wurde IL-17A in T-&ellwelche aus atherosklerotischen
Plaques gewonnen wurden, nachgewiesen und beinfgttienit akutem Koronarsyndrom
fanden sich erhohte Werte von-I7-Zellen im Blut [39].

Momentan werden eine Reihe von Studien durchgefdietden therapeutischen Nutzen der
Neutralisation von IL-17A bei Autoimmunerkrankungamtersuchen [39].

Eine Expression von IL-17B wurde in ChondrozyteeuMnen, Pankreas, Darm, Magen und
Hoden nachgewiesen [39, 47]. Es wurde beobachast die Expression von IL-17B durch
proinflammatorische Stimuli beeinflusst wird und gekehrt IL-17B die Expression von
proinflammatorischen Zytokinen auslost. So fandh sieispielsweise eine Expression von IL-
17B in Chondrozyten, welche aus den Pfoten von Elaggewonnen wurden, bei denen zuvor
eine kollageninduzierte Arthritis ausgelést wurdgs][ Dartber hinaus fand sich bei
Stimulation von Monozyten und Fibroblasten mit [ZBLeine verstarkte Expression von TNF-
a und IL-1B. Weiterhin flhrte eine Stimulation von Myofibrobtan mit IL-17B zu einer
verstarkten Ausschittung von IL-6, -8, LIF (leukanmhibitory factor) und MMP-3 [39]. In
einer Studie wurde gezeigt, dass IL-17B die ZelkiaAdhasion, die zellulare Migration
humaner Endothelzellen und die Angiogenese nebaginflusst [47].

Uber IL-17C ist bekannt, dass es hauptsachlich lduEpithelzellen als Reaktion auf
Stimulation mit Bakterien und TLR-2-, TLR-4- und RE5-Agonisten expremiert wird [40, 44,

46]. So konnte gezeigt werden, dass murine Koldhelzellen verstarkt IL-17C expremieren,
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wenn sie mit Flagellin (TLR-5 Ligand) stimuliert veken [39, 46] und humane Keratinozyten
und murine Kolonepithelzellen verstarkt IL-17C I&imulation mit TNFe expremieren [39,
46]. Die Steigerung der Expression von IL-17C geddhalso sowohl Uber einen MyD88
abhangigen Signalweg als auch tber inflammatorisébeiatoren wie zum Beispiel TNé&-
IL-17C findet sich im Lungengewebe von MausenMgtoplasma pneumoniae Infektion und

in der Haut von Patienten mit Psoriasis Lasionegr dafektion mit S aureus [39]. In einem
Psoriasismodell konnte nachgewiesen werden, dagd¥ @ oder IL-17RE defiziente Mause
eine geringere Aktivitat der Psoriasis, gemessen dan Proliferationsrate und der
Leukozyteninfiltration, zeigten [40]. Wie oben biselr IL-17B beschrieben l6ste auch eine
Stimulation von Myofibroblasten mit IL-17C eine s#irkte Ausschuttung von IL-6, -8, LIF
und MMP-3 aus [39]. Weiterhin zeigte eine Studiassleine Stimulation von THP-1 Zellen
(eine humane Monozytenzellline) mit IL-17C zu eidaisschittung von TNF und ILBIfGhrt
[32]. Des Weiteren flihrte, wie auch schon fur ILAlleschrieben, ein Fehlen von IL-17C bei
einer DSS-induzierten Kolitis zu einer Verschlimomey der Erkrankung [40, 46]. In einer
kurzlich veroffentlichten Studie wurde gezeigt,sldis17C in epidermalen Keratinozyten und
im Darmepithel angeborene epitheliale Immunmecmagisin einer autokrinen und parakrinen
Art und Weise aktiviert [46]. Damit ist gemeint,sgalL-17C von Epithelzellen beispielsweise
als Reaktion auf Pathogene ausgeschuttet wird ieseslIL-17C in der Folge sowohl die Zelle
selbst, als auch der Ursprungszelle benachbartthdipellen aktiviert. Diese aktivierten
Epithelzellen expremieren dann wiederum ihrerseststarkt proinflammatorische Zytokine
und antimikrobielle Peptide. Somit bewirkt IL-17€d3ss es bei Kontakt von Epithelzellen mit
Bakterien zu einer raschen Aktivierung einer groBemge benachbarter Epithelzellen kommt
und in der Folge zu einer gemeinsamen, hoch eWektiAktivierung des angeborenen
Immunsystems und der Ausschuttung proinflammatbeiscytokine und antimikrobieller
Faktoren [40]. Es existieren auch Untersuchungemenen gezeigt wurde, dass IL-17C als
Reaktion auf Stimulation miTitrobacter rodentium von CECs (circulating endothelial cells)
ausgeschuttet wird und das IL-17C mit IL-22 zweeisynergistisch verstarkten Expression der
fur antimikrobielle Peptide codierenden mRNA (mesge RNA) S100A8, S100A9, Redill
und Reglly (regenerating islet-derived protein) durch CEQstf{65]. Darliber hinaus wurde
gezeigt, dass TNF, ILfL IL-17A und IL-17F in der Lage sind, die Expressioon IL-17C
durch CECs und SW480 Zellen (Kolonkarzinomzellljrea erhéhen [55]. IL-17C spielt auch
eine Rolle bei multipler Sklerose. So zeigte sicleinem Mausmodell fur multiple Sklerose,
dass IL-17C Knockout Mause eine schwacher ausgepaagoimmune Enzephalomyelitis als

die Kontrolimause zeigten [40]. Die bisherigen Erkimisse tUber das Vorkommen des IL-17C
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beschrankten sich also bis auf wenige Ausnahmen Epithelzellen des Colons und
Keratinozyten. Nur wenige Arbeiten beschreibensdasl7C auch durch Epithelzellen der
Lunge expremiert wird und die Arbeiten, die siclt diesem Thema beschéftigen, tun dies nur
am Rande. Deshalb war es ein wichtiger und logis8leéritt, die Expression von IL-17C in
der Lunge und im Speziellen durch Atemwegsepithielzegenauer zu untersuchen und zu
charakterisieren. Aus diesem Grund widmet sich ediBektorarbeit insbesondere dieser
Aufgabe.

Von IL-17D ist berichtet worden, dass die Stimwativon Myofibroblasten mit IL-17D zu
einer Ausschittung von IL-6, IL-8, LIF und MMP-3hii [3]. Aul3erdem, dass humanes IL-
17D mit FGFRL1 (fibroblast growth factor receptarjeragiert und dartber die FGF (fibroblast
growth factor) abhangige Proliferation und die Aldrung von ERK (extracellular signal-
regulated kinase) unterdricken kann, wobei dergeiMechanismus nicht geklart ist [14].
IL-17E, auch als IL-25 bezeichnet, wird von Epittetlen und einer Reihe von Immunzellen,
wie zum Beispiel Alveolarmakrophagen, EosinophilBasophilen und Mastzellen gebildet
[14]. IL-17E unterscheidet sich in seiner Struldon starksten von allen IL-17 Zytokinen und
besitzt nur 25-35% Strukturgleichheit mit den aedeilL-17 Zytokinen [39]. IL-17E fuhrt zu
einer Ausschuittung derqd2 Zytokine, IL-4, -5, -9 und -13 durch die Ziells#l [40]. IL-17E
wird durch Epithelzellen als Reaktion auf eine Esipon gegeniiber Parasiten, Viren, Pilzen
und Proteaseallergenen ausgeschiittet [40]. Interegsveise hemmt IL-17E die Entwicklung
von Ty-17 Zellen, indem es die Expression von IL-13 dutehdritische Zellen induziert und
die Produktion von IL-23 durch Makrophagen hemmdt, [A0]. Au3erdem reguliert IL-17E die
Produktion von IL-17A und -F durch Leukozyten hderr{40]. Es ist beschrieben, dass eine
Infektion von M&usen mit NematodeNdcardia brasiliensis) zu einer Expression von IL-17E
im Gastrointestinaltrakt fuhrt. Eine Infektion miigpergillus fumigatus fihrt ebenso wie eine
Exposition gegenuber Protease-Allergenen bezielwgige Ovalbumin zu einer verstarkten
Expression von IL-17E in der Lunge [39]. Bei Mausemeugt eine Uberexpression von IL-
17E durch leberspezifische Promotoren eine erhodmzahl von Eosinophilen und
Neutrophilen und erhéht die Werte von IgE, IgA, Ig@nmunoglobuline) undd-2 Zytokinen

im Blut [39]. In der Lunge verstarkt IL-17E allesghe Atemwegsentziindungen indem es
verstarkt H-2 Signalwege aktiviert [40, 57]. Es ist weiterhbeschrieben, dass eine
Uberexpression von IL-17E zur Entwicklung einerpagohen Dermatitis beitragt [40]. Durch
knockout von IL-17E bei Mausen verlieren diese tMéglichkeit, die Wurmbefall zu
eradizieren [39]. Im Darmgewebe von Patienten mibgisch entztindlicher Darmerkrankung

ist die Expression von IL-17E herunterreguliert][39
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2.6 IL-17 Rezeptorfamilie

Eine Reihe von Strukturmerkmalen wird von allenllL-Rezeptoren geteilt. So besitzen alle
IL-17 Rezeptoren eine Transmembrandomane, einazetluléare Fibronectin Ill-like Domane
und eine zytoplasmatische SEFIR-Doméane (similaresgion to FGF receptor /IL-17R). lhre
GrolR3e liegt zwischen 499 - 866 Aminosauren [14¢ Bamilie der IL-17 Rezeptoren besteht
aus funf Untereinheiten: IL-17A bis -E, welche sih Heteromultimeren zusammensetzen,
um ihre Liganden zu binden [14, 55] (AbbildungR&m Rezeptorbestandteil IL-17RA kommt
eine besondere Stellung unter den IL-17 Rezeptereimheiten zu, weil er am Aufbau der
meisten, vielleicht sogar am Aufbau aller IL-17 Bgtoren, beteiligt ist. Nachgewiesen ist eine
Beteiligung von IL-17RA an der Detektion der Ingrkine IL-17A, -C, -E und -F [40]
(Abbildung 2). Der IL-17RA Rezeptor wird ubiquitéxpremiert [14, 59].

IL-17A, -F oder -A/F binden an einen Rezeptorkomplgelcher aus den Untereinheiten IL-
17RA und -RC besteht [14, 39, 40, 55]. Dieser veitd vielen Zelltypen wie zum Beispiel
Epithelzellen, Fibroblasten, Endothelzellen, Choagiten und Adipozyten expremiert [40,
46]. Die genaue Zusammensetzung dieses Rezeptokkoespist nicht bekannt. Native
Gelanalysen mit IL-17RC zeigen aber, dass sichReézeptorkomplex zur Detektion von IL-
17A, -F und -A/F aus zwei IL-17RA Untereinheiterduginer IL-17RC Untereinheit zu einem
trimeren Komplex zusammensetzen konnte [14]. Det1RC Rezeptor wurde durch Suche
nach IL-17RA ahnlichen Molekllen in EST (expressasjuence tag) Datenbanken von
Saugetieren gefunden [14]. Der IL-17RC Rezeptod werstéarkt in der Prostata, Leber, Niere,
Schilddriise und in Gelenken expremiert [14]. Daeggizaverden konnte, dass IL-17RC starker
an IL-17F als an IL-17A bindet, ist es denkbarsdaswebe, die starker IL-17RC expremieren,
starker auf IL-17F reagieren als auf IL-17A [14pMDL-17RC Rezeptor enthalt wie alle IL-17
Rezeptoren eine SEFIR-Domaéne, aber keine TILL (TKBR{oop) -Doméane, welche sich nur
als Bestandteil des IL-17RA Rezeptor findet.

An den IL-17RB Rezeptor binden IL-17B und IL-17Ebf#ldung 2). Wiedie genaue
Zusammenstellung des Rezeptorkomplexes tUber déiBLdetektiert wird, ist nicht bekannt.
Es ist aber sehr wahrscheinlich, dass IL-17RA amhAufbau eines Rezeptorkomplexes mit
IL-17RB zur Detektion von IL-17B beteiligt ist [140]. IL-17RB wird von Gewebe der Nieren,
der Leber, der Lunge, des Knocheng;2TZellen, Fibroblasten und basophilen Granulozyten
expremiert [14, 39]. Im Gegensatz zum IL-17RA Réaepesitzt der IL-17RB Rezeptor ein
zytoplasmatisches TRAF6 (TNF receptor associatetdfaBindungsmotiv und wie alle IL-17
Rezeptoren eine SEFIR- Doméane, uUber die es ACTiivéor 1) binden kann [14].
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IL-17C wird Uber einen heterodimeren Rezeptorkompbestehend aus den Bestandteilen IL-
17 RA und IL-17RE detektiert [40, 46, 55] (Abbildy2). Der IL-17RE Rezeptor wird beim
Menschen vorwiegend im Epithel des Kolons und dautHexpremiert und bei Mausen im
Epithel von Kolon, Haut, Trachea und Lunge [46,. %5he Co-Expression von IL-17RA und
-RE fand sich beim Menschen in Keratinozyten untbKepithelzellen [46].

Uber welchen Rezeptor oder Rezeptorkomplex IL-1&®@ktiert wird, ist bis heute unbekannt
[14, 39, 40, 55]. IL-17E bindet an einen heterodeneRezeptorkomplex bestehend aus IL-
17RA und IL-17RB [14, 39, 40] . Dieser heterodimBezeptorkomplex wird auf einer Reihe
von Immunzellen des angeborenen und adaptiven Iraystems, wie zum Beispiel CD4+-
Th2-Zellen und #-9 Zellen, Fibroblasten, basophile Granulozyten,kidphagen, ILC2
Lymphozyten und iNK T-Zellen expremiert [39, 40].

Der IL-17RD Rezeptor scheint ein sehr frih in deolbtion entstandener Rezeptor zu sein, da
er in Meerneunaugen, Froschen u@henorhabditis elegans vorkommt. Er scheint
ursprunglich eine Funktion in der Ontogenese géispiehaben und zeigt damit neben der
gemeinsamen Induktion der Expression proinflamnetber Zytokine eine weitere
interessante Parallele zwischen den Toll-like Re@ep und den IL-17 Rezeptoren auf, denn
auch die Toll-like Rezeptoren spielen eine Rollader Ontogenese bei der Festlegung der
dorsoventralen Polaritat in der Entwicklung von &ophila. Der IL-17RD Rezeptor kommt auf
Endothel- und Epithelzellen vor [39]. Bis heute ksin Ligand fur den IL-17RD Rezeptor
gefunden worden. IL-17RD kann mit IL-17RA und ILRD interagieren, wobei die
physiologische Bedeutung dieser Beobachtungen mogéklart ist [14].
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Abbildung modifiziert nach [14, 40]

Abbildung 2: Ubersicht der IL-17 Rezeptoren mit denentsprechenden Liganden:

Die sechs bis heute bekannten IL-17-Zytokine IL-17B, -C, -D, -E und -F binden an

unterschiedliche IL-17 Rezeptor-Multimere, welches aen funf bis heute bekannten IL-17
Rezeptoren IL-17RA, -RB, -RC, -RD und -RE bestelkerl7RA ist am Aufbau der meisten

IL-17 Rezeptoren, vielleicht sogar am Aufbau allerl7 Rezeptoren beteiligt. Der IL-17

Rezeptor, welcher IL-17A, IL-17F und IL-17A/F detiekt, hat wahrscheinlich einen trimeren
Aufbau, bestehend aus zwei IL-17RA Rezeptoren umehelL-17RC Rezeptor. IL-17B bindet

an den IL-17RB Rezeptor. Welcher weitere RezeptorAaifbau des Rezeptormultimers zur
Detektion von IL-17RB beteiligt ist, ist bis heutebekannt. IL-17C bindet an einen
heterodimeren Rezeptorkomplex aus IL-17RA und IRE7Wie der IL-17 Rezeptor, tiber den
IL-17D detektiert wird, aufgebaut ist, ist bis heutinbekannt. IL-17E wird Uber einen
heterodimeren Rezeptorkomplex bestehend aus IL-1dRd\ IL-17RB detektiert. Welches

Interleukin an den IL-17RD Rezeptor bindet, isthesite ebenfalls unbekannt.
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2.7 Signalwege der IL-17 Zytokinfamilie

Aktivierung des IL-17RA Rezeptors fiihrt zur Geneegmion proinflammatorischer Zytokine
und antimikrobieller Peptide. IL-17A aktiviert NEB Uber einen Signalweg, der sich von den
durch TLR und IL-1R aktivierten Signalwegen untéesdet. IL-17A induziert die Expression
von kBC und es ist daher wahrscheinlich, da€dllan der IL-17A induzierten Genexpression
beteiligt ist. kB( ist ein positiver Regulator der Transkription @&R und IL-1R Signalwege.
In der zytoplasmatischen Region von IL-17RA findieth eine konservierte Region, die alle
IL-17 Rezeptoren teilen. Diese Doméane ahnelt iarthAufbau der TIR-Domane der Toll-like
Rezeptoren und wird SEFIR-Doméne genannt. Dariioexubl findet sich innerhalb des IL-
17RA Rezeptors eine innerhalb der IL-17 Rezeptatfaminzigartige Domane, die TILL-
Domane genannt wird und deren Funktion bis heubekannt ist. MAglicherweise dient die
TILL-Domane der Interaktion mit einem bisher unbahkin Signalmolekdil. In der Folge der
Aktivierung von IL-17RA wird unter anderem ACT-1takert (Abbildung 3). ACT-1 verflugt
Uber ein TRAF6 Bindungsmotiv, Uber welches es TRAHBAF3 und TAK1 (transforming
growth factor beta-activated kinase 1) binden Kddn 45]. IL-17A fuhrt zu einer Aktivierung
einer Reihe von MAP-Kinase (mitogen activated pnjt8ignalwegen. Als Reaktion auf eine
Stimulation von humanen Atemwegsepithelzellen il TA kommt es beispielsweise zur
Phosphorylierung von ERK und p38, wobei ERK am stiaten und starksten aktiviert wird
[30, 31] (Abbildung 3). In der Folge der Aktiviergimieser MAP-Kinasen kommt es zu einer
Stabilisierung der mRNA-Transkripte der durch ILAlinduzierten Gene. Dies geschieht zum
Beispiel durch Phosphorylierung und damit der HemgnunRNA destabilisierender Proteine
wie TTP (tristetraprolin). AufRerdem fihrt IL-17A rzdnduktion der Expression der
Transkriptionsfaktoren C/EBPund C/EBB (CCAAT/enhancer-binding protein) [14] .

In einer Studie ist gezeigt worden, dass die d&timulation von Atemwegsepithelzellen mit
IL-17A ausgeloste hBD-2 Expression nicht nur dwgitte Aktivierung des NkB Signalweges
stattfindet, sondern auch durch Aktivierung ein®K-JJanus Kinase) abhangigen Signalweges
[25].

Uber IL-17RD weiR man weder, welcher Ligand anbimdet, noch welche Signalwege genau
durch ihn aktiviert werden. Studien haben gezelgss der humane IL-17RD Rezeptor eine
FGF abhangige Aktivierung von ERK und eine FGF mdrte Proliferation hemmen kann. Bei
IL-17RD von Mausen konnte gezeigt werden, dass7RD mit TAK1 interagiert und den
MKK4-JNK (mitogen-activated protein kinase kinase-dun N-terminal kinase) Signalweg
aktiviert [14].
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IL-17C vermittelt Uber die Aktivierung des hetenodiren IL-17RA /-17RE Rezeptors die
Aktivierung von NFxB und MAPK (mitogen-activated protein kinase) Sigregen. Die
Aktivierung des NF<B Signalwegs geschieht durch Phosphorylierung dekBlUntereinheit
p65 und des NkB inhibitors kBa und die Aktivierung der MAP-Kinase Signalwege durc
Phosphorylierung von p38, ERK und JNK [55] (Abbihgs3).

Rezeptormotive IL-17RA

Proximale Adapter ACT1

{41

Transkriptionsfaktoren NF-«kBE>»C/EBPB/6  MAPK

Chemokine
Genprodukte ZLytokine
Anti-inflammatorische Gene

Abbildung modifiziert nach [14]

Abbildung 3: Signalwege des IL-17RA Rezeptors:

Der am besten erforschte IL-17 Rezeptor ist det1RA Rezeptor. Aktivierung von IL-17RA
fuhrt Gber ACT-1 zur Aktivierung unterschiedlichBranskriptionsfaktoren. Dazu zéhlen NF-
kB, C/EBP und -8 und MAP-Kinasen wie P38, JNK und ERK. Uber diese
Transkriptionsfaktoren kommt es dann wiederum zuan$kription von Chemokinen,

Zytokinen und anti-inflammatorischen Genen.
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2.8 Ziel dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, die Expression und Alggatber IL-17-Zytokinfamilie in
Atemwegsepithelzellen als Reaktion auf die Stimafamit unterschiedlichen Bakterien und
mikrobiellen Pathogenen zu charakterisieren. Auh Wntersuchung der Expression der
spezifischen Rezeptoren fur IL-17C IL-17RE und IRA durch Atemwegsepithelzellen war
Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Von besonddrg@eresse war dariber hinaus die
Untersuchung des kirzlich fur epidermale Keratiteayund Darmepithel beschriebenen
autokrinen Mechanismus, durch welchen angeborentheéple Immunmechanismen als
Reaktion auf bakterielle Pathogene autokrin vekstderden. Weiterhin wurde der Einfluss
akuter Rauchexposition auf die Expression von IGI@ vitro und in vivo und auf die
Expression IL-Gn vitro untersucht. Zu guter Letzt wurde die Beteiligurog VL-17C an der
Entzindungsreaktion im  Atemwegsepithel von  Patrentemit  chronischen

Lungenerkrankungen untersucht.
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3. Material und Methoden

3.1 Zellkultur

Die Kultivierung der Calu-3 Zellen (cultured humamway epithelial cells) wurde mit
DMEM/F12 (Dulbecco's Modifizierte Medien, Life Tewblogies, Germany) Medium
durchgefuhrt, welchem 10 % FCS (fetal calf seruife Technologies, Germany), 1001U/ml
Penicillin G (Life Technologies, Germany) und 100/rhl Streptomycinsulphat (Life
Technologies, Germany) zugesetzt wurde. Sie wuadéri2-Well-Platten (Greiner Bio-One,
Germany) bei 37°C inkubiert und das Medium alleiZliame gewechselt, bis sie sich auf eine
Konfluenz von ca. 70 — 90 % geteilt hatten, umisgtich fur die entsprechenden Experimente
genutzt zu werden. Die primdren humanen Atemwetisspellen wurden von funf
individuellen Patienten gewonnen, welche aufgrumese Bronchialkarzinoms in der Herz-
Thorax-Chirurgie der Universitatsklinik des Saades operiert wurden. Zuvor wurde von
diesen ihre informierte Einwilligung eingeholt udds Protokoll durch das Ethikkomitee der
Universitatsklinik des Saarlandes genehmigt. DideAewurden von den grof3en oberen
Atemwegen isoliert und kultiviert wie bereits beseben [52]. Die primaren
Atemwegsepithelzellen wurden mit Epithelial Cell o&th Medium mit zugegebenem
Supplement Pack (PromoCell, Germany) kultiviert; A2-Well-Platten ausgesat, bei 37°C
inkubiert und alle zwei Tage das Medium gewechsgdtsie sich bis auf eine Konfluenz von
ca. 70 — 90 % geteilt hatten, um schlie3lich fig eihtsprechenden Experimente genutzt zu
werden. Da Einfliisse von Zytotoxizitat ausgesctdnsserden sollten, wurde diese durch ein
LDH-Cytotoxity Assay Kit (Laktat-Dehydrogenase, Ame, UK) bestimmt, welches nach den
Herstellerangaben benutzt wurde (Abcam, Germany).

Zigarettenrauchextrakt (CSE) wurde wie folgt hetgits Der Rauch von zwei 3R4F
Referenzzigaretten (College of Agriculture, RefeeerCigarette Program, University of
Kentucky, Lexington, USA) wurde durch 20 ml PBS dpphate-buffered saline) in einer
Geschwindigkeit von 2 Zigaretten innerhalb von thiden gesprudelt. Um die gewiinschte
Konzentration fir die durchgefihrten Experimente ethalten, wurde das CSE in
Kulturmedium 1:100 verdinnt und danach unverzugiebraucht. Die auf Transwelleinlagen
(Corning, USA) kultivierten Calu-3 Zellen wurdeir 6 Minuten volativem Rauch ausgesetzt,

wie zuvor beschrieben [10].
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3.2 Bakterienstamme und bakterielle Produkte

Fur die durchgefihrten Experimente wurden folgeBa&terienstdimme verwendet: DEr
aeruginosa Stamm PAO1H. influenzae (Hi; Typ B) und ein Patientenisolat eines nichthed
bestimmterH. influenzae (NTHi). DerP. aeruginosa-Stamm PAO1 wurde Uber Nacht bei 37°C
auf LB (lysogeny broth) Agar-Platten inkubiert, adchsten Tag erneut in LB-Medium fur 2 -
4 Stunden bei 37°C inkubiert und schlieBlich mitSPBLife Technologies, Germany)
gewaschen und in PBS resuspendiert. Die bditlénfluenzae Stamme wurden tGber Nacht bei
37°C auf Chocolate Agar-Platten bei 5 % CO2-Gelbealt Luft im Brutschrank wachsen
gelassen, um am nachsten Tag direkt von den Pléitedie Experimente entnommen zu
werden. Es wurden jeweils passende Verdinnungegedtisrt, um die bakteriellen Titer, mit
denen gearbeitet wurde, zu bestimmen. Fir die Gekudforexperimente wurden
hitzeinaktivierte Bakterien verwendet. Dafur wurdsea fir 10 Minuten auf 95°C erhitzt und
danach bis zur Verwendung bei -80°C eingefroreer.Calu-3- und HBECs (human bronchial
epithelial cells) wurden also mit hitzeinaktiviertBakterien und bakteriellen Faktoren, gelost
im entsprechenden Kulturmedium, versetzt. Die Bsqugllen der verwendeten bakteriellen
Faktoren sind folgende: poly (I:C) (polyinosinichpoytidylic acid) und Flagellin (Invitrogen,
Frankreich) und IL-17C (R&D, USA).

3.3 RNA Isolation und qRT-PCR

Die Gesamt-RNA der untersuchten Zellen wurde gerkidistellerangaben mit dem
NucleoSpin RNA 11 Kit (Machery-Nagel, Germany) igot. Danach wurde 1ug der isolierten
Gesamt-RNA mit dem RevertAid First Strand cDNA (g@ementary DNA) Synthesis Kit
(Thermo Scientific, Germany) gemal den Herstelgahen revers zu cDNA transkribiert. Die
gRT-PCRs (quantitative real-time polymerase chamaction) wurden mit einem
Reaktionsansatz durchgefiihrt, welcher den SensiWBR & Fluorescin Kit (Bioline,
Germany) enthielt. Als Gerat wurde der iCycler @ad Laboratorys, Germany) mit einem
zwei Stufen Protokoll verwendet (15sec bei 95°C/séb bei 60°C). Um die Spezifitat der
Amplifikationen zu kontrollieren, wurden Schmelzkananalysen und Gelelektrophoresen
durchgefuhrt. Als Analyseverfahren der gRT-PCR Ratal bediente man sich danCT-
Methode [43]. Als interner Standard wurfiéActin zur Normalisierung der mRNA Menge
benutzt. Folgende Primersequenzen wurden einge$gtctin: 5-AGA GCT ACG AGC
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TGC CTG AC-3' (forward), 5-AGC ACT GTG TTG GCG TAG-3' (reverse); hlL-17B: 5'-
CAA CTT GCA GCT GTG GAT GT -3' (forward), 5'- ACAGA ACC TGG CTG AAC AC
-3' (reverse); hIL-17D: 5'- GGG CCA ATT TGT GGT TABA-3' (forward), 5- GCC TCC
AGA TTG ATC TCT GC -3' (reverse); hiL-17E: 5'- CG2CC AGA TTA GGT GAG GA -3'
(forward), 5- TCC ATC TTC ACT GGC CCT AC -3 (rase); mGAPDH: 5-
TGTGTCCGTCGTGGATCTGA -3' (forward), 5'- CCT GCT TGACA CCT TCT TGA -3'
(reverse). h/mIL-17C, IL-17RA und IL-17RE TagMan THRCRs wurden durchgefiihrt wie

zuvor beschrieben [4, 14]. Alle Primer wurden voatlbion (Germany) bezogen.

3.4 Bestimmung der Zytokinkonzentrationen

Zur Bestimmung der Konzentrationen der inflammatdren Zytokine IL-17A/F, IL-17C und

IL-6 wurden enzyme-linked immunosorbent assays $&)Idurchgefihrt. Als Reader wurde
ein Tecan Ultra 384 ELISA Reader und als Softwaeg®lan (Tecan, Germany) verwendet.
Die ELISA-Kits wurden von R&D (USA) bezogen und haten Anweisungen des Herstellers

benutzt.

3.5 siRNA Experimente

Bei den siRNA (small interfering RNA) Experimentevurden Calu-3 Zellen mit siRNA
spezifisch fur IL-17C (50nM, Santa Cruz Biotechmgyp USA) unter Zuhilfenahme von
Lipofectamine RNAIMAX Transfectionsreagent (Qiag&ermany) transfiziert. Es wurden
Kontrollen gebildet, indem Calu-3 Zellen mit 50 nispezifischer Kontroll-siRNA transfiziert
wurden. Dann wurden die Zellen tber Nacht in DMEMZAMedium ohne FBS (fetal bovine
serum) und Antibiotika inkubiert und am nachsterg Tavei Stunden mit oder ohrfe
aeruginosa behandelt. Nach zweimaligem waschen (PBS) wurdevéitere 24 Stunden mit
frischem DEMEM/F12 ohne FBS inkubiert. SchlieBlebrden die Uberstande gewonnen und

bei -80°C eingefroren.
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3.6 Westernblot

Die HBECs wurden fir 72 Stunden mit oder olfa@eruginosa inkubiert, danach mit RIPA
(radioimmunoprecipitation assay)-Buffer versetztd uachlie3lich mit Protease-Inhibitor
(Roche, Swiss) lysiert. Die totalen Proteinkonzatinen wurden mit dem Pierce BCA Protein
Assay Kit (Thermo Scientific) bestimmt, um eine &#ling mit &quivalenten Proteinenmengen
zu gewahrleisten. Die Proteine wurden durch ein i$@% Polyacrylamidgel separiert und
danach auf eine Nitocellulosemembran (Biorad, Gagnhaansferiert. Der IL-17RA Rezeptor
wurde mit einem polyklonalen Antikdrper von der gaedetektiert, welcher von R&D (USA)
bezogen wurde und der IL-17RE Rezeptor mit einetgkpamalen Antikrper vom Hasen,
welcher von Proteintech (UK) bezogen wurde. Alsuselare Antikdrper wurden HRP-
Konjugierte Esel Anti-Ziege und Esel Anti-Hase-Aattiper verwendet, welche beide von

Santa Cruz Biotechnology (USA) bezogen wurden.

3.7 Mausexperimente

Weibliche C57BL/6N Mause wurden unter pathogenfrddedingungen gehalten und alle
Tierexperimente wurden durch das Landesamt furafesi Gesundheit und Verbraucherschutz
des Saarlandes entsprechend der nationalen Riehtkor Behandlung von Tieren tiberwacht.
Um die IL-17C Expression in den Lungen als Reaktaui eine bakterielle Infektion zu
bestimmen, wurden die Mause leicht mit einer irgrapnealen Injektion von 2,6 Milligramm
Ketaminhydrochlorid (Ketanest; Pfizer, Germany) @nt8 Milligramm Xylazinhydrochlorid
(Ropun; Bayer, Germany) pro Maus betaubt und damachitzeinaktivierten Bakterien gelost
in PBS oder nur PBS als Kontrolle intranasal imfiziZum Ende der bakteriellen Stimulation
wurden die Tiere euthanasiert und die Lungen alai®n der RNA entfernt. In einem anderen
Experiment wurden die Mause in einer Plexiglas Bwmarettenrauch exponiert (CS, 3R4F
Referenzzigaretten). Die Rauchkonzentration irBiberbetrug zwischen 400 - 500 mg/msP
(total suspended particles). Nach der finalen Rexgbsition wurden die oberen Atemwege
der Mause mit Bakterien infiziert, wie zuvor besehen [6]. In Kirze, die Mause wurden ohne
Betaubung mit 10 ul einer Losung intranasal inaktiliwvelche mit PBS gewascheBakterien

in der mittleren Log-Phase enthielten. Nach deektbn wurden die Mause getttet, die
Trachea kanuliert und 400 ml PBS instilliert. AenhdNasen wurde Spulflissigkeit entnommen

um die Anzahl der lebenden Bakterien als CFU (opltorming units) mittels einer auf
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Chocolate-Agar ausplattierten Verdinnungsreihe estitmmen. Die RNA des die oberen
Atemwege auskleidenden Gewebes wurde gewonnemindge zuvor beschrieben [6], 400 ul
Lysepuffer (Macherey-Nagel, Deutschland) institlieurde.

3.8 Immunohistochemie

Bronchialgewebe wurde von Patienten gewonnen, ufigrand einer Lungentransplantation
(Patienten mit Zystischer Fibrose oder COPD), eitesektion eines Bronchialkarzinoms oder
eines Asperilloms operiert wurden. Die Patienten@@PD und Zystischer Fibrose hatten zum
Zeitpunkt der Transplantation keine akute infeldidsxazerbation. Das Protokoll ist vom
Ethikkomitee des Universitatsklinikums des Saarendienehmigt worden und von den
Patienten wurde informierte Einwilligung eingehdlie Gewebeproben wurden in Paraffin
eingebettet und immunhistochemisch gefarbt, wierzbeschrieben [6]. IL-17C (R&D) wurde

mit primaren Antikérpern 1:50 verdinnt in PBS (BS(pH 7,2), 0.1% bovine serum albumin)
detektiert, wobei dazu ein biotinylierter sekundakatikorper (Dako, Denmark) gefolgt von

einem avidin-horseradish peroxidase reagent (EaNiSystem (AEC), DAKO, Denmark)

eingesetzt wurde.

3.9 Statistische Analysen

Die Werte sind als Durchschnittswerte + Standdnéfeangegeben. Die Gruppen wurden
mittels T-Test (two-sided), Mann-Whitney rank sumsioder ANOVA verglichen, wenn es
sich um Experimente mit mehr als zwei Subgruppewmléle. Post hoc range Tests wurden mit
einem two sided T-Test mit Bonferroni Anpassungctigefiihrt. Die Ergebnisse wurden als
signifikant angesehen, wenn p < 0.05. Alle statt$ten Tests wurden mit der Software Prism
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) durchgefihr
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3.10 Stimulationsversuche

Auswirkung bakterieller Infektion und Stimulation mit TLR-Liganden auf die
Ausschittung und Expression von IL-17C durch primae humane Atemwegsepithelzellen
Primare humane Atemwegsepithelzellen wurden jevii@ilfolgende Zeitrdume mit Bakterien
beziehungsweise bakteriellen oder viralen Pathagsthmuliert. Einmal wurde fir 4 Stunden
mit 10/ CFU/ml P. aeruginosa und einmal mit 1mg/ml Flagellin inokuliert. Des W&ien
wurden primare humane Atemwegsepithelzellen jevesiial fiir 24 Stunden mit 1CFU/m

P. aeruginosa, mit 1mg/ml Flagellin oder mit 1mg/ml poly (l:Chakuliert. Dartber hinaus
wurden primare humane Atemwegsepithelzellen fis#iden mit 1DCFU/mIH. influenzae
inokuliert. Als Kontrollen dienten jeweils primédneimane Atemwegsepithelzellen, die fur die
entsprechenden Zeitraume nur mit Epithelial Cellodh Medium mit zugegebenem
Supplement Pack (PromoCell, Germany) ohne entspneleh Bakterien oder bakterielle
Faktoren inokuliert wurden. Nach Ablauf der entspenden Stimulationszeitrdume wurde die
Konzentration von IL-17C in den Uberstanden mitEEl$SA bestimmt.

In einem weiteren Versuch wurden primare humanenitegsepithelzellen jeweils einmal fir
4 Stunden mit 10CFU/mI P. aeruginosa, mit 1mg/ml Flagellin oder mit 1mg/ml poly (I:C)
inokuliert und einmal fiir 24 Stunden mit"AOFU/mIP. aeruginosa, mit 1mg/ml Flagellin oder
mit 1mg/ml poly (I:C). Als Kontrollen dienten wiedejeweils primare humane
Atemwegsepithelzellen, die fur die entsprechendeitralime nur mit Epithelial Cell Growth
Medium mit zugegebenem Supplement Pack (Promo@Gakmany) ohne entsprechende
Bakterien oder bakterielle Faktoren inokuliert wemd Nach Ablauf der entsprechenden
Stimulationszeitrdume wurde die epitheliale RNAi&® und durch quantitative RT-PCR die
Induktion von IL-17C bestimmit.

Auswirkung bakterieller Infektion auf die Ausschittung von IL-17C durch die
Tumorzelllinie Calu-3

Zellen der Tumorzelllinie Calu-3 wurden jeweils mia fiir 4 Stunden mit YOCFU/ml P.
aeruginosa und fiir 4 Stunden mit 2@CFU/mIH. influenzae inokuliert. Als Kontrollen dienten
jeweils Zellen der Tumorzelllinie Calu-3, die fiur Stunden nur mit DMEM/F12 (Life
Technologies, Germany) Medium ohne entsprechendegeBan inokuliert wurden. Nach
Ablauf der entsprechenden Stimulationszeitraumelevdie Konzentration von IL-17C in den
Uberstanden mittels ELISA bestimmt.
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Untersuchung der Expression und Induktion der sechbekannten IL-17 Zytokine durch
primare humane Atemwegsepithelzellen und Calu-3 Z&n

Primare humane Atemwegsepithelzellen wurden jevegilmal fir 24 Stunden mit 1ICFU/ml

P. aeruginosa, poly (I:C) (1ug/ml) oder Flagellin (1pug/ml) stihmert. Zellen der Tumorzelllinie
Calu-3 wurden einmal fiir 24 Stunden mif BFU/mIP. aeruginosa stimuliert. Als Kontrollen
dienten im Falle der primaren humanen Atemwegselaiéien Zellen, die fir 24 Stunden nur
mit Epithelial Cell Growth Medium mit zugegebeneapglement Pack (PromoCell, Germany)
ohne entsprechende Bakterien oder bakterielle Faktimokuliert wurden und im Falle von
Zellen der Tumorzelllinie Calu-3 Zellen, die fur Stunden nur mit DMEM/F12 (Life
Technologies, Germany) Medium ohne entsprechenddeBan inokuliert wurden. Im
Anschluss wurden zum einen die Uberstande aufriipeechenden ELISA aufgetragen und
zum anderen die epitheliale RNA isoliert. Daraufimvarde die Induktion der entsprechenden
Zytokine durch quantitative qRT—PCR und die Aussitim@y der entsprechenden Zytokine
mittels ELISA bestimmt.

Untersuchung der Expression der Rezeptoren IL-17RAund IL-17RE durch primare
humane Atemwegsepithelzellen mittels gqRT-PCR und W&ternblot

In einem Versuch wurden primare humane Atemwedselgitllen fir 24 Stunden mit 10
CFU/ml P. aeruginosa stimuliert. Als Kontrollen dienten primére humane
Atemwegsepithelzellen, die fir 24 Stunden oRnaeruginosa, nur mit Epithelial Cell Growth
Medium mit zugegebenem Supplement Pack (PromoGeltmany) inokuliert wurden. Im
Anschluss wurde die Expression der Rezeptoren IRATNnd —RE durch qRT-PCR bestimmt.
In einem weiteren Versuch wurden primére humanenegsepithelzellen fir 72 Stunden mit
10° CFU/ml P. aeruginosa stimuliert. Als Kontrollen dienten primare humane
Atemwegsepithelzellen, die fur 72 Stunden nur nyititelial Cell Growth Medium mit
zugegebenem Supplement Pack (PromoCell, GermangRolaer uginosa inokuliert wurden.
Im Anschluss wurde die Expression von IL- 17RA Uhdl7RE mittels Westernblot, wie
weiter oben beschrieben, bestimmit.

Daruiber hinaus wurde auch ein Versuch mit Calu{8#eainternommen, bei dem Zellen der
Tumorzelllinie Calu-3 fir 24 Stunden mit A4OFU/mI P. aeruginosa stimuliert wurden. Als
Kontrollen dienten Zellen der Tumorzelllinie CalueBe fur 24 Stunden nur mit DMEM/F12
(Life Technologies, Germany) Medium ohReaeruginosa inokuliert wurden. Im Anschluss
wurde die Expression von IL- 17RA mittels gRT-PCéstimmit.
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Auswirkung serieller Stimulation primarer humaner Atemwegsepithelzellen mit
Bakterien und IL-17A/F auf die Ausschittung von IL-8

Primare humane Atemwegsepithelzellen wurden eidiinal6 Stunden mit 10 x I@CFU/m

P. aeruginosa inkubiert, danach mit frischem Medium gewascheéir, Z4 Stunden ruhen
gelassen und erneut 16 Stunden unter Zugabe vaimelipi Cell Growth Medium mit
zugegebenem Supplement Pack (PromoCell, Germakybigrt. In einem weiteren Ansatz
wurden primare humane Atemwegsepithelzellen fuiS@hden mit Epithelial Cell Growth
Medium mit zugegebenem Supplement Pack (PromoGamany) ohneP. aeruginosa
inkubiert, danach mit frischem Medium gewaschemn, 24 Stunden ruhen gelassen und im
Anschluss an die Ruhephase erneut 16 StundenZugebe von 50 ng/ml IL-17A/F inkubiert.
In wieder einem anderen Ansatz wurden primare hemaremwegsepithelzellen flur 76
Stunden mit 10 x TOCFU/ml P. aeruginosa inkubiert, danach mit frischem Medium
gewaschen, fur 24 Stunden ruhen gelassen und efesiluinden unter Zugabe von 50 ng/ml
IL-17A/F inkubiert. Als Kontrollen dienten primaheimane Atemwegsepithelzellen, die fir 76
Stunden nur mit Epithelial Cell Growth Medium miugegebenem Supplement Pack
(PromoCell, Germany) ohne. aeruginosa inkubiert wurden, danach mit frischem Medium
gewaschen wurden, fiir 24 Stunden ruhen gelassetewund im Anschluss an die Ruhephase
erneut fur 16 Stunden nur mit Epithelial Cell Grovidledium mit zugegebenem Supplement
Pack (PromoCell, Germany) ohne IL-17A/F inkubietrden.

Nach Ablauf der entsprechenden Stimulationszeitgiwmrde die Konzentration von IL-8 in

den Uberstanden mittels ELISA bestimmt.

Auswirkung serieller Stimulation primarer humaner Atemwegsepithelzellen mit
Bakterien und IL-17A/F auf die Ausschttung von IL-6

Primare humane Atemwegsepithelzellen wurden eirdiimal6 Stunden mit 10 x I&CFU/m
P. aeruginosa inkubiert, danach mit frischem Medium gewascheir, 24 Stunden ruhen
gelassen und erneut 16 Stunden unter Zugabe vaimeligl Cell Growth Medium mit
zugegebenem Supplement Pack (PromoCell, Germakybigrt. In einem weiteren Ansatz
wurden primare humane Atemwegsepithelzellen fuiS@hden mit Epithelial Cell Growth
Medium mit zugegebenem Supplement Pack (PromoGaimany) ohneP. aeruginosa
inkubiert, danach mit frischem Medium gewaschemn,Z4i Stunden ruhen gelassen und im
Anschluss an die Ruhephase erneut 16 StundenZugeabe von 50 ng/ml IL-17A/F inkubiert.
In wieder einem anderen Ansatz wurden priméare hematemwegsepithelzellen fir 76

Stunden mit 10 x TOCFU/ml P. aeruginosa inkubiert, danach mit frischem Medium
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gewaschen, fur 24 Stunden ruhen gelassen und efesilunden unter Zugabe von 50 ng/ml
IL-17A/F inkubiert. Als Kontrollen dienten primaheimane Atemwegsepithelzellen, die fir 76
Stunden nur mit Epithelial Cell Growth Medium miugegebenem Supplement Pack
(PromoCell, Germany) ohne. aeruginosa inkubiert wurden, danach mit frischem Medium
gewaschen wurden, fiir 24 Stunden ruhen gelassetewund im Anschluss an die Ruhephase
erneut fur 16 Stunden nur mit Epithelial Cell Grovidledium mit zugegebenem Supplement
Pack (PromoCell, Germany) ohne IL-17A/F inkubierturden. Nach Ablauf der
entsprechenden Stimulationszeitraume wurde die &umnation von IL-6 in den Uberstanden
mittels ELISA bestimmit.

Auswirkung simultaner Stimulation primarer humaner Atemwegsepithelzellen mit
Bakterien und IL-17A/F auf die Ausschttung von IL-6

Primare humane Atemwegsepithelzellen wurden jevesiimal fiir 72 Stunden mit 10 x 10
CFU/mI P. aeruginosa, 10 ng/ml IL-17A/F oder 10 x YOCFU/ml P. aeruginosa zusammen
mit 10 ng/ml IL-17A/F inkubiert. Als Kontrollen dmren primare humane
Atemwegsepithelzellen, die fur 72 Stunden nur nyititelial Cell Growth Medium mit
zugegebenem Supplement Pack (PromoCell, Germamg Bhaeruginosa oder IL-17A/F
inokuliert wurden. Im Anschluss wurde die Konzetitravon IL-6 in den Uberstanden mittels
ELISA bestimmt.

Auswirkung simultaner Stimulation primarer humaner Atemwegsepithelzellen mit
Bakterien und IL-17C auf die Ausschittung von IL-6

Primare humane Atemwegsepithelzellen wurden jevegilmal fur 24 Stunden mit 0.5 x 10
CFU/mIP. aeruginosa, 50 ng ml IL-17C oder 0.5 x I@FU/mIP. aeruginosa zusammen mit
50 ng/ml IL-17C inkubiert. Als Kontrollen dientemmimare humane Atemwegsepithelzellen,
die fur 24 Stunden nur mit Epithelial Cell Growtretum mit zugegebenem Supplement Pack
(PromoCell, Germany) ohnk. aeruginosa oder IL-17C inokuliert wurden. Im Anschluss

wurde die Konzentration von IL-6 in den Uberstandetiels ELISA bestimmit.

Auswirkung simultaner Stimulation primarer humaner Atemwegsepithelzellen mit
Bakterien und IL-17C auf die Expression von hBD-2

Primare humane Atemwegsepithelzellen wurden jewesiisnal fir 24 Stunden mit 5 x 10
CFU/mI P. aeruginosa, 50 ng/ml IL-17C oder 5 x IGCFU/mIP. aeruginosa zusammen mit

50 ng/ml IL-17C inkubiert. Als Kontrollen dientemmimare humane Atemwegsepithelzellen,
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die fur 24 Stunden nur mit Epithelial Cell Growtretum mit zugegebenem Supplement Pack
(PromoCell, Germany) ohnk. aeruginosa oder IL-17C inokuliert wurden. Im Anschluss
wurde die Expression von hBD-2 mittels gRT-PCR ib@sit.

Auswirkung der Suppression von IL-17C durch siRNA af die Ausschittung von IL-17C
durch Zellen der Tumorzelllinie Calu-3

Zellen der Tumorzelllinie Calu-3 Zellen wurden jelsesinmal fur 24 Stunden mit 50 nM
unspezifischer Kontroll-siRNA, 50 nM unspezifischéontroll-siRNA und 16 CFU /ml P.
aeruginosa, 50nM spezifischer siRNA fir IL-17C oder 50nM siiszher siRNA fir IL-17C
und 10 CFU/mIP. aeruginosa inkubiert. Im Anschluss wurde die Ausschuttung Wori7C
in den Uberstanden mittels ELISA bestimmt.

Auswirkung der Suppression von IL-17C durch siRNA af die Ausschittung von IL-6
durch Zellen der Tumorzelllinie Calu-3

Zellen der Tumorzelllinie Calu-3 Zellen wurden jelsesinmal fur 24 Stunden mit 50 nM
unspezifischer Kontroll-siRNA, 50 nM unspezifischéontroll-siRNA und 16 CFU /ml P.
aeruginosa, 50nM spezifischer siRNA fir IL-17C oder 50nM siiszher siRNA fir IL-17C
und 10 CFU/mI P. aeruginosa inkubiert. Im Anschluss wurde die Ausschiittung Woi6 in
den Uberstanden mittels ELISA bestimmt.

Auswirkung der Exposition primarer humaner Atemweg<spithelzellen gegeniuber
Zigarettenrauchextrakt auf die Ausschittung und Expession von IL-17C bei Stimulation
mit P. aeruginosa beziehungsweise poly (I.C)

In einem ersten Versuch wurden primare humane Atgsepithelzellen jeweils einmal flr 6
Stunden mit 1%igem Zigarettenrauchextrakt, ILFU/ml P. aeruginosa oder 1%igem
Zigarettenrauchextrakt zusammen mit’ TIFU/ml P. aeruginosa inkubiert. Als Kontrollen
dienten primare humane Atemwegsepithelzellen, die6f Stunden nur mit Epithelial Cell
Growth Medium mit zugegebenem Supplement Pack (B@mth, Germany) ohneP.
aeruginosa oder Zigarettenrauchextrakt inkubiert wurden. Im sémuss wurde die
Ausschuittung von IL- 17C mittels ELISA bestimmit.

In einem weiteren Versuch wurden primare humanenitegsepithelzellen jeweils einmal fir
24 Stunden gegenuber 1%igem Zigarettenrauchexttakg/ml poly (1:C) oder 1% igem
Zigarettenrauchextrakt zusammen mit 1mg/ml polZ)lexponiert. Als Kontrollen dienten

primare humane Atemwegsepithelzellen, die fur 2&n nur mit Epithelial Cell Growth
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Medium mit zugegebenem Supplement Pack (PromoCeBermany) ohne
Zigarettenrauchextrakt oder poly (1:C) inkubiertrakein. Im Anschluss wurde die Ausschiittung
von IL- 17C mittels ELISA bestimmt.

Dartiber hinaus wurde ein Versuch durchgefuhrt, b##m primdre humane
Atemwegsepithelzellen jeweils einmal fiir 24 Stundgnh10’ CFU/mIP. aeruginosa, 1pg/ml
poly (1:C), 1%igem Zigarettenrauchextrakt, 1%igeigaZettenrauchextrakt zusammen mif 10
CFU/mI P. aeruginosa oder 1%igem Zigarettenrauchextrakt zusammen mitrjygoly (1:C)
inkubiert wurden. Als Kontrollen dienten primarenmane Atemwegsepithelzellen, die fir 24
Stunden nur mit Epithelial Cell Growth Medium miugegebenem Supplement Pack
(PromoCell, Germany) ohne Zigarettenrauchextrasly (i:C) oderP. aeruginosa inkubiert
wurden. Im Anschluss wurde die Expression von IIGIifittels gRT-PCR bestimmit.

Auswirkung der Exposition primarer humaner Atemweg<spithelzellen gegeniuber
Zigarettenrauchextrakt auf die Ausschittung von IL-6 bei Stimulation mit P. aeruginosa
Primare humane Atemwegsepithelzellen wurden jeveiimal fir 24 Stunden mit 1%igem
Zigarettenrauchextrakt, 10CFU/ml P. aeruginosa oder 1%igem Zigarettenrauchextrakt
zusammen mit 7OCFU/mI P. aeruginosa inkubiert. Als Kontrollen dienten priméare humane
Atemwegsepithelzellen, die fir 24 Stunden nur mpitlelial Cell Growth Medium mit
zugegebenem Supplement Pack (PromoCell, Germang)dijarettenrauchextrakt, poly (I:C)
oderP. aeruginosa inkubiert wurden. Im Anschluss wurde die Aussalmigtvon IL-6 mittels
ELISA bestimmit.

Auswirkung der Exposition von Calu-3 Zellen gegentér volatilem Zigarettenrauch auf
die Ausschittung von IL-17C

In Transwells kultivierte Calu-3 Zellen wurden eignm einer Rauchbox fir 5 Minuten direkt
volativem Rauch ausgesetzt und im Anschluss fuS@den apikal nur mit Epithelial Cell
Growth Medium mit zugegebenem Supplement Pack (B@mth, Germany) inkubiert.
AuRRerdem wurden in Transwells kultivierte Calu-3ll&@® einmal 5 Minuten Raumluft
ausgesetzt und danach fiir 24 Stunden apikal MIEEQ/ mI P. aeruginosa infiziert. Weiterhin
wurden in Transwells kultivierte Calu-3 Zellen eianfiir 5 Minuten in einer Rauchbox direkt
volatilem Zigarettenrauch (CS) ausgesetzt und dafiac24 Stunden apikal mit ICFUmI

P. aeruginosa infiziert. Als Kontrollen dienten in Transwells lkwierte Calu-3 Zellen die 5
Minuten Raumluft ausgesetzt und danach fur 24 Smrapikal mit Epithelial Cell Growth
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Medium mit zugegebenem Supplement Pack (Promo@amany) inkubiert wurden.

Anschlie3end wurde die basolaterale Abgabe von7/C-fnittels ELISA bestimmt.
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4. Ergebnisse

4.1 Bakterielle Pathogene induzieren die Expression undusschittung von IL-

17C durch respiratorische Epithelzellen

Atemwegsepithelzellen erkennen virale und baktereathogene mit Hilfe von PRRs wie zum
Beispiel TLRs, was wiederum zur Expression und Ategaerschiedener inflammatorischer
Mediatoren und antimikrobieller Peptide fuhrt. DB#ldung von IL-17 Zytokinen durch
Immunzellen wurde bereits in zahlreichen Studigiersucht [14, 41, 67]. Uber die Expression
der IL-17 Zytokine in Atemwegepithelzellen bei batdkeller und viraler Infektion ist bisher
jedoch wenig bekannt. Um die Expression und Audgsghg von IL-17A bis -F in
Atemwegsepithelzellen zu untersuchen, wurden daf@ére humane Atemwegsepithelzellen
und Zellen der epithelialen Tumorzelllinie Calu-8 bakteriellen Pathogenen, bakteriellen und
viralen Faktoren infiziert. Eine Infektion humané&temwegsepithelzellen mit den.
aeruginosa Stamm PAO1, einem Patientenisolat eines unbekapdé! influenzae (NTHI),
Flagellin (TLRS Ligand) und poly (I:C) (TLR3 Ligapdiihrte zu einer verstarkten Expression
und Abgabe von IL-17C, wie durch ELISA (Abbildung 4nd qRT-PCR (Abbildung 5)
gezeigt. Die Ausschittung von IL-17C in die Ubensiéd primarer humaner
Atemwegsepithelzellen konnte bereits 4 Stunden nadkktion mit P. aeruginosa und
Flagellin nachgewiesen werden. Zu diesem Zeitpkoknhte bei Stimulation mH. influenzae
oder poly (I:C) noch kein IL-17C in den Uberstanderchgewiesen werden. Es zeigte sich,
dass es bei verlangerter, 24 stindiger StimulandrP. aeruginosa und Flagellin zu einer
entsprechend der Dauer der Stimulatipesteigerten Konzentration von IL-17C in den
Uberstanden kam. Bei dieser verlangerten Stimulatidf 24 Stunden konnte schlieRlich auch
mit poly (I:C) eine Ausschittung von IL-17C in deiberstanden nachgewiesen werden. Um
eine Ausschittung von IL-17C in die Uberstande kugtimulation mitH. influenzae zu

erreichen, war eine 48 stiindige Stimulation nétig.
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Abbildung 4: Bakterielle Infektion und TLR-Liganden induzieren die Ausschittung von
IL-17C durch primare humane Atemwegsepithelzellen:

Humane Atemwegsepithelzellen wurden fir die angegeb Zeitraume mit Flagellin (1
mg/ml), poly (I:C) (1 mg/ml)P. aeruginosa (Pa; 10 CFU/mI) oderH. influenzae (Hi; 10°
CFU/mI) inokuliert und die IL-17C Konzentrationen den Uberstanden der Zellen mittels
ELISA bestimmt. Als Kontrollen dienten jeweils piéne humane Atemwegsepithelzellen, die
fur die entsprechenden Zeitrdume nur mit Epithéllall Growth Medium mit zugegebenem
Supplement Pack ohne entsprechende Bakterien aedtegrielle Faktoren inokuliert wurden.
Daten gezeigt als Mittelwerte (tSEM) (standard eofdhe meanin > 4 pro Gruppe; *P, 0.05).

Ubereinstimmend mit den ermittelten Konzentrationevon IL-17C in den
Zellkulturiberstanden konnte bei 4 stiindiger Statiah mitP. aeruginosa, Flagellin oder poly
(I:C) auch eine verstarkte Expression von IL-17CNARmittels semiquantitativer RT-PCR
nachgewiesen werden. Nach 24 stindiger Stimulatiof. aeruginosa oder poly (I:C) zeigte
sich eine in Ubereinstimmung mit den durch ELISAddrenen Daten entsprechend der
verlangerten Dauer der Stimulation gesteigerte &gion der IL-17C mRNA. Bei der langeren
Stimulationsdauer mit Flagellin fir 24 Stunden #eigich eine geringere Expression von IL-
17C als bei der kirzeren Stimulationsdauer faruh&n.
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Abbildung 5: Bakterielle Infektion induziert die Ex pression von IL-17C durch primére
humane Atemwegsepithelzellen:

Primare humane Atemwegsepithelzellen wurden flladgegebenen Zeitrdume mit Flagellin
(1 mg/ml), poly (I:C) (1 mg/ml)P. aeruginosa (Pa; 16 CFU/mI) oderH. influenzae (Hi; 10°
CFU/ml) inokuliert. Danach wurde die epitheliale RNsoliert und durch gRT-PCR die
Induktion von IL-17C bestimmt. Als Kontrollen diemt jeweils priméare humane
Atemwegsepithelzellen, die fir die entsprechendeitralime nur mit Epithelial Cell Growth
Medium mit zugegebenem Supplement Pack ohne entmmde Bakterien oder bakterielle

Faktoren inokuliert wurden. Daten gezeigt als Mierte (tSEM) (n > 4 pro Gruppe; *P, 0.05).

Als nachstes wurde untersucht, ob es auch bei &tilon der Tumorzelllinie Calu-3 mR.
aeruginosa oderH. influenzae (NTHi) zu einer Ausschuttung von IL-17C kommt. Beiden
Bakterienstammen konnte bereits nach 4 stindigeruttion eine verstarkte Ausschuttung

von IL-17C mittels ELISA nachgewiesen werden (Adbilg 6).
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Abbildung 6: Bakterielle Infektion induziert die Au sschittung von IL-17C durch die
epitheliale Tumorzelllinie Calu-3:

Zellen der Tumorzelllinie Calu-3 wurden fiir 4 StendmitP. aeruginosa (Pa; 16 CFU/ml)
beziehungsweisk. influenzae (Hi; 10° CFU/ml) inokuliert und die IL-17C Konzentrationgn
den Uberstanden der Zellen mittels ELISA bestinig.Kontrollen dienten jeweils Zellen der
Tumorzelllinie Calu-3, die fur 4 Stunden nur mit BEM/F12 Medium ohne entsprechende
Bakterien inokuliert wurden. Daten gezeigt als Blifterte (tSEM) (n > 4 pro Gruppe; *P,
0.05).

Des Weiteren wurde die Expression der Ubrigen glMder der IL-17-Familie untersucht.
Dabei zeigte sich, dass IL-17D von humanen Atemegitjselzellen und Calu-3 Zellen
konstitutiv expremiert wird, eine Infektion von prdren humanen Atemwegsepithelzellen mit
P. aeruginosa, poly (I:C) oder Flagellin und eine Infektion v@alu-3 mitP. aeruginosa aber
nicht zu einer weiteren Induktion von IL-17D fuhrizgie Expression von IL-17A, -B, -E und —
F lag bei gleicher Stimulation von primaren humamMgamwegsepithelzellen und Calu-3
Zellen unter der Nachweisgrenze und war dementspretauch nicht induzierbar (Abbildung
7).
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IL-17 Zytokine Calu-3 Atemwegsepithelzellen
expremiert induziert expremiert induziert
IL-17A (1) Nein Nein Nein Nein
IL-17B (2) Nein Nein Nein Nein
IL-17C (1,2) Ja Ja Ja Ja
IL-17D (2) Ja Nein Ja Nein
IL-17E (2) Nein Nein Nein Nein
IL-17F (1) Nein Nein Nein Nein

1= ELISA; 2= gRT-PCR

Abbildung 7: Primare humane Atemwegsepithelzellen nd Calu-3 Zellen expremieren
von den insgesamt sechs bekannten IL-17 ZytokinerunIL-17C und IL-17D, daruber
hinaus induzierbar ist nur IL-17C:

Primare humane Atemwegsepithelzellen wurden fiiSR#den mitP. aeruginosa (Pa; 10
CFU/ml), poly (I:C) (1pg/ml) oder Flagellin (1pug/pdtimuliert. Calu-3 Zellen wurden fur 24
Stunden miP. aeruginosa (Pa; 16 CFU/mI) stimuliert. Im Anschluss wurden die Ubérsie
auf die entsprechenden ELISA aufgetragen, die elmile RNA isoliert und durch gRT-PCR
die Induktion der entsprechenden Zytokine bestimhidg. Kontrollen dienten im Falle der
primaren humanen Atemwegsepithelzellen Zellen fidie24 Stunden nur mit Epithelial Cell
Growth Medium mit zugegebenem Supplement Pack amisprechende Bakterien oder
bakterielle Faktoren inokuliert wurden. Die Zelgr Tumorzelllinie Calu-3 Zellen wurden als

Kontrolle nur mit DMEM/F12 Medium ohne entsprecher@bhkterien inokuliert.

Insgesamt belegen diese Daten, dass IL-17C dageiltitglied der IL-17 Familie ist, das in
humanen Atemwegsepithelzellen durch bakteriellen@tiund spezifische Liganden fur TLRs
induziert werden kann.

Auch im Lungengewebe von Mausen, welche Ritaeruginosa infiziert wurden, wurde die
Expression von IL-17C untersucht. Mittels qRT-PCBnikte gezeigt werden, dass eine
Infektion mit P. aeruginosa zu einer verstarkten Expression von IL-17C im Lemgewebe
fuhrt (Abbildung 8).
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Abbildung 8: IL-17C wird im Lungengewebe von Mausenexpremiert, die mit P.
aeruginosa infiziert wurden:

Die Lungen weiblicher C57BL/6N Mause wurden fur t8r&len mitP. aeruginosa (23 x 10
CFU) gelost in PBS infiziert. Als Kontrollen diemt&ause, die mit reinem PBS scheininfiziert
wurden. Im Anschluss an die Stimulation wurden digngen zur Isolation der RNA
entnommen und die Expression von IL-17C mittels ¢®RJIR bestimmt. Daten gezeigt als
Mittelwerte (tSEM) (n > 4 pro Gruppe; *P, 0.05).
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4.2 Atemwegsepithelzellen expremieren die IL-17C Rezepten IL-17RA und IL-
17RE

IL-17C wird durch einen dimeren Rezeptorkomplex@ders Rezeptoren IL-17RA und IL-17RE
erkannt. Die beiden Rezeptoren konnten in prim&renanen Atemwegsepithelzellen mittels
gRT-PCR (Abbildung 9) und Western Blot Analyse (Atfbng 10) nachgewiesen werden. In
Calu-3 Zellen wurde IL-17RA mittels gRT-PCR nachgesen (Abbildung 11).

IL-17RA IL-17RE
0.0020+ 0.0001+

In

0.0001+

B-act

fach

Kontrolle Pa Kontrolle Pa

Abbildung 9: Primare Atemwegsepithelzellen expremieen die Rezeptoren IL-17RA und
IL-17RE:

Primare humane Atemwegsepithelzellen wurden fiiSf#den mitP. aeruginosa (Pa; 10
CFU/ml) stimuliert und die Expression der Rezeptolle17 RA und -RE durch qRT-PCR
bestimmt. Als Kontrollen dienten primare humanemiegsepithelzellen, die fir 24 Stunden
nur mit Epithelial Cell Growth Medium mit zugegeleem Supplement Pack inokuliert wurden.

Daten gezeigt als Mittelwerte (tSEM) (n > 4 pro (pa).
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Abbildung 10: Primére Atemwegsepithelzellen exprengren die Rezeptoren IL-17RA und
IL-17RE:

Primare Atemwegsepithelzellen wurden fiir 72 Stunaéroder ohneP. aeruginosa (Pa; 10
CFU/ml) stimuliert und im Anschluss die Expression IL- 17RA und IL-17RE mittels
Westernblot bestimmt. Als Kontrollen dienten primumane Atemwegsepithelzellen, die flr
72 Stunden nur mit Epithelial Cell Growth Mediumtmugegebenem Supplement Pack

inokuliert wurden.
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Abbildung 11: Zellen der Tumorzelllinie Calu-3 expremieren den IL-17RA Rezeptor
Calu-3 Zellen wurden fiir 24 Stunden mit oder oRnaeruginosa (Pa; 18 CFU/ml) stimuliert
und im Anschluss die Expression von IL- 17RA m#tgRT-PCR bestimmt. Als Kontrollen
dienten Zellen der Tumorzelllinie Calu-3, die fdr@tunden nur mit DMEM/F12 Medium ohne
P. aeruginosa inokuliert wurden. Daten gezeigt als MittelwersSEM) (n > 4 pro Gruppe).
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4.3 IL-17A/F verstarkt durch Bakterien induzierte angeborene

Immunmechanismen von respiratorischen Epithelzellen

Es ist bekannt, dask-17A zusammen mit HRV-16 (humanes Rhinovirus)esgistisch die
Expression von IL-8 und hBD-2 erhoht [25, 60]. Dahwurde untersucht, ob eine serielle
Stimulation mitP. aeruginosa und IL-17A/F zu einer synergistischen Ausschuttuag IL-6
oder IL-8 fuhrt. Es zeigte sich, dass eine 76 ggendStimulation von primaren
Atemwegsepithelzellen mR. aeruginosa und nachfolgender 16 stindiger Stimulation mit IL-
17A/F mit intermittierender 24 stindiger Stimulaspause zu einer synergistischen
Ausschittung von IL-8 (Abbildung 12) und einer dn@in Ausschittung von IL-6 fuhrte
(Abbildung 13).
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Abbildung 12: Serielle Stimulation von primaren humanen Atemwegsepithelzellen mit
Bakterien und IL-17A/F induziert eine synergistiscte Ausschuttung von IL-8:

Primare humane Atemwegsepithelzellen wurden eifiilmal6 Stunden miP. aeruginosa (Pa;

10 x 10 CFU/ml) inkubiert, danach mit frischnem Medium geafaen, fir 24 Stunden ruhen
gelassen und erneut 16 Stunden unter Zugabe vaimelpi Cell Growth Medium mit
zugegebenem Supplement Pack inkubiert. In einertere@i Ansatz wurden primare humane
Atemwegsepithelzellen fur 76 Stunden mit EpitheGall Growth Medium mit zugegebenem
Supplement Pack ohre aeruginosa inkubiert, danach mit frischem Medium gewaschén, f
24 Stunden ruhen gelassen und im Anschluss anulieghase erneut 16 Stunden unter Zugabe
IL-17A/F (50 ng/ml) inkubiert. In wieder einem a@rén Ansatz wurden primére humane
Atemwegsepithelzellen fiir 76 Stunden rRitaeruginosa (Pa; 10 x 10 CFU/mI) inkubiert,
danach mit frischem Medium gewaschen, fir 24 Stamdeen gelassen und erneut 16 Stunden
unter Zugabe von IL-17A/F (50 ng/ml) inkubiert. Akontrollen dienten primare humane
Atemwegsepithelzellen, die fir 76 Stunden nur mpitlelial Cell Growth Medium mit
zugegebenem Supplement Pack oRnaeruginosa inkubiert wurden, danach mit frischem
Medium gewaschen wurden, fir 24 Stunden ruhersgetawurden und im Anschluss an die
Ruhephase erneut fur 16 Stunden nur mit Epith€el Growth Medium mit zugegebenem
Supplement Pack ohne IL-17A/F inkubiert wurden. INa&blauf der entsprechenden
Stimulationszeitraume wurde die Konzentration voi8lin den Uberstanden mittels ELISA
bestimmt. Daten gezeigt als Mittelwerte (+SEM) (4 pro Gruppe; *P, 0.05).
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Abbildung 13: Serielle Stimulation von primaren humanen Atemwegsepithelzellen mit
Bakterien und IL-17A/F induziert eine additive Ausschuittung des Zytokins IL-6:

Primare humane Atemwegsepithelzellen wurden eifiitmal6 Stunden milP. aeruginosa (Pa;

10 x 10 CFU/ml) inkubiert, danach mit frischnem Medium geafaen, fir 24 Stunden ruhen
gelassen und erneut 16 Stunden unter Zugabe vaimeligi Cell Growth Medium mit
zugegebenem Supplement Pack inkubiert. In einertere@i Ansatz wurden primare humane
Atemwegsepithelzellen fur 76 Stunden mit EpitheGall Growth Medium mit zugegebenem
Supplement Pack ohre aeruginosa inkubiert, danach mit frischem Medium gewaschén, f
24 Stunden ruhen gelassen und im Anschluss anutiegRase erneut 16 Stunden unter Zugabe
IL-17A/F (50 ng/ml) inkubiert. In wieder einem amde Ansatz wurden primare humane
Atemwegsepithelzellen fiir 76 Stunden rRitaeruginosa (Pa; 10 x 10 CFU/mI) inkubiert,
danach mit frischem Medium gewaschen, fir 24 Stamdeen gelassen und erneut 16 Stunden
unter Zugabe von IL-17A/F (50 ng/ml) inkubiert. Akontrollen dienten primare humane
Atemwegsepithelzellen, die fir 76 Stunden nur mpitlkelial Cell Growth Medium mit
zugegebenem Supplement Pack oRnaeruginosa inkubiert wurden, danach mit frischem
Medium gewaschen wurden, fir 24 Stunden ruhersgetawurden und im Anschluss an die
Ruhephase erneut fur 16 Stunden nur mit Epith€el Growth Medium mit zugegebenem
Supplement Pack ohne IL-17A/F inkubiert wurden. INa&blauf der entsprechenden
Stimulationszeitraume wurde die Konzentration vioi6 lin den Uberstanden mittels ELISA
bestimmt. Daten gezeigt als Mittelwerte (tSEM) (4 pro Gruppe).
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Als néchstes wurde nicht seriell, sondern simuiltanP. aeruginosa und IL-17A/F fur 72
Stunden stimuliert. In diesem Versuch konnte hayesigllt werden, dass eine gleichzeitige
Stimulation mitP. aeruginosa und IL-17A/F zu einer synergistischen Ausschuttuag IL-6
fuhrt (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Simultane Stimulation von priméren humanen Atemwegsepithelzellen mit
Bakterien und IL-17A/F induziert eine synergistiscle Ausschittung des entzundlichen
Zytokins IL-6:

Primare humane Atemwegsepithelzellen wurden jeweitsmal fur 72 Stunden miP.
aeruginosa (Pa; 10 x 10 CFU/ml), IL-17A/F (10 ng/ml) odeP. aeruginosa (Pa; 10 x 10
CFU/ml) zusammen mit IL-17A/F (10 ng/ml) inkubiels Kontrollen dienten primére
humane Atemwegsepithelzellen, die fur 72 Stundennmt Epithelial Cell Growth Medium
mit zugegebenem Supplement Pack oRnaeruginosa oder IL-17A/F inokuliert wurden. Im
Anschluss wurde die Konzentration von IL-6 in debetstanden mittels ELISA bestimmt.
Daten gezeigt als Mittelwerte (+SEM) (n = 4 pro @pa; *P, 0.05).
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4.4 1L-17C verstarkt durch Bakterien induzierte angeborene

Immunmechanismen von respiratorischen Epithelzellen

Als nachstes wurde untersucht, ob IL-17C die Exgoesvon inflammatorischen Zytokinen
und antimikrobiellen Faktoren in respiratorischeapitelzellen induziert, ob diese Induktion
autokrin geschieht und ob es zu einer synergisiscWerstarkung der Expression der
inflammatorischen Zytokine durch einen autokrineadiianismus kommt, wie zuvor bereits
fur Keratinozyten und Kolonepithelzellen beschrieb&u diesem Zweck wurden primare
humane Atemwegsepithelzellen mit IL-17C inkubiewas nicht zu einer verstarkten
Ausschittung des proinflammatorischen Zytokins Ifitbrte. Es zeigte sich jedoch, dass es
bei einer Co-Inkubation von humanen Atemwegselaétien mitP. aeruginosa und IL-17C

zu einer synergistisch gesteigerten Ausschittumglh«® kommt (Abbildung 15).
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Abbildung 15: IL-17C und Bakterien induzieren synemistisch die Ausschittung des
entzundlichen Zytokins IL-6 durch primére humane Atemwegsepithelzellen:

Primare humane Atemwegsepithelzellen wurden fuS2dden mitP aeruginosa (Pa; 0.5 x
10" CFU/m), IL-17C (50 ng/ml) oder Pa (0.5 x"1OFU/ml) zusammen mit IL-17C (50 ng/ml)
inkubiert. Als Kontrollen dienten primére humanesfwegsepithelzellen, die fir 24 Stunden
nur mit Epithelial Cell Growth Medium mit zugegeleem Supplement Pack ohReaeruginosa
oder IL-17C inokuliert wurden. Daten gezeigt aldt®iverte (tSEM) (n > 4 pro Gruppe; *P,
0.05).
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Des Weiteren wurden untersucht, ob eine gleiclgeeitiStimulation von humanen

Atemwegsepithelzellen mit IL-17C unéP. aeruginosa auch zu einer synergistischen
Expression von hBD-2 fuhrt. Dazu wurden primare hoen Atemwegsepithelzellen

gleichzeitig fir 24 Stunden mit. aeruginosa und IL-17C stimuliert. Es zeigte sich, dass diese
gleichzeitige Stimulation zu einer synergistischEBxpression von hBD-2 fiuhrt. Als

Nachweismethode diente die qRT-PCR (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Simultane Stimulation primarer humaner Atemwegsepithelzellen mitP.
aeruginosa und IL-17C induziert eine synergistische Expressiovon hBD-2

Primare humane Atemwegsepithelzellen wurden fi8t®2¢hden miP. aeruginosa (Pa; 5 x 16
CFU/ml), IL-17C (50 ng/ml) ode. aeruginosa (Pa; 5 x 16 CFU/mI) zusammen mit IL-17C
(50 ng/ml) inkubiert. Als Kontrollen dienten pringdhumane Atemwegsepithelzellen, die fur
24 Stunden nur mit Epithelial Cell Growth Mediumt miugegebenem Supplement Pack ohne
P. aeruginosa oder IL-17C inokuliert wurden. Daten gezeigt algt&werte (tSEM) (n =4 pro
Gruppe; *P, 0.05).
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4.5 |L-17C verstarkt entziindliche Reaktionen wahrend baterieller Infektionen

autokrin

Das Ziel der folgenden Versuche war es, Hinweigérdau finden, ob durch primére humane
Atemwegsepithelzellen ausgeschittetes IL-17C endiiilie Reaktionen wahrend bakterieller
Infektionen autokrin verstarkt. Dazu wurden Calddlen, in denen die IL-17C Expression
durch spezifische siRNA gegen IL-17C mRNA effektiaterdriickt wurde, auch auf ihre
Ausschittung von IL-6 bei Stimulation niit aeruginosa untersucht (Abbildung 17). Es zeigte
sich, dass es bei Unterdriickung der ExpressionlivdiC durch spezifische siRNA fir IL-
17C-mRNA auch zu einer reduzierten Ausschuttunglize® kommt (Abbildung 18).
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Abbildung 17: Die Ausschuttung von IL-17C durch Zelen der Tumorzelllinie Calu-3
konnte mit spezifischer small interfering RNA effekiv unterdriickt werden:

Calu-3 Zellen wurden fur 24 Stunden entweder mgp@zifischer Kontroll-siRNA oder mit
spezifischer siRNA fir IL.-17C mRNA und mit oder @&B. aeruginosa (Pa; 16 CFU/mI)
inkubiert. Im Anschluss wurde die IL-17C Konzenwatin den Uberstanden durch ELISA
bestimmt. Daten gezeigt als Mittelwerte (+SEM) (4 pro Gruppe; *P, 0.05).
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Abbildung 18: IL-17C reguliert bei bakterieller Inf ektion die Ausschittung von IL-6
durch Zellen der Tumorzelllinie Calu-3:

Calu-3 Zellen wurden fur 24 Stunden entweder mgpezifischer Kontroll-siRNA oder mit
spezifischer siRNA fir IL-17C mRNA und mit oder @&B. aeruginosa (Pa; 16 CFU/mI)
inkubiert. Darauf wurde die IL-6 Konzentration ierdUberstanden durch ELISA bestimmt.
Daten gezeigt als Mittelwerte (+SEM) (n > 4 pro @ua; *P, 0.05).
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4.6 Zigarettenrauch unterdrtickt die Expression von IL-17C durch

respiratorische Epithelzellen

In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werdesg digarettenrauch die angeborenen
Immunmechanismen von respiratorischen EpithelzaleiReaktion auf bakterielle Pathogene
unterdriickt [21, 27]. Um zu untersuchen, ob Zigaretuch auch die Expression von IL-17C
in Atemwegsepithelzellen unterdrickt, wurden prienliinmane Atemwegsepithelzellen it
aeruginosa beziehungsweise poly (I:C) unter Anwesenheit vigag&ttenrauchextrakt infiziert.
Dabei zeigte sich im ELISA, dass Zigarettenrauataéktauch die durchP. aeruginosa

(Abbildung 19) und poly (I:C)-induzierte Ausschiittu (Abbildung 20) von IL-17C durch
humane Atemwegsepithelzellen unterdrtickt.
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Abbildung 19: Zigarettenrauchextrakt unterdriickt di e Ausschittung von IL-17C durch
primare humane Atemwegsepithelzellen bei Infektionmit P. aeruginosa:

Primare humane Atemwegsepithelzellen wurden furth@&n mit Zigarettenrauchextrakt
(CSE; 1%)P. aeruginosa (Pa; 16 CFU/ml) oder Zigarettenrauchextrakt (CSE; 1%) nus@n
mit P. aeruginosa (Pa; 16 CFU/mI) inkubiert. Im Anschluss wurde die Konzeiwn von IL-
17C in den Uberstanden durch ELISA bestimmt. Alsallen dienten primare humane
Atemwegsepithelzellen, die fur 6 Stunden nur mititligdial Cell Growth Medium mit
zugegebenem Supplement Pack olfheaeruginosa oder Zigarettenrauchextrakt inkubiert
wurden. Daten gezeigt als Mittelwerte (tSEM) (n pré Gruppe; *P, 0.05).
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Abbildung 20: Zigarettenrauchextrakt unterdriickt di e Ausschittung von IL-17C durch
primare humane Atemwegsepithelzellen bei Infektiommit poly (I:C):

Primare humane Atemwegsepithelzellen wurden fuiSBsden mit Zigarettenrauchextrakt
(CSE; 1%), poly (I:C) (Amg/ml) oder Zigarettenraextrakt (CSE; 1%) zusammen mit poly
(I:C) (Lmg/ml) inkubiert. Als Kontrollen dienteniprdre humane Atemwegsepithelzellen, die
fur 24 Stunden nur mit Epithelial Cell Growth Mediunit zugegebenem Supplement Pack
inkubiert wurden. Danach wurde die Konzentratiom vb-17C in den Uberstanden durch
ELISA bestimmt. Daten gezeigt als Mittelwerte (xSEM > 4 pro Gruppe; *P, 0.05).
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In einem weiteren Versuch konnte zudem durch gRRPQ@ezeigt werden, dass
Zigarettenrauchextrakt die IL-17C Expression dysaomare humane Atemwegsepithelzellen
auf ein transkriptionelles Niveau unterdriickt (Adbing 21).

—_—
301 & N
5
[7)]
(72]
@
2 20-
(i
O
N~
A\
= 10-
()
=
©
()
x O-
% N K 2 O
& ) S N
{_o ) ] QO
Q (&Q
)

Abbildung 21: Zigarettenrauchextrakt unterdriickt di e Ausschittung von IL-17C durch
primare humane Atemwegsepithelzellen bei Stimulatio mit P. aeruginosa oder poly
(I:C):

Primare humane Atemwegsepithelzellen wurden jevii@il24 Stunden miP. aeruginosa (Pa:
10° CFU/ml), mit poly (I:C) (1pg/ml), mit Zigaretterwahextrakt (CSE; 1%), mit
Zigarettenrauchextrakt (CSE; 1%) und. aeruginosa (Pa: 10 CFU/ml) oder mit
Zigarettenrauchextrakt (CSE; 1%) und poly (I:C) daml) inkubiert. Als Kontrollen dienten
primare humane Atemwegsepithelzellen, die fur 2n&n nur mit Epithelial Cell Growth
Medium mit zugegebenem Supplement Pack inkubiemtdemu Im Anschluss wurde die
Konzentration von IL-17C in den Uberstanden durdiSR bestimmt. Daten gezeigt als
Mittelwerte (tSEM) (n > 4 pro Gruppe; *P, 0.05).
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Es konnte auRerdem gezeigt werden, dass die Bueshuginosa induzierte Ausschittung von
IL-6 durch primare humane Atemwegsepithelzellen dleichzeitiger Exposition gegenuber
Zigarettenrauchextrakt signifikant unterdriickt w{gbbildung 22). Ein LDH -Assay zeigte,
dass die beobachteten Effekte nicht auf durch Bigmmrauch ausgeldsten zytotoxischen
Effekten beruhten.
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Abbildung 22: Zigarettenrauchextrakt unterdriickt di e Ausschuttung von IL-6 durch
primare humane Atemwegsepithelzellen bei Stimulatio mit P. aeruginosa:

Primare humane Atemwegsepithelzellen wurden furth@&n mit Zigarettenrauchextrakt
(CSE; 1%)P. aeruginosa (Pa; 16 CFU/ml) oder Zigarettenrauchextrakt (CSE; 1%) nus&n
mit P. aeruginosa (Pa; 10 CFU/ml) inkubiert. Als Kontrollen dienten primateumane
Atemwegsepithelzellen, die fir 6 Stunden nur mititiigdial Cell Growth Medium mit
zugegebenem Supplement Pack ohne Zigarettenravakiextoly (1:C) oderP. aeruginosa
inkubiert wurden. Im Anschluss wurde die Ausschigtwon IL-6 durch ELISA bestimmt.
Daten gezeigt als Mittelwerte (+SEM) (n > 4 pro @pa; *P, 0.05).
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Auch in Transwells kultivierte Calu-3 Zellen, dideghzeitig in einer Rauchbox direkt
volatilem Zigarettenrauch urfel aeruginosa ausgesetzt wurden [7] zeigten eine im Vergleich

zu ausschlie3lich durdh. aeruginosa stimulierten Zellen inhibierte Freisetzung von IZ€1
(Abbildung 23).
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Abbildung 23: Volatiler Zigarettenrauch unterdriickt die Ausschittung von IL-17C
durch Zellen der Tumorzelllinie Calu-3:

In Transwells kultivierte Calu-3 Zellen wurden ei@nm einer Rauchbox fur 5 Minuten direkt
volativem Rauch ausgesetzt und im Anschluss fuSf¢den apikal nur mit DMEM/F12
Medium mit 10% FCS, 1001U/ml Penicillin G und 100/inl Streptomycinsulphat inkubiert.
AulRerdem wurden in Transwells kultivierte Calu-3lig® einmal 5 Minuten Raumluft
ausgesetzt und danach fur 24 Stunden apikaPméeruginosa (Pa; 16 CFU/mI) infiziert.
Weiterhin wurden in Transwells kultivierte Calu-Zl&n einmal fir 5 Minuten in einer
Rauchbox direkt volatilem Zigarettenrauch ausgeésetd danach fir 24 Stunden apikal it
aeruginosa (Pa; 10 CFU/ml) infiziert. Als Kontrollen dienten in Trawells kultivierte Calu-3
Zellen die 5 Minuten Raumluft ausgesetzt und darfac4 Stunden apikal mit DMEM/F12
Medium mit 10% FCS, 1001U/ml Penicillin G und 100/inl Streptomycinsulphat inkubiert
wurden. AnschlieRend wurde die basolaterale AbgalmelL-17C mittels ELISA bestimmit.
Daten gezeigt als Mittelwerte (+SEM) (n > 4 pro Qpa; *P, 0.05).
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Um festzustellen, ob Zigarettenrauch auch die Itidakvon IL-17C in Respirationstrakn
vivo beeinflusst, wurde ein etabliertes Mausmodellreit@donisation [6] mit einem Modell, in
dem durch Zigarettenrauch eine Entzindung ausgelist, kombiniert. Dazu wurden
weibliche C57BL/6N Mause fur vier aufeinanderfolgertage Zigarettenrauch ausgesetzt und
im Anschluss die oberen Atemwege mit einem Typ &®h vonH. influenzae kolonisiert. 24
Stunden nach Kolonisierung bestand kein UntersotiegdStarke der Kolonisierung zwischen
Zigarettenrauchexponierten und Luftexponierten Mau&bbildung 24).
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Abbildung 24: Die Kolonisation der Zigarettenrauchexponierten  und
Raumluftexponierten Mause war gleich stark ausgeprét:

Weibliche C57BL/6N Mause wurden fir 4 aufeinandgdode Tage 5-mal am Tag fur 20
Minuten in einer Rauchbox volatilem oder Raumlufsgesetzt. Unmittelbar nach der letzten
Zigarettenrauch-, beziehungsweise Raumluftexpositvorden von beiden Gruppen jeweils
die oberen Atemwege der Mause entweder mit eingmBIr'gtamms vom. influenzae (Hi; 2

x 10’ CFU/ml), gelost in PBS infiziert oder mit nur nBS scheininfiziert. 24 Stunden spéter
wurde die Kolonisationsdichte der Atemwege der hitnfluenzae infizierten Mause mittels

Verdunnungsreihe bestimmt. Daten gezeigt als Mitele (+SEM) (n > 4 pro Gruppe).
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Bei denselben Méausen wurde die IL-17C Expressioraurskleidenden Gewebe des oberen
Respirationstrakts mittels gRT-PCR bestimmt. Digression von IL-17C in den oberen
Atemwegen, vorH. influenzae infizierten Mausen wurde durch Zigarettenrauchexpm auf

ein transkriptionelles Niveau unterdrickt (Abbil@u®5s).
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Abbildung 25: Zigarettenrauch unterdrickt die IL-17 C Expression in den oberen
Atemwegen von Mausen:

Weibliche C57BL/6N Mause wurden fur 4 aufeinandigénde Tage 5-mal am Tag fur 20
Minuten in einer Rauchbox volatilem Zigarettenrawater 5-mal am Tag fur 20 Minuten
Raumluft ausgesetzt. Unmittelbar nach der letztegaréttenrauch, beziehungsweise
Raumluftexposition wurden von beiden Gruppen jesveie oberen Atemwege der Mause
entweder mit einem Typ B Stamms veninfluenzae (Hi; 2 x 10 CFU/ml), geldst in PBS
infiziert oder mit nur mit PBS scheininfiziert. Ztunden nach Infektion wurde die Induktion
von IL-17C im die oberen Atemwege auskleidenderigpmittels gRT-PCR bestimmt. Daten
gezeigt als Mittelwerte (xSEM) (n > 4 pro Gruppe@P5).

Diese Daten zeigen, dass Zigarettenrauch die anged® Immunmechanismen von

respiratorischen Epithelzellen, wozu auch die Esgign von IL-17C gehdrt, unterdriickt.
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4.7 IL-17C wird durch Atemwegsepithelzellen von Patienén mit Erkrankungen
des Respirationstrakts expremiert

In weiteren Versuchen sollte festgestellt werdéne17C im Atemwegsepithel von Patienten
mit infektionsassoziierten Lungenerkrankungen mdlén ist. Es zeigte sich, dass IL-17C in
Paraffin eingebetteten Gewebeschnitten von Patiemtelche sich aufgrund einer zystischen
Fibrose, einem Bronchialkarzinom, einer COPD odeere Aspergillose einer Operation
unterzogen haben, durch immunhistochemische Farbanbgewiesen werden konnte. Die
starkste Farbung fur IL-17C fand sich im Gewebe Ratienten mit zystischer Fibrose. Auch
Gewebeschnitte von zwei unterschiedlichen Patiemti@rCOPD und einem Patienten nAit
fumigatus Infektion zeigte eine starke Farbung fur IL-17Ce@im schwachsten ausgepragte,
aber immer noch deutlich sichtbare Farbung zeigsee Atemwegsepithel eines Patienten mit

Bronchialkarzinom der zum Zeitpunkt der Gewebedmtmanoch rauchte (Abbildung 26).

Aspergillose

Abbildung 26: IL-17C findet sich in humanem Atemwegepithet

IL-17C wurde in formalin-fixiertem, paraffin-eingetietem humanen Atemwegsepithel
nachgewiesen. Ein Patient ohne chronische Lungergddng (Kontrolle), ein Raucher, ein
Patient mit Bronchialkarzinom (das dargestellte @@ev ist nicht Tumorbefallen), zwei
Patienten mit chronisch obstruktiver Lungenerkranik(COPD), ein Patient mit Aspergillose

und ein Patient mit zystischer Fibrose wurden méeder verglichen. IL-17C ist rot angefarbt.
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5. Diskussion

In der vorliegenden Doktorarbeit wurde systematistds Expressionsprofil der IL-17
Zytokinfamilie in Atemwegsepithelzellen bei mikrelier Infektion und die Wirkung der IL-
17-Zytokine IL-17A/F und IL-17C auf humane primd&gmwegsepithelzellen untersucht.
vitro Studien haben ergeben, dass IL-17C das einzigkidyder IL-17 Zytokinfamilie ist, das
nach Stimulation humaner Atemwegsepithelzellen rbékteriellen Pathogenen oder
mikrobiellen PAMPs verstéarkt expremiert und abgegebird. Die Expression der Rezeptoren
IL-17RA und -RE, die der Detektion von IL-17C dienevurde in Atemwegsepithelzellen
nachgewiesen. Es wurde weiterhin gezeigt, dasg L ith den oberen und unteren Atemwegen
von Mausen bei bakterieller Infektion verstarkt epiert wird. Zellkulturstudien zeigten
dariber hinaus, dass IL-17A/F und IL-17C zusammeh Pn aeruginosa synergistisch
angeborene Immunmechanismen von Atemwegsepithatzedktivieren und dass diese
Aktivierung im Fall von IL-17C autokrin erfolgt. D@ber hinaus wurde untersucht, wie sich
aulRere Faktoren wie Zigarettenrauch bei Infektioaah die Bildung von IL-17C durch
Atemwegsepithelzellen auswirkdm.vitro Experimente demonstrierten, dass Zigarettenrauch
bzw. Zigarettenrauchextrakt die Expression von NiGlunterdrickt. Im Mausmodell konnte
nachgewiesen werden, dass volatiler ZigarettenrdigcExpression von IL-17C in den oberen
Atemwegen von mitH. influenzae infizierten Mausen unterdrickt. IL-17C war im
Atemwegsepithel von Patienten mit chronischen HEidkuagen der Lunge, die mit einer

chronischen Entzindung assoziiert sind, nachweisbar

5.1 Bakterielle Pathogene induzieren die Expression undusschuttung von IL-

17C durch respiratorische Epithelzellen

Wie in der Einleitung erwéhnt, besteht die IL-17tagnfamilie aus mindestens sechs
Mitgliedern (IL-17A bis -F). IL-17A und IL-17F sindlie am besten untersuchten IL-17
Zytokine [14, 39]. IL-17A und -F werden von profesgllen Immunzellen wie T-Helfer Zellen
und Makrophagen abgegeben und sind bei der Immwoangegen bakterielle Pathogene von
Bedeutung. Studien zeigten bereits, dass IL-17A/F Atemwegsepithelzellen eine
Entztndungsreaktion auslost, was eine gesteigéldarg) von inflammatorischen Zytokinen
und antimikrobiellen Peptiden zur Folge hat [25, 8D, 60]. Neue Studien zeigen, dass im

Gegensatz zu IL-17A/F IL-17C primar von Epitheleallgebildet wird [46]. Von besonderem
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Interesse im Zusammenhang mit der vorliegenden iArfteeine Publikation von Ramirez-
Carrozzi et al. [46]. Sie konnten darlegen, dgssherichia coli die Ausschittung von IL-17C
in epidermalen Keratinozyten, Kolonepithel und giten humanen Trachealepithelzellen
induziert [46]. Die Autoren fanden Belege dafiur,ssladas nach bakterieller Infektion
ausgeschuttete IL-17C autokrin auf die Ursprundgsaelzurickwirkt und dass diese
Aktivierung durch die Rezeptoren IL-17RA und IL-1IZRrermittelt wird [46]. Trotz der
beschriebenen bisher erfolgten Untersuchungenvegitegrhin noch viele Zusammenhange in
Bezug auf die wichtige Familie der Interleukin 1Z-Zytokine und Atemwegsepithel ungekléart.
Besonders hervorzuheben ist, dass eine Wissenshickalie Funktion von IL-17C bei
infektiosen Erkrankungen des Respirationstrakttanelsund es ein Hauptziel der vorliegenden
Arbeit war, die Lucke um dieses Wissen zu schlielfwurde also die Expression und
Abgabe der IL-17 Zytokine und im speziellen die vbrl7C durch Atemwegsepithelzellen
bei mikrobieller Infektion untersucht. In Ubereinstung mit der Studie von Ramirez-
Carrozzi et al. konnte gezeigt werden, dass ballterfPathogene und mikrobielle PAMPs zu
einer gesteigerten Expression und AusschuttundidirC in Atemwegsepithelzellen und in
der Lunge fuhren. IL-17C war das einzige IL-17 Zytg das nach Stimulation von Toll-like
Rezeptoren durch Atemwegsepithelzellen ausgesthiiitd und autokrin die angeborene
Immunreaktion dieser Zellen verstarkt. So fuhrtaeeinfektion von primaren humanen
Atemwegsepithelzellen mR. aeruginosa, H. influenzae, Flagellin (TLR-5 Ligand) und poly
(I:C) (TLR-3 Ligand) ebenso wie eine Infektion dsiemwegsepithelzellinie Calu-3 mR.
aeruginosa undH. influenzae zu einer Induktion der Abgabe von IL-17C. Weiterkonnte im
Mausmodell gezeigt werden, dass eine bakterielektion der oberen und unteren Atemwege
mit P. aeruginosa sowie mitH. influenzae die Expression von IL-17@n vivo induziert.
Besonders interessant war, dass erstmals gezeigemé&onnte, dass auch der synthetische
TLR-3 Ligand (poly (I:C)) die Ausschittung und Egpsion von IL-17C durch primare
humane Atemwegsepithelzellen induziert. Vorangegaadirbeiten hatten gezeigt, dass eine
Stimulation von Keratinozyten mit poly (I:C) nichti einer gesteigerten Abgabe von IL-17C
fuhrt [44, 46]. Bei viralen Infektionen kommt esrZBildung von dsRNA (double-stranded
ribonucleic acid). Diese wird von den Atemwegsegiitbllen tGber den Toll-like Rezeptor 3
(TLR3) registriert, was zur Ausschuttung Zytokinene beispielsweise IFN; -f und IL-6
durch diese Zellen fiihrt [3]. Eine Stimulation v@ielzellen mit poly (1:C) simuliert eine virale
Infektion, da poly (I:C) ein synthetischer Ligandr fTLR-3 ist und in seiner Struktur
doppelstrangiger viraler RNA (dsRNA) ahnelt. Hemudreben ist an dieser Stelle, dass die
Ausschuittung von IL-17C durch poly (I:C) im Verglkizu Zellen, die mit Flagellin odé.



Seite63von79

aeruginosa stimuliert wurden, relativ spat erfolgte, namlisicht schon innerhalb der ersten
vier Stunden, sondern erst nach tber vier SturddienErkenntnis, dass poly (I:C) in der Lage
ist eine verstarkte Expression und Ausschittung Woil7C durch primére humane
Atemwegsepithelzellen auszulésen, wurde in diegbeid erstmals gezeigt und in einer im
Anschluss an diese Arbeit erfolgten Publikationctiudideki Kusagaya et al. bestatigt [28, 44].
Kusagaya et al. zeigten, dass die Expression veh7{ in Atemwegsepithelzellen nach
Stimulation mit poly (I:C) (TLR-3 Ligand) MyD88 ahangig tiber den TLR3/TRIF/N&B-
Signalweg erfolgt [28]. Dartber hinaus ist ein wet Mechanismus denkbar, der zu einer
indirekten Induktion der IL-17C Expression nachyp@tC) Stimulation der fuhren konnte.
Denn poly (I:C) Stimulation fuhrt auch zu einer stérkten Expression von TNE-dass
wiederum zu einer verstarkten NB- Aktivierung und somit schlief3lich ebenfalls zunei
verstarkten Expression von IL-17C beitragen koifi®e 24]. Die in dieser Arbeit vorgestellten
Experimente mitP. aeruginosa, H. influenzae und Flagellin lassen vermuten, dass die
Expression von IL-17C bei Infektion von Atemwegslegizellen mit diesen Bakterien und
Pathogenen Uber den MyD88 abhéngigen Signalwetperi®ei Aktivierung von TLR-2, -4
und -5 auf der Oberflache von Atemwegsepithelzetlarch die entsprechenden Liganden
kommt es zur Aktivierung eines MyD88 abhangigem8algegs, damit zur Aktivierung von
NF-xB und schlief3lich zur Expression von IL-17C [42]aeruginosa expremiert Lipoproteine
(Ligand fur TLR-2), LPS (Ligand fur TLR-4) und Fleign (Ligand fur TLR-5) undH.
influenzae expremiert LPS (Ligand fur TLR-4) und Lipoproteifiegand fur TLR-2) [61]. IL-
17C ist das einzige Interleukin der IL-17 Zytokimfiéie, das bei Stimulation von Calu-3 Zellen
und primaren humanen Atemwegsepithelzellen mit &at und pathogenen Faktoren von
Bakterien und Viren verstarkt ausgeschiittet windtelsucht wurde im Einzelnen, Stimulation
von Calu-3 Zellen mit P. aeruginosa und Stimulation von primaren humanen
Atemwegsepithelzellen mR. aeruginosa, Flagellin und poly (I:C). Dartiber hinaus zeigths
dass IL-17D das einzige weitere IL-17 Zytokin wdass konstitutiv durch beide Zellarten
expremiert wird, ohne dass sich diese Expressioohdbakterielle Stimulation steigern liel3.
Die Beobachtung, dass sich die Expression von ID-1hach Stimulation von
Atemwegsepithelzellen mR. aeruginosa nicht verstarkt wurde, ist in Ubereinstimmung mit
einer Publikation [54], in der gezeigt werden kajntlass es auch bei Stimulation von
Kolonepithelzellen mitC. rodentium zu einer Expression von IL-17D kam, aber keine
gesteigerte Expression von IL-17D durch diese S#atman beobachtet werden konnte [55].
Dies unterstreicht die herausragende Rolle, di#aC-im Zusammenhang mit der angeborenen

Immunreaktion humaner Atemwegsepithelzellen spigi.in vitro Stimulationsexperimente
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dieser Arbeit legen nah, dass es bei bakteriefitgktion von Atemwegsepithelzellen Uber
MyD88 abhangige Signalwege und bei viraler Infektidher MyD88 unabhangige Signalwege
zur IL-17C Expression kommt und dass IL-17C dagraénIL-17 Zytokin im Zusammenhang
der angeborenen Immunantwort humaner Atemwegségatten ist. Darlber hinaus zeigten
die Experimente mit Flagellin und poly (I:C) als gR&sentanten bakterieller und viraler
Stimulation, dass die Toll-like Rezeptoren TLR3 URORS5 eine zentrale Stellung bei der

Induktion von IL-17C durch mikrobielle PathogeneAtemwegsepithelzellen einnehmen.

5.2 Atemwegsepithelzellen expremieren die IL-17C Rezepten IL-17RA und IL-
17RE

Ein heterodimerer Rezeptorkomplex aus IL-17RA urd TRE vermittelt die Aktivierung von
Zielzellen durch IL-17C [46, 55]. Der IL-17RA Rezepwird ubiquitar expremiert und wurde
beispielsweise in Lungengewebe von M&ausen mittedstigrnblot und in menschlichen
Atemwegsepithelzellen und Lungenparenchym mittelsmunhistochemischer Farbung
nachgewiesen [36, 66, 67]. In anderen Publikatiomerde auf die Expression des IL-17RE
Rezeptors bei der Maus und beim Menschen eingegaiget wurde der Nachweis mittels
gRT-PCR gefuhrt [46, 55]. Bei der Maus fand sicn del7RE Rezeptor im Gewebe von
Magen, Trachea, Lunge, Kolon, Niere und der Haut beim Menschen in mononuklearen
Zellen des peripheren Blutes, Kolonepithelzellerd Keratinozyten. In der hier vorliegenden
Arbeit wurden der IL-17RA und -RE Rezeptor konkreuf priméaren humanen
Atemwegsepithelzellen mittels gRT-PCR und Westanbhchgewiesen. Fur Calu-3-Zellen
wurde in der vorliegenden Arbeit die Expressionities7RA Rezeptors nachgewiesen, wobei
davon auszugehen ist, dass Calu-3-Zellen auchld&é@RE Rezeptor expremieren. Darlber
hinaus war zu beobachten, dass eine 24 stiundigeuldtion von priméren humanen
Atemwegsepithelzellen miR. aeruginosa zu keiner Veranderung der Expressionsstarke dieser
Rezeptoren fuhrte, so dass gesagt werden kanndigassRezeptoren von den beiden Zelltypen
konstant expremiert werden, ohne durch baktergil@ulation in der Starke ihrer Expression
verandert zu werden. Diese Beobachtungen sind arditiistimmung mit vorherigen Studien,
in denen es nach einer Stimulation von HCT-15 Zel{&olonkarzinomzelllinie) mit
Peptidoglycan (TLR-2 Agonist), poly (I:C) (TLR-3 Agist), Flagellin (TLR-5 Agonist) und
CPG oligodesoxynucleotiden nicht zu einer verseirkExpression von IL-17RA oder —RE
kam [46].
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5.3 IL-17A/F verstarkt durch Bakterien induzierte angeborene

Immunmechanismen respiratorischer Epithelzellen

In zahlreichen Publikationen sind synergistischizlgé von IL-17A mit anderen Zytokinen
und Pathogenen beschrieben [20, 34, 60]. So zuspl&i dass es zu einer synergistischen
Expression von IL-8 und hBD-2 bei simultaner Stiatidn von humanen
Atemwegsepithelzellen mit IL-17A und HRV-16 komm®60]. Weiterhin, dass eine
synergistische Expression von CXCL5 durch Alveadien Typ2 bei Co-stimulation dieser
Zellen mit IL-17A und TNFe stattfindet [34]. Darlber hinaus findet sich eymergistischer
Effekt auf die Expression von IL-6 bei simultanertinflation von glatten
Atemwegsmuskelzellen mit TN&-und IL-17A und es ist beschrieben worden, dasbees
gleichzeitiger Stimulation von primaren Keratinaaytmit IL-17A/F und IL-22 zu einer
synergistischen Expression von hBD-2 kommt [20,. 38] Ubereinstimmung mit diesen
Ergebnissen konnte in dieser Arbeit gezeigt werdiass die simultane Stimulation von
primaren humanen Atemwegsepithelzellen rRit aeruginosa und IL-17A/F zu einer
synergistischen Ausschittung von IL-6 und IL-8 flliwie angeborene Immunreaktion von
primaren humanen Atemwegsepithelzellen d&uf aeruginosa, ausgedrickt durch die
Ausschittung von IL-6 und IL-8, wird also durch 1IZA/F verstarkt, das in der

physiologischen Situation im Kdorper von Stimuliertg-17-Zellen ausgeschuttet wird [14].

5.4 1L-17C verstarkt durch Bakterien induzierte angeborene

Immunmechanismen respiratorischer Epithelzellen

Analog zu den Ergebnissen fur IL-17A/F ist auchlfitl 7C beschrieben, dass es zusammen
mit anderen Zytokinen synergistische Effekte awd Hixpression antimikrobieller Peptide
ausubt. So fuhrt zum Beispiel eine Co-Stimulatian Kolongewebe oder zirkulierenden
Endothelzellen der Maus mit IL-17C und IL-22 zuegisynergistischen Expression der fir
antimikrobielle Peptide codierenden mRNA S100A8)(B49, Regllp und Reglly [55]. Ein
weiteres Beispiel ist die synergistische Wirkungn\b-17C mit TNFe oder IL-13 auf die
Induktion vonB-defensin-2 durch Keratinozyten [46]. In Bezug dige Vorergebnisse konnte
in dieser Arbeit anhand von primaren humanen Ategsepithelzellen nachgewiesen werden,
dass IL-17C zusammen mR. aeruginosa zu einer synergistischen Ausschittung des
inflammatorischen Zytokins IL-6 und hBD-2 fiihrt.
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5.5 IL-17C verstarkt entziindliche Reaktionen wahrend b&terieller Infektionen

autokrin

Anhand von Calu-3 Zellen wurde gezeigt, dass etimaukation mitP. aeruginosa Uber eine
Ausschittung von IL-17C zu einer synergistischenrsi&kung der Expression des
proinflammatorischen Zytokins IL-6 fuhrt, indem g&gt werden konnte, dass sich die durch
P. aeruginosa induzierte Ausschittung von IL-17C der Calu-3 &elldurch siRNA
Transfektion effektiv unterdriicken lieB und dasreder Folge in den Uberstanden derselben
Zellen auch zu einer reduzierten Ausschittung e kam. Diese Beobachtungen lassen sich
nur durch einen autokrinen beziehungsweise pamkriRiickkopplungsmechanismus von IL-
17C auf diese Zellen erklaren und sind wie die apereigte synergistische Wirkung von IL-
17C auf die Ausschuttung proinflammatorischer Zitelein weiterer Beleg fur eine autokrine
Verstarkung der angeborenen Immunmechanismen pirhamaner Atemwegsepithelzellen
durch IL-17C. Es ist also festzuhalten, dass alkEen auf eine bakterielle Stimulation von
Atemwegsepithelzellen tUber die entsprechenden likellRezeptoren IL-17C gebildet wird,
welches parakrin auf benachbarte Atemwegsepithetzeaber auch autokrin auf die IL-17C
sezernierende Zelle selbst zuriick wirkt und daddiehdurchP. aeruginosa hervorgerufene
Ausschittung der proinflammatorischen Enzyme Ilbéziehungsweise IL-8, synergistisch
verstarkt. Die autokrine beziehungsweise parakvifikkung von IL-17C auf die Expression
unterschiedlicher Komponenten des angeborenen Imsysteams wurde in vorausgegangenen
Publikationen bereits postuliert [46]. So schlosBamirez-Carrozzi et al. aufgrund folgender
Beobachtungen darauf, dass IL-17C in einem autekriRickkopplungsmechanismus die
angeborene Immunreaktion von Epithelzellen verstéitk17C wird von Keratinozyten,
Kolonepithelzellen und primaren Trachealepithetzells Reaktion auf Stimulation ritcoli
verstarkt expremiert. Die Induktion dieser Expressgeschieht sehr schnell und der fir IL-
17C spezifische Rezeptor IL-17RE wird am starkateiisewebe der Trachea, der Lunge und
dem Kolon des Menschen expremiert. Versuche, die wien Ramirez-Carrozzi et al.
postulierten Mechanismus beweisen konnten, wurdemt ndurchgefihrt. In der hier
vorliegenden Arbeit konnte dieser Mechanismus afstrdurch die genannten Versuche fur
humane Atemwegsepithelzellen nhachgewiesen werdemnschluss an die in dieser Arbeit
publizierten Beobachtungen fanden Kusagaya etaalh nveitere Belege fur eine autokrine
Wirkung von IL-17C. Nachdem Sie gezeigt hattensdasvohl eine Stimulation von priméaren
humanen Atemwegsepithelzellen mit IL-17C, als agicle Stimulation mit poly (I:C) zu einer

verstarkten Ausschittung von hBD-2, CSF3 und S1@JAkrte, wurde unter Stimulation mit
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poly (I:C) einmal durch siRNA Transfektion IL-17Gunterreguliert und einmal IL-17RE
(spezifischer Rezeptor fur IL-17C). In beiden Falleeobachtete man eine geringere
Ausschittung von hBD-2, CSF3 und S100A12 durchAdeanwegsepithelzellen [28]. Diese
Zusammenhange lassen sich nur dadurch erklares, elas poly (I:C) Stimulation der
Atemwegsepithelzellen, bei denen der IL-17RE -Rexegusgeschaltet wurde, zwar noch zu
einer Bildung und Ausschuttung von IL-17C fuhrgsks aber nicht mehr verstarkend auf die
entsprechenden Ursprungszellen oder benachbatenzZzirick wirken kann und sich somit
auch nicht mehr an der Expression WD-2, CSF3 und S100A12 beteiligen kann. Damit ist
mittlerweile die autokrine beziehungsweise parakriftirkungsweise von IL-17C und die
verstarkende Wirkung auf die angeborene Immunrealdo stark belegt, dass man diesen
Mechanismus als gegeben betrachten sollte, wolsehdlie Ergebnisse der hier vorgestellten
Arbeit einen wichtiger Beitrag zum Beleg dieses Natusmus und insbesondere in Bezug auf

humane Atemwegsepithelzellen geleistet wurde.

5.6 Zigarettenrauch unterdriickt die Expression von IL-17C durch

respiratorische Epithelzellen

Die Inhalation von Zigarettenrauch beeintrachtigt Abwehrmechanismen der Lunge und
erleichtert somit die Kolonisation des oberen unteren Respirationstrakts mit potentiellen
Pathogenen, was wiederum die Anfalligkeit des Wiitpulmonale Infektionen verstarkt [50,
51]. Wiederkehrende Infektionen und chronische Kiation der Lunge mit bakteriellen
Pathogenen leisten somit schlie3lich einen BeimagEntwicklung von Erkrankungen des
Respirationstracks [49, 8/0]In vitro Untersuchungen haben ergeben, dass akute
Zigarettenrauchexposition die angeborenen Immurifoné&n in Epithelzellen beispielsweise
durch Hemmung der Aktivierung der AP-1- (activgpootein 1) und NReB-Signalkaskaden
unterdruckt [21, 27, 29]. Zusatzlich ist bekannassl Raucher mit ambulant erworbener
Pneumonie reduzierte Mengen von antimikrobiellerptiden im Sputum und in der
pharyngealen Lavage zeigten [21]. Die hier vordkste Ergebnisse, dass akute
Zigarettenrauchexposition die Expression und Aussohg von IL-17C in priméren humanen
Atemwegsepithelzellen nach bakterieller Infektiont M. aeruginosa unterdriickt, ist im
Einklang mit den oben genannten Studien. Die Zusaniénge werden klar, wenn man
bedenkt, dass die Expression von IL-17C Uber digvikung von NF«B gesteuert wird,

Zigarettenrauchextrakt zu einer Unterdriickung di€dignalwegs fihrt und es somit letztlich
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zu einer verminderten Ausschittung von IL-17C dudeh entsprechenden respiratorischen
Epithelzellen kommt. Auch fir eine Stimulation vonprimaren humanen
Atemwegsepithelzellen mit poly (I:C) konnte in deesArbeit die Beobachtung gemacht
werden, dass Zigarettenrauchextrakt die hervorgasuExpression von IL-17C unterdriickt.
Nachdem gezeigt werden konnte, dass Zigarettenkandensat die durcl. influenzae
ausgeloste Aktivierung von NEB in Atemwegsepithelzellen unterdriickt und wie kisre
weiter oben beschrieben gezeigt wurde, dass diereBgion von IL-17C in
Atemwegsepithelzellen nach Stimulation mit polyCjl MyD88 unabhéngig Uber den
TLR3/TRIF/NF«B-Signalweg erfolgt, ist auch im Fall von poly (J:@avon auszugehen, dass
die durch poly (I:C) ausgeldste Aktivierung von NB- durch Zigarettenrauchextrakt
unterdrickt wird und in der Folge auch die Expmssivon IL-17C durch
Atemwegsepithelzellen [27, 28]. Weiterhin konntegjgt werden, dass auch die Ausschittung
von IL-6 bei Exposition von primaren Atemwegseplteden mit P. aeruginosa durch
Zigarettenrauchextrakt unterdriickt wird. Es wurdérsuche durchgefihrt, in denen it
aeruginosa infizierte Atemwegsepithelzellen in einer Rauchbaiatilem Zigarettenrauch
ausgesetzt wurden, wobei zu erwéhnen ist, dassteba den verwendeten Zellen um Calu-3
Zellen und nicht um primére humane Atemwegszelkmdelte. Dieses Modell &hnelt starker
den naturlichen Verhaltnissen, wie sie beim Rauegbgtommen, als die Exposition der Zellen
gegeniber Zigarettenrauchextrakt. In diesen Vemuclieigte sich, dass nicht nur
Zigarettenrauchextrakt, sondern auch volatiler @&tjanrauch in der Lage ist die durth
aeruginosa induzierte Ausschittung von IL-17C effektiv zu ematriicken. Um zu zeigen, dass
die IL-17C beziehungsweise IL-6 Expression nicitaetiurch einen zytotoxischen Effekt des
Zigarettenrauchs auf die Atemwegsepithelzellententien ist, wurde ein LDH-Assay mit den
entsprechenden Proben durchgefiuhrt, der zeigen té&onwlass die verwendeten
Zigarettenrauchextrakt- und Zigarettenrauchkonagioimen nicht so hoch gewéhlt wurden,
dass es zu zytotoxischen Effekten auf die Zellen.ka

In dieser Arbeit wurden auch Versuche mit Mauserchlgefihrt, um zu untersuchen, ob
Zigarettenrauch auch in der Lage ist, die Expressan IL-17Cin vivo zu unterdricken. In
diesem Zusammenhang ist eine Publikation zu erwglthe zeigte, dass die Beseitigung einer
Kolonisation der Lungen miP. aeruginosa durch das Immunsystem von Mausen bei
gleichzeitig mitP. aeruginosa infizierten und zigarettenrauchexponierten Mausegsamer
verlief als bei nicht zigarettenrauchexponierterus&n [13]. In den in der vorliegenden Arbeit
durchgefuhrten Versuchen wurde im AtemwegsepitbeIMausen die Expression von IL-17C

durch H. influenzae induziert und die Mause teilweise volatilem Zigteerauch exponiert.



Seite69von79

Zum Zeitpunkt der Bestimmung der Starke der hemnrgnen Expression von IL-17C im
Atemwegsepithel dieser Mause wurde auch die Koétimissdichte mitH. influenzae
bestimmt, um eine Beeinflussung der Ergebnissehdumterschiedliche Kolonisationsdichten
ausschlieRen zu kénnen. Es zeigte sich, dass damisationsdichten beider Gruppen beinahe
gleich hoch waren und damit eine Beeinflussung 8g&irke der Expression durch die
Kolonisationsdichte ausgeschlossen werden konneed&aufhin bestimmte Expression von
IL-17C im Atemwegsepithel der Mause zeigte, dabss@ine Zigarettenrauchexposition tber
wenige Tage in der Lage ist, die Expression voATIG und damit hochst wahrscheinlich auch
weiterer Funktionen des angeborenen Immunsystefaktigfzu unterdriicken. Es lasst sich
also vermuten, dass auch gesunde Raucher einenvdiEma Expression von IL-17C aufweisen

und dadurch fur bakterielle und virale Infektioreempfanglicher sind.

5.7 IL-17C wird durch Atemwegsepithelzellen von Patienén mit Erkrankungen

des Respirationstrakts expremiert

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war es matersuchen, ob IL-17C im
Atemwegsepithel von Patienten mit chronischen eml¢hen Erkrankungen des
Respirationstracks eine Rolle spielt. Es liegertlage Hinweise vor, dass IL-17 auch in der
Entwicklung von chronischen Erkrankungen des Raspmstrakts, wie zum Beispiel COPD,
Lungenemphysem und der zystischen Fibrose, eirrengehtige Rolle spielt [10-12, 52, 58].
Neuere Studien zeigten, dass die Anzahl der IL-Z&len und F-17 Zellen in der bronchialen
Mucosa von Patienten mit COPD erhoht ist und edniVerte des entztindlichen Zytokins IL-
17A im Sputum und in bronchialen Biopsien von COP&ienten nachgewiesen werden
konnten [11, 12]. In Bezug auf die Entwicklung eineingenemphysems zeigten Studien an
knockout Mausen, dass diese vor einem durch Rawitlzierten Emphysem geschuitzt werden
konnten, wenn sie einen Verlust an IL-17A oder HRA aufwiesen. Wo hingegen die
Entwicklung eines Emphysems durch eine Uberexpmmaseon IL-17A sogar beschleunigt
wurde [10, 52]. Auch bei der zystischen Fibroselspi-17A eine Rolle. So fand man in der
Submukosa von Kindern mit zystischer Fibrose eithélge Anzahl an IL-17A expremierenden
Zellen [58]. Bei den Untersuchungen in dieser Arbeirde Atemwegsepithel von Patienten,
die aufgrund unterschiedlicher Erkrankungen lungergplantiert  wurden,
immunhistochemisch auf IL-17C untersucht. Es zesgth, dass es zu einer starkeren Farbung

fur IL-17C im Atemwegsepithel von Patienten mitahischen entzindlichen Erkrankungen
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des Respirationstracks, wie COPD und zystischeobéim Vergleich zu Farbungéir IL-
17C mit Atemwegsepithel von Patienten, die nichtearer chronischen Lungenerkrankung
erkrankt waren kam. Dies spricht fur eine hoherenzémtration von IL-17C im
Atemwegsepithel von Patienten mit Erkrankungen Rlespirationstrakts, welche mit einer
chronischen Entziindung und bakterieller Besiedasspziiert sind. Chronische Entziindungen
der Lunge und Exazerbationen, ausgeldst durch imigdte Pathogene, sind essentiell fur die
Entwicklung und Exazerbation der COPD und tragen emer Verschlechterung der
Lungenfunktion bei Patienten mit zystischer Fibrbse[24, 48]. Es wurde gezeigt, dass IL-
17A entziundliche Reaktionen in primaren humanenmitegsepithelzellen Uber die NiB-
Signalkaskade induziert und somit zu einer Expogsgon Mucin und zu einer Induktion von
inflammatorischen Mediatoren, wie zum Beispiel prfammatorischen Zytokinen fuhrt, was
wiederum zu einem Einstrom von neutrophilen Gramytkn und Monozyten in den
Respirationstrakt fuhrt [25, 34, 49, 50, 69]. Sokditnte also auch IL-17C in einer Zerstérung
der Lunge und einer exzessiven Mukusproduktion ltiesen, wie sie bei Patienten mit
zystischer Fibrose und COPD beobachtet wird, da7C- wie IL-17A Uber den IL-17RA
Rezeptor detektiert wird und daraufhin zu eineriigtung der NF<B-Signalkaskade fuhrt.

5.8 Ausblick

Weitergehende Studien werden bendtigt, um heraunsiarf, ob IL-17C zu einem Circulus
vitiosus bei chronischen Lungenerkrankungen filket,dem aktivierte Epithelzellen autokrin
und parakrin eine Entzindung stimulieren. Entzigeéan sind, beispielsweise bei der
chronischen obstruktiven Lungenerkrankung und gstischen Fibrose, ein Hauptmerkmal
von Erkrankungen des Respirationstrakts. Im Zugeati Erkrankungen kommt es haufig zur
Zerstorung des beteiligten Gewebes und zu eineruMeater Lungenfunktion. Aul3erdem ist
es wichtig, die Mechanismen der Beeinflussung aweborenen Immunantwort humaner
Atemwegsepithelzellen durch IL-17C als Reaktion slomauf bakterielle, wie auch virale
Infektionen genauer zu untersuchen und zu versteéheaheser Arbeit hat sich unter anderem
gezeigt, dass IL-17C malgeblich an der Abwehr vorim€n im menschlichen
Respirationstrakt beteiligt ist und eine herausnadgeRolle fiir das angeborene Immunsystem
des menschlichen Respirationstrakts spielt. Auelydeeigte negative Beeinflussung der durch
IL-17C vermittelten angeborenen Immunreaktion digarettenrauch stellt ein interessantes

Feld weiterer Untersuchungen dar. So kdnnte siehndedikamentdse und therapeutische



Seite71von79

Beeinflussung der durch IL-17C ausgel6sten Immuiir@a als wichtiger Bestandteil
zukUnftiger Therapieansatze in der Verhutung untsgggen Beeinflussung akuter Infektionen
und chronisch entzundlicher Erkrankungen des mdiokein Respirationstrakts herausstellen.
Folglich kénnte IL-17C ein Faktor sein, der zu einexzessiven Entzindung im
Respirationstrakt von Patienten mit chronischendamerkrankungen fiihrt und das sogar zu

einem Zeitpunkt, an dem keine offensichtliche Entiting vorliegt.
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